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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMV: avian myeloblastosis virus, madar myeloblastosis virus

AOGYTI: Allatgy6gyészati Oltéanyag- Gyégyszer és Takarmanyellen6rzé Intézet

CAV: chicken anaemia virus, csirke anaemia virus

cDNS: complementary DNS

CEL: chicken embryo lung, csirke embriondlis tiidd szovettenyészet
CFR: Code of Federal Regulations

cp: citopatogén

DEPC: dietil-pirokarbonat

DNS: dezoxiribonukleinsav

dNTP: dezoxi-nukleotid-trifoszfat

F: fenil-alanin

G: glicin

GATT: General Agreement on Trade and Tariffs

GMP: Good Manufacture Practice, szabalyos gyartasi eljards

HAG: haemagglutinici6 gatlas

HCV: human coronavirus, emberi coronavirus

HNEG: haemorrhagic nephritis and enteritis in geese, libdk vérzéses vese- és

bélgyulladas kérképe

IB: infectious bronchitis, a csirkék fert6zo bronchitis betegsége

IBDV: infectious bursitis disease virus, a csirkék gumbor6 betegségének virusa
IBV: infectious bronchitis virus, csirkék fert6z6 bronchitisének virusa

ICPIL: intracerebral pathogenicity index, intracerebrélis patogenitasi index
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1. OSSZEFOGLALAS

Az allatgyogyaszati vakcindk artalmatlansdgdnak, tisztasdgdnak és 1idegen 4agens
mentességének biztositdsa kiemelkedd fontossdgu feladat. Az oltéanyag engedélyezési
eljardsa sordn a gyarté 4ltal eldallitott terméket az engedélyezd allami hatdsag aprolékos
vizsgdlatoknak veti ald, amelyek célja a termék dartalmatlansdganak, tisztasdganak,
hatékonysdganak és hatasértékének megallapitisa. Az oltéanyagnak, mint bioldgiai hatdssal
bir6 produktumnak kiilonlegesen szigoru feltételrendszernek kell megfelelnie, amely
garantélja, hogy felhaszndldsa sordn az elvart hatést fejtse ki.

Munkdm sordn azokat a hatésagi vakcinaellendrzésben felmeriil6 speciélis kérdéseket,
problémdkat prébdltam megoldani a molekuldris biolégia mddszereivel, amelyeket a
hagyomanyos vizsgdlati moddszerekkel egydltalin nem lehet megoldani, vagy csak
allatkisérletekkel, valamint id6- és munkaigényes eljardsok alkalmazésaval. E célbdl é16 virus
tartalmi vakcindkat vizsgdltam, illetve ezen vakcindk felhaszndldsa sordn felmeriild
problémak — pl. revertdlodds, hatdselmaradds, szennyezettség — megoldasara tettem kisérletet
a molekularis bioldgia eszkozeivel.

Elséként RT-PCR és RFLP segitségével 12, az AOGYTI-ba engedélyezésre bekiildstt
NDV vakcindval végeztem kisérleteket. Az RT-PCR kozvetleniil az ampulldbdl tisztitott
RNS-bdl tortént, a vakcinavirus eldzetes, tojasban torténd elszaporitdsa nélkiill. Az M gént
amplifikdltuk, majd Hinfl és Mbol RE-vel emésztettiik. A kapott RFLP szerint az egyik
gyartd LaSota tartalmud vakcindja egy masik vakcinatorzzsel, B-1-gyel volt szennyezett. Egy
madsik gyarté esetében a torzskonyvi dokumentdcié szerinti VG/GA torzs helyett V4
Queensland torzset taldltunk az ampulldban. A B-1 szennyezettség gyari eredetének
bizonyitasara plakktisztitast végeztiink, amellyel sikeriilt a LaSota és B-1 komponenseket
szétvalasztani.

Munkdm masodik felében svédorszagi IBV jarvanyesetekbdl szarmazé mintdkat
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vizsgaltunk. E célbdl egy diagnosztikai és egy filogenetikai RT-PCR rendszert dolgoztunk ki
az N és az S1 génekre. A PCR termékek nukleotidszekvencidjat meghataroztuk és
filogenetikai analizisnek vetettiik ald. E szerint kétféle virustorzs keriilt be Svédorszagba,
D274 szerotipusu és Massachusetts szerotipusba tartoz6. Tekintve, hogy Svédorszag 1997
elott az IBV szempontjabdl un. ,,nem vakcindzd” orszag volt, kiillonosen érdekes, hogy az
1997 utani mintdkbdl szarmazd Massachusetts szerotipusu virusok az S1 génen 100%-os
homoldgidt mutattak a MaS vakcinatorzzsel. Ezzel szemben az 1997 el6tti mintdkbol
szarmazd virusok, ugyanezzel a vakcinatorzzsel a vizsgalt génen csak 86-94%-ban egyeztek
meg. Mindebbdl valészintisithetd, hogy a jarvanyesetek egy részéért vakcinavirusok voltak
felelosek. A D274 virus eredetét nem sikeriilt tisztazni.

Munkdm harmadik fejezetében az atipusos myxomatdzis elsé kozép-eurdpai
megjelenésérol, illetve a kor virologiai vizsgalatarél szamolok be. Shope fibréma virus
tartalmi oltéanyaggal vakcinazott telepen 2001. februdrjdban aspecifikus myxomat6zis
kérforma iitotte fel a fejét. A természetes elhullasbdl szarmazé szemhéj, tiido, tejmirigy és
végbél mintdk PCR és elektronmikroszképos vizsgdlatdval sikeriilt a myxoma virust
kimutatni, amelyet BP04/2001 jelzéssel lattunk el. A BP04/2001 jelzésti izolatummal
elvégzett klinikai és viroldgiai vizsgalatok igazoltdk, hogy a magyarorszagi megbetegedések
hatterében az eddig csak Franciaorszagban €s Belgiumban el6fordult atipusos myxomatosis

kérokozdja all.
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2. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A szigoru el6irasok és vizsgélatok ellenére az irodalomban szdmos eset leirdsat taldlhatjuk
meg, amelyek vakcindk altal okozott megbetegedésrdl, hatdselmaradasrol, sét sajnos nem egy
esetben elhullasrdl, illetve halalesetrol szamolnak be (Chan et al., 2001; Maldonado, 2002).

Melyek az oltébanyag mindségével kapcsolatos legfébb problémdk? Az
allategészségiigy teriiletén a vakcina tisztasdganak, illetve szennyezettségének kérdése
komoly allategészségiigyi, illetve gazdasagi vonzattal rendelkezhet. Jgrgensen és mitsai
szamoltak be (2000) lentogén NDV-vel szennyezett IBV, illetve CAV vakcindkrdl, amelyek
Dénidban keriiltek forgalomba. Az NDV szennyezettség azért érintette Danidt kiilonosen
érzékenyen, mert az NDV szempontjabdl Dania dn. ,,nem vakcindzd” orszdg, a kérokozotol
mentes. A virus gyorsan szétterjed a fogékony dllomanyban, ha olyan orszdgba keriil be, ahol
a populéciot nem védték vakcindkkal az adott kérokozé ellen. Az NDV-vel szennyezett IBV,
illetve CAV vakcindk felhasznildsdval az orszdg NDV-mentessége keriilt veszélybe. Az
NDV-vel, mint A-listas betegséggel szemben a védekezés alapelve, hogy a kérokozét nem
tirik meg az adott orszdgban. Szigoru szabalyok irjdk eld a behurcolds megakadalyozasat
célzo intézkedések sordt. A behurcolt kérokozd esetében a primer goc felderitése utdn a
fertozott, illetve gyanis allomanyok elpusztitdsaval, fertOtlenitéssel és zarlatokkal kell a
szétterjedést megakadalyozni.

A vakcina haszndlata felveti a vakcinavirus és a vadvirus megkiilonboztetésének
problémdjat, pl. a diagnosztika teriiletén. Ehhez a virusok pontos torzsszinti
megkiilonboztetése sziikséges. A vakcinavirus torzsazonositdsa jelentds az oltdanyag
elddllitdsa sordn az MSV és WSV ellendrzésekor, illetve a végtermék esetében az ampulla
virus tartalmanak vizsgalatakor is.

Az oltéanyag tisztasiga mellett tovdbbi kérdésként meriil fel a vakcina

artalmatlansdga. A vakcinavirus genetikai jellemzése eldsegiti a vakcina altal okozott tun.
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adverz hatds felderitését, esetleges megel6zését. A kozegészségiigy teriiletérdél szamos
tanulmany latott napvildgot, amelyek a sargaldz elleni oltéanyag 4ltal eldidézett
megbetegedésekrdl szamoltak be. Ezeknek a hétterében a vakcinavirus virulencidjanak
revertalodasa, illetve egyedi érzékenység allhat.

A doktori értekezésemben az volt célom, hogy molekuldris médszereken alapuld
eljarasokat dolgozzak ki, amelyek a hatésdgi vakcina-ellendrzésben i.) gyors, hatékony és
egyértelmil torzsazonositast tesznek lehetdvé; ii.) sokoldalian alkalmazhatéak a vakcinavirus
torzsazonossaganak megdllapitdsara, a vakcinavirus-vadvirus elkiilonitésére; iii.) eldsegitik a
vakcina adverz hatds esetében az oltdanyag szerepének tisztdzasat; iv.) lehetdvé teszik a
vakcinavirus genetikai jellemzésével a nem kivanatos hatds okainak felderitését.

A fentebb vazolt cél elérése érdekében az aldbbi f6 problémakorok esetében

alkalmaztam molekularis médszereket:

e Lentogén torzsbol készitett baromfipestis elleni vakcindk vizsgalata RT-PCR és RFLP
mddszerével, hogy i.) genetikai alapon azonositsuk a vakcinavirusokat; ii.) kisziirjiik
az oltéanyag mas NDV torzzsel (homol6g kontamindcid) vald szennyezettségét; iii.)
megallapitsuk az oltéanyag IBV és IBDV virusoktol valé mentességét (4.1. vizsgalati

fejezet).

e A Svédorszdgban észlelt fert6z6 IBV jarvanyesetek hatterében 4ll6 virus genetikai
jellemzése, illetve filogenetikai analizise. A cél az volt, hogy a jarvanyesetek
vizsgalatdra egy gyors diagnosztikai, illetve egy filogenetikai analizisre alkalmas RT-
PCR rendszert fejlessziink ki, amelyekkel gyorsan meghatarozhatjuk, hogy milyen
torzsek okoznak jarvanyt. Igazolni kivantuk tovdbba a gyanit, hogy a jarvanyesetek

hatterében vakcinavirus all (4.2. vizsgalati fejezet).

11



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

e Myxomatosis ellen oltott hdzi nydldllomdnyban megjelent aspecifikus klinikai képet

okoz6 myxoma virus klinikai €s viroldgiai jellemzése (4.3. vizsgalati fejezet).

3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A PCR alapjai

A PCR felfedezésével minden eddiginél hatékonyabb eszkoz keriilt a keziinkbe a DNS in
vitro médon torténd kimutatdsara. Az in vitro kimutatds alaplépéseit Kleppe és mtsai mar
1971-ben, kb. egy évtizeddel a PCR felfedezése eldtt, meghataroztdk. A PCR-t 1983-ban
Kary Mullis fedezte fel (Mullis et al., 1986). Az elsé gyakorlati alkalmazasardl Saiki és mtsai
(1985) szédmoltak be. A PCR tobb tudomédnydg mellett, beleértve a genetikat,
evolicidbioldgiat, diagnosztikai és igazsdgligyi orvostudomanyt, az 1980-as évek vége felé az
allatorvostudomanyt is meghdditotta (Beldk és mtsai, 1989; Nunberg és mtsai, 1989).

A mddszer 1ényege, hogy in vitro koriilmények kozott osszedllitott reakcidelegyben a
DNS szintézisért felelds enzim a DNS minta egy szakaszat specifikusan megsokszorozza
(amplifikdlja). A reakcidelegy az enzimen €s a DNS mintdn (templat DNS) kiviil a DNS
szintézishez sziikséges OsszetevOket, illetve az optimdlis enzimmilkodéséhez sziikséges
ionokat, vegyiileteket tartalmazza. A szintetizdldsra keriild régié elejét és végét két
oligonukleotid primer jeloli ki, amelyek specifikusan, nukleotid-nukleotid kolcsonhatés
alapjan hibridizalnak a templat DNS szdllal. A pH beadllitdsahoz legdltalanosabban tizszeresen
koncentralt PCR puffert alkalmaznak. A tizszeresen koncentralt PCR puffer a kovetkezdkbdl

all (Saiki, 1989): 500 mM KCI, 15 mM MgCl, és 100 mM Tris-HCI, pH 9,0. A Mg**, illetve

12
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KCl koncentracidjanak értéke nagyban befolydsolja a reakcié specificitdsit az enzimre
gyakorolt kozvetlen hatdsukon keresztiil (Saiki, 1989). A DNS szintézisénél a dNTP-k
szolgdlnak ,.épitokovekként”, a viz biztositja a megfeleld reakcidkozeget.

A templat denaturdcidjabol, primerek kapcsolédasabol (anneldlds) és a primerek
extenzi6jabol 4all6 ismétlddé ciklusok végiil az adott DNS fragmentum exponencidlis
felszaporoddsdhoz vezetnek. Mindehhez sziikséges, hogy pontos ismereteink legyenek az
adott gén/génszakasz szekvencidjarol.

A mddszer specificitdsa a primereken alapul. Ezeknek az oligonukleotiddknak a
megtervezéséhez ma mar j6 mindségli szamitdgépes szoftverek dllnak rendelkezésre (pl.
Oligo 3.0, 4.0, 5.0; az Embnet hdlézat GCG programcsomagjanak Prime programja). A
tervezéskor figyelembe kell venni, hogy a primerek szekvencidja nem adhat lehetdséget arra,
hogy a primer 5’ és 3° végén torténd Onkapcsolddds révén un. primer-dimer alakuljon ki.
Tovéabbi fontos kritérium, hogy a primerek nem képezhetnek Onmagukkal hurkot,
olvadaspontjaik nem térhetnek el jelentdsen egymadsétol, illetve a templat olvadaspontjatdl.
Amennyiben degenerdlt bazisok vannak a primerben, azokat célszeri a primer kozepére,
illetve 5' végére tervezni, mivel a primer miikodése szempontjabol a 3' végi, kb. 3-4 bazis
jatszik kulcsszerepet. Ha az 5' vég kapcsoléddsa nem abszolut (full match), az a primer
specificitasat joval kevésbé befolydsolja, mint ha a 3' végen taldlhatéak eltérések, un.
mismatch-ek.

A sikeres reakcié szdmos komponens egyiittes jelenlétét kivdnja meg, ami miatt a
PCR-t tobbvdltozos, komplex rendszernek kell tekinteniink, amelynek miikodése maig sem
minden részletében ismert. Az optimdlis miikodés, amely a maximalis specificitast, illetve
érzékenységet biztositja, fiigg a felhasznalt polimeraz enzim mindségétdl, mennyiségétdl, az
ionkornyezettdl — kiilonds tekintettel a Mg2+ ionok jelenlétére —, a primer kapcsolddasi
homérsékletétol, az amplifikdland6 templét szekvencidjatol, tovibba az alkalmazott primerek

szekvencidjatol. Mindazokat a paramétereket, amelyeket csak lehet, optimalizalnunk kell. A
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templat szekvencidja adott, a primerek szekvencidjat, bar a tervezés sordn van rahatasunk,
gyakorlatilag 4llandénak kell tekinteniink. A két legfontosabb paraméter a Mg** ionok
mennyisége, illetve a megfelelé primer kapcsoléddsi hémérséklet. A Mg”* jelenléte az enzim
megbizhaté miltkodéséhez sziikséges. Nagy mennyiségli Mg** gyengébb affinitdsi templat-
enzim kolcsonhatdst tesz lehetdvé, mig alacsonyabb Mg koncentréci6 az erésebb affinitdsi
kapcsolat felé tolja el a reakci6t, n. stringens reakci6 torténik. A sziikséges Mg”* mennyiség
a templét szekvencidjatdl figg, vizsgalati rendszerenként az optimalis Mg®® mennyiség mds
és mas. Leggyakrabban a 1,5-2,5 mM érték bizonyul megfeleldnek.

A primer kapcsolddasi hdmérséklet a primer szekvencidjatol fiigg, és matematikai

moddon tobbé-kevésbé j6 kozelitéssel kiszamolhaté a kovetkezd képlet segitségével:

Meinkoth-Wahl egyenlet (1984)

Tm=81,5°C + 16,6 (logZ) + 0,41 (GC %) —0,61( % form)-500/L

Ahol az Z a monovalens kationok molaritdsit, a %GC a guanin és citozin nukleotidok
szazalékos ardnyat a DNS-ben, a %form a formamid szdzalékos ardnyéat az oldatban, L pedig

a hibridizal6 szakaszok bazispirokban megadott hosszat jeloli.

A képlet egyszeriibb, a gyakorlatban jobban hasznilhaté formdjat Suggs és mitsai
(1981) adtik meg:
Tm=2°C(A+T) + 4°C(G+C).
Minél magasabb egy primer Tm értéke az adott DNS-re vonatkoztatva, annal specifikusabb
eredményt lehet vele elérni.
A primer kapcsoléddsi hémérséklete és a Mg®* ionok koncentriciéja mellett, kisebb

mértékben, a primerek és a templat koncentracidja, valamint a felhasznélt Taq polimerdz
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enzim mennyisége is befolyasolja a reakcié kimenetelét.

A mai primer tervezd programok megadjdk a szamitott Tm értéket, amelynek
alkalmazasa jo6 eséllyel sikerre vezet.

A PCR reakcié atlagosan 30-35 ciklusbdl all. Ennyi sziikséges, hogy a detektalni
kivant szakasz kelld0 mennyiségben sokszorozédjék fel. Az ennél nagyobb ciklusszamok
célszertitlenek, mivel 40 ciklus felett mar olyan nagy mennyiségben képzddnek aspecifikus
termékek, hogy az mar az eredmények értékelését zavarja.

A kapott PCR termék detektdldsara tobbféle modszer terjedt el. A leggyakoribb az
agarozgél elektroforézis, amikor 1-2 % toménységli agar6z gélen elektromos térben futtatjuk
a PCR terméket, majd interkaldlé festékkel (etidium-bromid, SYBR Green) festjiik, és a
detektalashoz UV fénnyel vilagitjuk meg.

Mind tobb tudomdnyos kozlemény jelenik meg a PCR és az ELISA egyiittes
alkalmazasarol, amelyek a PCR termék ELISA-val torténd detektaldsardl szamolnak be. A két
modszer egyiittes alkalmazdsanak alapja, hogy legaldbb az egyik primert biotinnal megjelolik,
ehhez kapcsolodik egy streptavidin-tormaperoxiddz konjugdtum, amelyhez az enzim
ligandumat (tri-merkapto-benzidin, TMB) adva, kékszinli termék keletkezik. Ezt a szines
vegyiiletet ELISA leolvasdval — adott hullimhossz mellett — kvantitativ médon detektalhatjuk.
A kapott abszorbancia értékek tovabbi matematikai, statisztikai analizis szdmadra jol
kezelhetd, numerikus paraméterek. Az ELISA elterjedt, jol standardizalt labormddszer, igy a

PCR-rel torténd egyiittes felhasznaldsa igéretes.

3.2. A PCR f6bb tipusai

A fentebb leirt standard PCR-nek az alkalmazdsa soran, tobb jelentds mddositasa sziiletett. A

nested ¢s seminested PCR-ben két primerpart alkalmaznak két egymdst kovetd

15



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

amplifikdciondl. Az els6 PCR-ben az A és B primerek segitségével megsokszorozzak a
templat DNS-t, majd ennek a PCR-nek a termékét templatként haszndljak fel a masodik PCR-
hez. A mdasodik PCR sordan az amplifikdlni kivant szakasz kijelolésére két lehetdség
kinalkozik: i.) nested PCR-rdl beszéliink, ha C és D primereket alkalmaznak, amelyek az elsé
reakcié primerei (A, B) altal kozrefogott szakaszon beliil helyezkednek el; ii.) seminested
rendszerrdl beszEliink, ha a C primer mellé az els6 reakci6 A vagy B primerét valasztjak
parnak.

Kawasaki és mtsai (1990) dolgoztdk ki a PCR-t RNS virusok detektdldsara, amely RT-
PCR néven valt ismertté. Mivel az RNS kozvetleniil nem hasznalhaté a PCR-ben templétként,
az RNS molekuldt RT enzimmel cDNS-sé irjdk at. Az RT enzimet madar myeloblastosis
virusbdl (AMYV), vagy Moloney egér leukaemia virusb6dl (MMLYV) izoléltdk. A Thermus
thermophilus nevii eubaktériumbdl eldallitott rekombindns DNS polimeraz (Tth) rendelkezik
RT aktivitdssal is, amely lehetévé teszi az RT és a PCR reakcidk egy csében, megszakités
nélkiil torténd elvégzését. A Tth szdmos elOnyt nydjthat, mivel az RT reakcié és a PCR
ugyanabban a csOben, megszakitas, illetve kiilsd beavatkozds nélkiil zajlik, ami jelentésen
csokkenti a szennyezd anyagok bekeriilésének, pipettdzasi hibaknak, és ezaltal az alpozitiv
eredményeknek az esélyét. Tovabbi elony, hogy a Tth enzim magasabb héfokon (65-70°C)
végzi az RT reakciét, mint az AMV-RT és a MMLV-RT enzimek, igy a kiterjedt mdsodlagos
szerkezettel rendelkezd RNS szakaszokrél nagyobb hatdsfokkal késziilnek cDNS-ek. Mivel a
magasabb hofok miatt a ,,hagyomanyos” random hexamer, mint primer nem hasznalhatd, az
RT-t specifikus primerrel kell végezni, ami a cDNS specificitdsit még inkabb eldsegiti. A
primereket természetesen ugy kell megtervezni, hogy a Tm-jilk magasabb legyen 70°C-nal.

Az eddig emlitett rendszerekben csak egy primerpar volt (in. simplex PCR), amellyel
egyféle virust lehet kimutatni. A gyakorlatban a helyzet gyakran ennél bonyolultabb, mivel pl.
a diagnosztika teriiletén az egyes tiinetek multifaktoridlis okokra vezethetk vissza, azaz

gyakran tobb fert6zd dgens egyiittes jelenléte 4ll a héttérben. Az egyes virusok kiilon-kiilon
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torténd kizarasi vizsgdlata rengeteg munkat és komoly anyagi raforditast igényel. A probléma
megolddsa lehet, ha egy reakcidelegyben tobb primerpar van, amelyek akar tobb
gén/korokozd/stb. egyidejii kimutatasat is lehetové teszik. Az in. multiplex, illetve megaplex
PCR ezt az elvet koveti. A fentebb leirt optimalizdldsi problémdk természetesen fokozottan
jelentkeznek a multiplex rendszernél, és minél tobb primert akarunk egy reakcioban
egyidejiileg miikddtetni, az optimum anndl sziikebb. Célszer(i az amplifikdlandé szakaszokat
kozel ugyanolyan méretiinek vélasztani, mivel az enzimatikus DNS szintézis sztochasztikus
folyamat, amelyben a rovidebb szakaszok gyorsabban szaporodnak, mig a hosszabbak
lassabban, amely szélsOséges esetben valamely templat teljes kiszoruldsdhoz is vezethet.
Tovabbi probléma, hogy ezeknél a rendszereknél sem képezhetnek a primerek egymadssal
stabil part, és onmagukkal sem zar6dhatnak hurokba. Ezeknek a kritériumoknak az egy
csében 1évo primerszdm novekedésével egyre nehezebb megfelelni, amely hatart szab a

multiplex rendszerek fejlesztésének.

3.3.A PCR termék kimutatasa, tovabbi felhasznalasa

Gyakran nem csak arra keresiink vélaszt, hogy valamely gén/kérokozd/stb. jelen van-e egy
mintdban, vagy sem, hanem a PCR termék alapjan olyan tovabbi informacidkat szeretnénk
nyerni, mint példdaul a vizsgélt kérokozé azonositdsa, fenotipikus tulajdonsidgainak genetikai
hattere, rokonsdga mas koérokozokkal, torzsekkel. A fenti kérdésekre az RFLP, illetve a DNS
direkt szekvendldsa és a szekvencia elemzése adhat vélaszt.

Az RFLP lényege, hogy bizonyos enzimek (endonukledzok) képesek a DNS-t hasitani.
A hasithatésdg meghatarozott felismeré helyekhez kotddik, amelyek jelenléte sziikséges
ahhoz, hogy az enzim kapcsolddni tudjon és hasitsa a DNS-t. A hasitdsi helyeknek az

elhelyezkedése viszont attdl fiigg, hogy a PCR termék milyen é161énybdl, nemzetségbdl,
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fajbol, alfajb6l szarmazik. Ezt a tulajdonsdgot tobb tudomdnydg is felhasznélta. Az
igazsagiigyi orvostudomany szamara ez azt jelentette, hogy a PCR segitségével képessé valtak
az egyedek kevés mintabdl torténd, specifikus elkiilonitésére, pl. blinligyek feltardsa, apasagi
tigyek tisztizdsa. A viroldgia szamdra virusok, sot virustorzsek gyors és hatékony
elkiilonitését tette lehetové, amely a molekuldris jarvanytan tudomdnyanak felvirdgzasihoz
vezetett.

Tovabbi eszkoz a PCR termék mindségi paramétereinek a meghatarozdsahoz a
szekvendlds, amely sok tekintetben hattérbe is szoritotta a restrikciés enzim analizist, bar a
teljesség kedvéért meg kell emliteniink, hogy léteznek olyan problémdk (pl. kiillonbozd
virusokat tartalmazé oldatok keveredésének kisziirése, elkiilonitése), amelyeknél az RFLP a
célravezetdbb.

A multiplex rendszereknél a PCR termék ,,hagyomanyos” gélelektroforézis alapu
detektdldsa mellett tobb moddszert kisérleteztek ki, amelyek a PCR termék in situ (,real-

time”), kvantitativ nyomonkovetését teszi lehetové:

¢ Fluoreszcensen jelzett primerek felhaszndldsaval, a gép ciklusrél ciklusra nyomon
koveti a keletkezd specifikus termék mennyiségét.

e Hibridizaciés probak esetében a probak fluoreszcens jelolést hordoznak, de jel csak
akkor képzddik, ha a templiaton egymds kozelébe specifikusan, nukleotid-nukleotid
kolcsonhatés alapjan bekotnek.

e Hidrolizalé proébakkal, amelyek szintén fluoreszcens jelzést hordoznak, de inaktiv
formaban, jel csak akkor képzddik, ha a templattal val6 specifikus kapcsolddas utdn a Taq
5’—3’ endonukledz aktivitidsa segitségével elhidrolizdlja a probat és igy szabad
fluoreszcens festék molekula képzodik.

¢ Molekularis szendviccsel (molecular beacon), amely olyan hajtli alaki oligonukleotid,

amely az egyik végén fluoreszcens jelzést hordoz, a madsikon pedig egy un. kioltd
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molekulat. Mivel hajtlialakban visszahajlik, ezért a kiolté molekula megakadalyozza, hogy
a festékmolekula jelet bocsdsson ki, erre csak akkor keriilhet sor, ha a molekularis

szendvics a templattal hibridizal és ,kinyilik”.

A fentebb felsorolt real-time médszerek mindegyike a PCR termékek in situ nyomonkovetését

teszik lehetdvé (1. dbra), habar érzékenységiik eltér.

1. abra: Az PCR termékek képzédésének in situ kovetése fluoresszcens festékek révén. Az abran 6t
PCR termék képzbdeését kdvethetjik nyomon. Jol lathatd, hogy az egyes leendé PCR termékek nem
egyforman viselkednek a lancreakcié soran, mind més és mas ciklusszamtol kezdédéen kezd
exponencialisan szaporodni. A jelenség hatterében a primerek érzékenysége, illetve a PCR termékek

eltéré hosszusaga lehet.
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3.4.A PCR mint rutinmodszer

A fentiekben roviden Osszefoglaltam a PCR technikai hétterét, fajtdit, és utaltam elGnyeire,

amely lehetdvé tette, hogy az elmult évtizedben meghdditsa az orvos-, illetve dllatorvos-
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tudomany szamos agat.

Sz6lnunk kell azonban a mddszer hatranyairdl is. A PCR legnagyobb probléméja
éppen a nagy mértékii érzékenységében gyokerezik, amely miatt dlpozitiv eredmények
sziilethetnek. A minta kezelése sordn, a reakcidelegy Osszemérésekor, szennyezddésként
bekeriilt néhany képidnyi idegen DNS molekula jobb kinetikdval sokszorozédhat, mint a
céltemplat, és azt akér teljesen ki is szorithatja. Az alpozitiv eredmények megtéveszthetik a
kutatét, tovabba a vart PCR termékkel egyiitt megjelenve, nehézzé, vagy lehetetlenné teszik
az eredmény helyes kiértékelését.

Komoly problémat jelentenek az dlnegativ eredmények is, amelyek olyan technikai
hibakbol eredhetnek, mint az enzim aktivitdsdnak elvesztése, a nem megfelelden optimalizalt
rendszer, RT-PCR esetén az RNS bonté enzimek, az RNazok jelenléte. Mindezek miatt
kezdetben sok kétely Ovezte a mddszert, lehet-e beldle valaha is rutinmddszer, vagy
megmarad a kutat6laborok eszkozének. Az elmult évtizedben tobb dllategészségiigyi
diagnosztikai intézetben (pl. az uppsalai Nemzeti Allategészségiigyi Intézet) sikeresen
alkalmaztdk rutinszertien. Sok adat gyult o6ssze a PCR-en alapulé vizsgélatok
megbizhatosdgardl és megismételhetdségérol (Beldk és Ballagi-Pordany, 1993; Beldk és
Thoren, 2001). A fentebb emlitett Nemzeti Allategészségiigyi Intézet tapasztalatai szerint az
alpozitiv eredményeket megfeleld laboreszkozok, illetve laboratériumi — gyakorlat
alkalmazdsdval szinte teljesen ki lehet kiiszobolni, mig az alnegativitds a belsé kontrollok,
mimikek alkalmazdsédval el6zheté meg (Ballagi-Pordany és Beldk, 1996). A PCR, megfeleld
feltételek mellett rutinmddszerként alkalmazva tobb eldnyt nyujt, mint amennyi hatranya van.
A PCR és a raépiilé molekularis bioldgiai mdédszerek sokkal érzékenyebbek, specifikusabbak,
kevésbé munka- és idoigényesek, mint a hagyomanyos mddszerek, pl. immunfestés, ELISA,
illetve elektronmikroszkopia. Kiilon emlitést érdemelnek a PCR 4llatvédelmi vonatkozasai, a
PCR alkalmazdsa ugyanis jelentOsen csokkentheti az allatkisérletek irdnti sziikségletet, illetve

a felhaszndlt dllatok mennyiségét.
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A 2000-es OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines-ban is
megjelenik a PCR, mint ,hivatalos” mddszer a diagnosztikdban, és kiilon fejezet (I.3-as)
foglalkozik a PCR automatizdldsaval, validdlasaval. Ezek szerint valid a rendszer, ha

teljesiilnek az aldbbi fazisok:

1. Fazis: Megvaldsithatésagi tanulmanyok.

2. Fazis:  Modszerfejlesztés,  valamint  specificitds, analitikai  érzékenység,
megismételhetOség tesztelése.

3. Fazis: A modszer kivitelezési jellemzoinek meghatdrozasa kiilonos tekintettel a
precizitdsra és a pontossagra.

4. Fazis: A mddszer kivitelezés validitdsdnak monitorozdsa.

5. Fazis: A validitasi kritériumok fenntartasa, illetve tovabber6sitése.

Ahhoz, hogy a PCR laborok kozoétti standardizaciét €s harmoniziciét megvaldsithassuk
korvizsgélatokat sziikséges végezni. Ilyen jellegi vizsgdlatok mar torténtek klasszikus
sertéspestis, illetve ragadds szdj és koromfédjas (N.J. Knowles and R. Samuel, OIE/FAO
Reference Laboratory for Foot and Mouth Disease, Molecular Epidemiology Group, Inst. For

Animal Health, Pirbright Laboratory, UK) esetében.

3.5.Vakcina ellenérzés szerepe, jelentosége

Az oltéanyagok felfedezése és kidolgozdsa mind az orvos-, mind az &llatorvos-tudomany
teriiletén az utébbi 200 év legjelentdsebb teljesitményeként tekinthetd, amellyel a fert6z6
betegségekkel szembeni kiizdelemben olyan hatékony eszkoz keriilt a keziinkbe, amely
példaul lehetové tette, hogy a 18. szdzad rettegett betegségét, az emberi himl6t, a vakcindzas

eredményeképpen 1979-re sikeriilt felszamolni.
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Az allategészségiigy teriiletén kedvezd eredményeket sikeriilt elérni a ragadds szdj- €s
koromfajas, a klasszikus sertéspestis és a baromfipestis pusztitdsainak visszaszoritdsdban. A
vakcindk tomeges felhaszndldsaval parhuzamosan egyre novekedett a vakcindk j6 mindsége
irdnti igény. Az utébbi évtizedekben az dllatgydgydszati vakcindk engedélyezésére és
ellendrzésére vonatkoz6 szabdlyok megvéltoztak. Egy dj korszak kezd korvonalazédni, amely
az engedélyezés feltételeinek, a gyartdsi folyamatnak, és a végtermék mindségének szigoribb
ellendrzését hozza magédval. Ennek megfeleléen az oltéanyag eldallitdsa az alapanyagoktdl a
végtermékig rendkiviil szigortian szabdlyozott bioldgiai folyamat. Matematikai elemzések
mutattak rd, hogy egyetlen kielégitd ellendrzési rendszer sem alapulhat csak a végtermék
ellendrzésén. A végtermékbdl vett mintdk eredményei alapjan nem itélhetd meg a gyartasi
tétel egészének mindsége, illetve a gyartdsi tétel egészét megfeleld konfidenciaszinten
reprezentdlé mintdk szdma olyan magas lenne, amely szakmailag is, és gazdasagilag is
értelmetlenné tenné az eljarast. A probléma megolddsa a komplex Mindségbiztositasi
Rendszer (QA), azaz azon megtervezett €s szervezett munkdk Osszessége, amelyek
végigkisérik az egész termelési folyamatot és amelyek betartdsdval megvaldsithatd, hogy a
készitmények mindsége megfeleljen a felhaszndlds céljainak. Ez magdba foglalja egyrészt a
GMP-t, vagyis azokat az intézkedéseket, amelyek betartdsdval elérhetd, hogy a terméket
mindenkor olyan kovetelmények szerint gyartsdk €s ellendrizzék, amelyek biztositjdk, hogy
ezek a termékek a forgalombahozatali engedély kovetelményeinek eleget tegyenek és
megfeleljenek arra a célra, amire szdntdk. A QA tovabbi elemként tartalmazza a
Mindségellenérzést (QC), amely a mintavétellel, a mindségi eldiratok készitésével, a
vizsgélatok elvégzésével, ezen kiviil a szervezés, dokumentélas és felszabaditds ligyével
foglalkozik, biztositja tovdbba, hogy csak megfeleld mindségili anyagokat haszndljanak fel.
Ennek eredménye a hatékonyabb és biztonsigosabb oltéanyag. A fenti irdnyzat egyik
hatranya a vakcina fejlesztés €s gyartds megnovekedett koltsége.

Az oltéanyagok minOségének ellenOrzése nem csak a termék piaci értéke miatt
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jelentds, hanem az dllatdllomdnyra, dllati eredetii élelmiszerekre, a kornyezetre gyakorolt
hatdsa, valamint az oltoanyagtermelés bioldgiai jellege miatt is fontos. Az oltdanyagoknak az
OIE ajanlasai szerint négy f6 szempontot kell teljesiteniiik: a tisztasag (purity), az
artalmatlansag (safety), a hatékonysag (efficacy) és a hatasérték (potency) kritériumait. A
termék tisztasdga azt jelenti, hogy az eldallitds sordn a kiillonboz6 gyartasi fazisokat, illetve a
végterméket meg kell vizsgdlni kontaminécié jelenlétére. A vakcina drtalmatlan, ha a
végtermék nem okoz adverz reakcidkat, illetve megbetegedést, esetleges mellékhatdsai pedig
egy elfogadhatésdgi szinten beliill vannak. A hatékonysdg vizsgdlatokndl a vakcindnak
céléllaton torténd fertdzéssel szemben is bizonyitania kell az alkalmassagéit. A hatdsérték
pedig az az érték, amelynek elérése esetén a deklaralt hatékonysag biztosithatd. Ez példaul €16
vakcindk esetében az ampulldban taldlhat6 €16 virus, vagy antigén meghatdrozasat jelenti.

Az oltéanyagok mindségének biztositdsa érdekében a gyarté és az dllami hatosag
végez ellendrzést. A gyartd a fentebb emlitett mindségbiztositasi rendszer miikodtetésével, a
kritikus gyartdsi 1épések meghatarozasaval, illetve folyamatos ellendrzésével Orkodik a
termék mindsége felett. Az elddllitas 1€péseit, miiveleteit a dokumentéljak. Az allami hatésag
a torzskonyvi dokumentécio, illetve a torzskonyvi minta (vakcina) vizsgéalatat végzi.

A tovabbiakban az dllami hat6sdg ellendrzési eljardsat tekintem &t. A hatdsagi

beavatkozasnak haromféle médjat kiilonboztetjiik meg:

1. A gyartési és ellendrzési kovetelmények megéllapitasa.
2. A torzskonyvezési eljards szigoritasa.

3. A termék ellenOrzése.

A kovetelményrendszer orszagonként nagyfoku eltéréseket mutat. A szabad kereskedelmet
korl4tozd, illetve nehezitd szabdlyok lekiizdésével tobb nemzetkozi szervezet foglalkozik. Az

Office International des Epizooties (OIE) és az International Cooperation on Harmonisation
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of Technical Requirements for Registration of Veterinary Prodcts (VICH) az éallatgy6gyaszati
készitmények kovetelményrendszerének harmonizaldsdt végzi, a General Agreement on
Trade and Tariffs (GATT) keretében novény- és dllatvédelmi egyezmények sziilettek. A
helyzetet bonyolitja, hogy nincsenek kotelezd érvényli vizsgdlati protokollok. A kiilonboz6
nemzetkozileg elfogadottt és alkalmazott ajanldsok parhuzamosan léteznek egymas mellett.
Az Eurépai Gyégyszerkonyv (Pharmacopoeia Europea, PhEur), az OIE Manual of Standards
for Diagnostic Tests and Vaccines, valamint az USA Code of Federal Regulations (CFR)
rendszere szabdlyozza az oltbanyagok vizsgdlatara, valamint betegség meghatdrozdsara, a
kérokozdk diagnosztizdlasdra vonatkozé szabdlyokat. A kovetelmények harmonizdldsat a
fentebb emlitett VICH bizottsag végzi, jelenleg azonban a nemzetkozi szervezeteknek nincs
joguk feliilbirdlni a nemzeti hatésdgok mddszereit, dontéseit.

A hat6sag altal végzett vakcina ellenérzésben, a jelenlegi magyar vizsgélati rendszer
egyrészt vizsgédlja a torzskonyvi mintat, ami alapjan a forgalomba hozatali engedélyezés
torténik; masrészt a mar engedélyezett termékek esetében is végez vizsgdlatokat, amelyek
évente minimum egy miszaki szdmra, vagy maximum az éves termelés Osszes muszaki
szamainak 30%-dra terjed ki. Egyes kiemelt betegségek elleni oltéanyagok esetén
(baromfipestis, veszettség) minden gyartasi tétel vizsgalata kotelezo.

A torzskonyv alapjan a kovetkezd vizsgalatcsoportok torténnek rutinszertien:

® tisztasag vizsgilat,

e fiziko-kémiai vizsgdlat,

e drtalmatlansag vizsgalat,

¢ hatékonysag (efficacy) vizsgalat,

¢ hatasérték (potency) vizsgalat,

e idegen virus kizdras,

e kiegészito vizsgalatok (csak gyanu esetén).
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A tisztasag vizsgalat soran az oltéanyag mas virusoktdl, baktériumoktdl, gombdaktdl, illetve
mycoplazmaktdl valé6 mentességét vizsgaljak. A fiziko-kémiai vizsgalat az oltéanyagok pH-
jara, surtségére, viszkozitasara, térfogatdra, stb., valamint a liofilizalt oltéanyag un.
maradéknedvesség tartalmara terjed ki. Az utébbi célja a liofilizdtum mindségét,
eltarthat6sagat befolydsolé nedvességtartalom szdzalékos értékének meghatdrozésa, illetve,
hogy az ampulla megfeleld lezartsagat ellendrizze. A magas maradéknedvesség tartalom
kedvezdtleniil befolydsolja a vakcina eltarthatésagdt. A maradéknedvesség tartalom
novekedése pedig arra utal, hogy az ampulla ,.ereszt”’, ami ugyancsak kritikus az oltéanyag
életidejét tekintve. Az artalmatlansagi vizsgalat soran inaktivalt vakcina esetén 2, él6
vakcina esetén 10 adagot oltanak a haszndlati itmutatéban javasolt modon, az ugyancsak a
haszndlati dtmutatéban meghatarozott legfiatalabb kort éllatba. A hatékonysag vizsgélat
soran a vakcina immunogén alkalmassagat igazoljuk, tobbnyire (ha csak lehetséges) rafertdzés
révén. A hatasérték vizsgalat torténhet ,,direkt” médon, amikor az oltéanyag antigéntartalmat
hatdrozzuk meg, illetve ,indirekt” mddon, amikor dllatba oltds utdn az immunrendszer
valaszat mérjiikk. Az elobbi esetben a hatdsérték meghatarozasa torténhet szovettenyészeten,
sejtvonalon, vagy €16 éllaton (egér, csirke embrid, napos csirke), illetve kozvetlen —antigén-
ELISA-val, kvantitativ PCR-rel, HA-val torténé — mérés utjan; az utdbbi esetben az
ellenanyagvalaszt mérjiikk ELISA-val, HAG-gal.

Nagyon fontos, hogy nem rutinszeriien tovabbi kiegészitd vizsgélatok torténhetnek, ha
barmilyen gyanu meriil fel az adott termékkel szemben. Amennyiben a fenti vizsgalatok soran
a termék mindségi paraméterei nem bizonyulnak elégségesnek a termék forgalomba keriilését
nem engedélyezik.

A termék engedélyezése utdni ellendrzések alkalmédval mar “csak” a torzskonyvi
vizsgélat soran megallapitott értékek gyarto altal torténd folyamatos szintentartasat tesztelik.

Arra nézve, hogy az adott vakcina milyen torzset tartalmaz, csak és kizardlag azt a

torzset tartalmazza-e, vagy annak egy homoldg vagy heterolég kontamindlt véltozatit, a
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jelenlegi vizsgdlati médszerek nem mindig adnak valaszt. A vakcindnak azonban, mind piaci
termékként, mind bioldgiailag aktiv arculatat tekintve, kiemelkedéen magas mindségi
kovetelményeknek kell megfelelnie, aminek alapvetd része, hogy a hatdsag képes legyen
ellendrizni az ampulla aktiv komponensét. A gyartd altal az oltéanyaghoz felhasznélt torzs
azonossagat, kontamindciotol valé mentességérol a hatésdg csak indirekt médon, a gyartés
szigord mindségbiztositd rendszerének hibatlan mikodését feltételezve nyerhet adatokat a
torzskonyvi dokumentaciok atvizsgéalasaval.

Szamos adat utal azonban arra, hogy a biztonsdgi rendszabdlyok, szabvdnyok ellenére
is az MSV maés virussal kontaminalédhat, vagy torzscsere torténhet (Jgrgensen et al., 2000;
Caroll-Pankhurst e al., 2001; Giangaspero et al., 2001). Eppen ezért az olyan médszerek
rutinszerli alkalmazdsa mind a torzskonyvi, mind az engedélyezés utdni vizsgalatok
alkalmaval, amelyek képesek gyorsan és egyértelmiien torzsszintli megkiilonboztetésre, nagy

jelentdséggel birnak a hatdséagi ellendrzésben.
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3.6.Vizsgalt problémak hatterének, illetve virusok jellemzdinek rovid

attekintése

3.6.1. Az NDV vakcinak vizsgalata

A baromfipestis a baromfifélék egyik legsilyosabb megbetegedése, amely éltaldban
jarvanyként jelenik meg, 1€gz0- és emésztdszervi, idegrendszeri és vérfertozéses tiinetektdl
kisérve. A nemzetkozi irodalomban Newcastle betegség névvel jelolik, mivel Doyle, angol
kutaté 1927-ben egy Newcastle-upon-Tyne kornyékén kitort eset leirdsakor jellemezte a kort
€s a korokozot. Az NDV-nek kiilonb6zd virulencidju torzsei léteznek parhuzamosan a
természetben, ezeket pathotipusoknak nevezik (Beard és Hanson, 1984). Az apathogen
torzsek tiinetmentes fert6zést idéznek eld, az alacsony virulencidjd, uUn. lentogén torzsek
enyhe 1égzdszervi tiineteket okoznak.

A kozepes virulencidju, Un. mezogén torzsek fiatal csirkékben enyhe elhullds mellett
1égz0szervi tiineteket, mig tytikokban a tojastermelddés csokkenését okozzdk (Hanson, 1980).

A virulens, vagy velogén torzsek Kkétféle korformdt idézhetnek eld: a

pneumoencephalitist, amikor az idegrendszeri tiinetekhez 1égzdszerviek is kapcsolddnak, €s a
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bélgyulladassal, vérzésekkel, illetve gyors elhulldssal jaré tn. viscerotrép kérformat.

A betegség megfékezésére mar az 1940-es években megindult a vakcinafejlesztés
Eurépdban és az Egyesiilt Allamokban. A kezdeti prébalkozasok féleg inaktivalt vakcina
elddllitasara irdnyultak. Az elsé inaktivalt vakcinardl Hofstad és mtsai 1953-ban szdmolnak
be. Piercy és mtsai (1964) adszorbedltak elészor NDV-vel fert6zott allantois folyadékot
aluminium hidroxiddal. Ezt a vakcindt az 1960-as években széles korben alkalmaztak.
Nedelciu és Dinculescu (1965) vizsgdltdk az olaj-adjuvalt inaktivalt vakcindkat, amelyet
sikerrel alkalmaztak az 1970-71-es jarvanykor az Egyesiilt Kirdlysdgban és mds eurdpai
orszagokban. Az ebbdl szdrmazé tapasztalatok megerdsitették az inaktivalt vakcindk értékét.
Egyrészt a szerolégiai adatok igazoltdk az inaktivalt vakcina daltal keltett magas
ellenanyagszintet, masrészt klinikai adatok tdmasztottdk ald, hogy a vakcinizott madarak
mentesek voltak mind a kért6l, mind a tojas termelddési zavaroktol.

Az €10, attenudlt vakcindkat illetden a virulencia csokkenésérol eldszor Iyer és Dobson
szamolt be 1940-ben. Egy angliai izolatum (Herts 33) csirkeembrion vald passzéldsaval
gyenge virulencidju torzset szelektdltak, ami H-vakcina (a Hertfordshire névbdl) jelzéssel
keriilt felhaszndlasra. A H-vakcinét a vildg szdmos orszdgdban, tobbek kozott hazankban is
sikerrel alkalmaztdk jarvanyok elfojtdsdra és preventiv immunizdldsra. Ugyancsak Iyer
nevéhez flizodik a Mukteswar nevii torzs szelektdlasa. A kor vakcindi attenudltsaguk ellenére
jelentds maradékvirulencidval rendelkeztek, ami miatt 4 hetes kor alatt 4&tmeneti bénuldst is
okozhattak, ezen kiviil a csirkéket egyenként kellett oltani, ami alkalmazdsukat nagyon
megdrégitotta. Komarov és Goldsmit (1946) naposkacsa agyavelejébe oltva addig passzalt
egy palesztinai  baromfipestis  esetbdl izoldlt  virustorzset, amig a  virus
megbetegitoképességének nagy részét elveszitette. Az USA-ban izoldlt Roakin torzsbdl is
készitettek vakcinat. A fentebb emlitett torzsek mindegyike mezogén patotipusi NDV.

Az igazi attorést az alacsony virulencidju, lentogén torzs megjelenése hozta. A B-1 és

LaSota torzsek felfedezésével a vakcindzas mdér napos, illetve néhdny hetes korban is
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lehetségessé valt. Ivovizbe keverve vagy aeroszolként tomeges vakcindzasra is alkalmasak,
igy els0 felhaszndldsuk ota napjainkig valdsziniileg ebbdl a két vakcinavirusbol késziilt
termékbdl fogyott a legtobb a vildgon.

Az NDV tobb genomrégidjanak szekvenciaelemzése ravilagitott, hogy kimutathat6
kiillonbségek 1éteznek a vakcinatorzsek kozott az F és az M génjeikben. Az elmult idészakban
tobb, kiillonbozé munkacsoport szamolt be egymastdl filiggetleniil ND vakcinatorzsek
megkiilonboztetésére alkalmas genetikai médszerek kifejlesztésérél (Wehmann et al., 1997,
Nanthakumar et al., 2000; Wang et al., 2001).

A PCR alkalmazdsa a vakcina ellenOrzésben torzsszinti megkiilonboztetést tesz
lehetévé (Davidson et al., 2002; Lee és Jackwod, 2001; Wang és Khan, 2000; Seal et al.,
1995; Stiduber et al., 1995). A hagyomdnyos mddszerekkel a vakcinavirus tobb bioldgiai
jellemzdjét (pl. patogenitds) meg lehet hatdrozni, azonban a torzskonyvi dokumentacidban
megadott és az ampulldban konkrétan megtaldlhatd virus azonossigara, illetve
kiilonbozdéségére nézve semmiféle ismeretet nem nyujtanak. Az egyedi vakcinavirusokrol a
hosszi évek sordn a gyakorlati felhasznélés, illetve a kiillonbozé vizsgélatok révén rengeteg
informdci6 halmozddott fel. A LaSota, illetve B-1 torzsek meghatirozott ICPI, IVPI
indexszel, valamint MDT értékkel jellemezhetd lentogén torzsek. Nem ismeriink olyan
LaSotéra jellemzd nukleotidszekvencidju torzset, amely mezogén vagy velogén lenne. Emiatt,
ha egy adott oltéanyag vakcinavirusat a genetikai vizsgélat LaSotaként hatdrozza meg, akkor
biztosak lehetiink benne, hogy a LaSotara jellemz6 ICPI, IVPI indexszel és MDT értekkel
bird, lentogén torzzsel van dolgunk, amely e tulajdonsdgainak megfelelden fog viselkedni a
felhaszndlds sordn, ha egyéb zavaré koriilmény, pl. idegen dgens jelenlétével nem kell
szamolnunk.

Vizsgalataink sordn kiilonboz6 gyéartdk 12 baromfipestis elleni, €10, attenualt

vakcindjat vizsgaltuk (1. tablazat).
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1. tablazat: Az RT-PCR-rel és restrikciés enzim analizissel vizsgalt vakcinatérzsek

A tablazat a vizsgalt vakcinakat mutatja, az RNS extrakcioja kézvetlentl az ampullabol tortént.

A gyart6 kddja Gyartasi tétel A talélt torzs
(Az elvart torzs (lejarati 1d0)

N (LaSota) “1 (03.2002) LaSota

M (VGGA) 2 (11.1998) V4 Queensland
T (B1) 3 (01.1998) B-1

T (B1) 4 (01.1999) B-1

T (LaSota) 5 (01.1998) LaSota + B-1
T (LaSota) 6 (01.1999) LaSota + B-1
T (LaSota, IBV) 7 (10.1998) LaSota + B-1
N (Clone 30) 8 (03.2002) LaSota

P (LaSota) 9 (06.2002) LaSota

F (Ulster 2C) 10 (04.2001) Ulster 2C

A (LaSota) 11 (04.2000) LaSota

I (LaSota) 12 (05.1997) LaSota
“kodjaink

3.6.2. Az NDV morfologiaja, genomszerkezete

Az NDV a Mononegavirales rend Paramyxoviridae csalddjdnak Avulavirus genusaba tartozik
(Murphy et al., 1995). Az NDV-t méasképpen paramyxovirus-1-nek 1is nevezik,
megkiilonboztetésiil a tobbi kilenc avian paramyxo szerotipustol.

A viriont lipid bilayer hatdrolja, a burkon beliil helikdlis felépitésii nukleokapszid

taldlhat6. Az NDV genomja folyamatos, egyszald, negativ irdnyultsdgi RNS molekula, amely
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15186 nukleotiddbol all. A genom 6 gént tartalmaz a kovetkezd sorrendben: 3’-NP-P-M-F-
HN-L-5’, ahol az NP a nukleoprotein, a P a foszfoprotein, az M a métrix fehérje, az F a fizids

fehérje, HN a haemagglutinin-neuramiddz enzim és az L a polimeraz.

3.6.2.1.Az NDV fé6bb proteinjeinek rovid jellemzése

Haemagglutin-neuramidaz

Az NDV-nél egyetlen polipeptidnek, a HN-nek van haemagglutin és neuramiddz aktivitdsa
(Scheid és Choppin, 1973). A virus a HN segitségével adszorbedldédik a sejtfelszini
receptorhoz, illetve a neuramiddz aktivitdsa sziinteti meg a kapcsolatot. Az NDV HN-
fehérjéje szamos dllatfaj vorosvérsejtjéhez képes kapcsolddni és agglutindlni azokat, habér a
vorosvérsejtek nem célsejtjei a virusnak. Szamos laboratériumi teszt alapszik haegglutinicion,
az antitestek detektdlasdban pedig kiilonosen elterjedt szeroldgiai préba a hemagglutinicid-
gitlas (Allan és Gough, 1974).

A HN-fehérje az F-fehérjével kialakitott kapcsolata révén szerepet jatszik a fuzid
eldsegitésében is (Hu er al, 1992; Lamb, 1993). Egyes torzseknél a HN-fehérjét kodolo
génben a STOP-kodon poziciéja kiilonbozhet, igy a transzlacids termék hossza is véltozhat
(616 aminosav: D26/76, Queensland V4, Ulster 2C; 577 aminosav: B-1, LaSota, Beaudette C,
Texas GB; 571 aminosav: Australia Victoria, Herts 33, Italien/45; Sakaguchi et al., 1989).

Sakaguchi és mtsai (1989) Osszefiiggést taldltak a virulencia és a HN-méret kozott.

Az F fehérje szerepe a virus életciklusaban

Az F-fehérje 553 aminosav hosszd, keletkezésekor egy tun. F, prekurzor protein
szintetizalodik, és ezt hasitjdk a gazdasejt protedzai egy F, és F, fehérjére. A fert6zés sordn a
virus lipoproteinburka az F-fehérje révén fuziondl a célsejt sejtmembranjaval (Lamb, 1993).
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Az F-fehérjék feleldsek a szovettenyészetben megfigyelhetd syncytiumképzdodésért, mivel az
F-fehérjék a szomszédos sejtek membranjainak keresztkapcsoldsdval a fert6zott és nem
fertozott sejtek fuzigjat eredményezik. Ez a folyamat eldsegiti a virus humordlis
ellenanyagoktdl védett médon, sejtbdl-sejtbe torténd terjedését.

Az Fy prekurzor protein hasitasi helyének vizsgélataval sikeriilt 6sszefiiggést taldlni a
hasitasi hely el6tt 1évé aminosavak bazikussdga és a virulencia kozott (Toyoda et al., 1987,
Nagai et al., 1989; Collins et al., 1993; Seal et al., 1995). A hasitési hely 6 aminosavbdl all, a
virulens NDV-torzseknél bazikus aminosavakat tartalmaz és ezek feleldsek a protedzzal
szembeni érzékenységért. A lentogén torzseknél két bazikus aminosav taldlhat6, a velogén
torzseknél négy. A fentiek alapjan alakult ki az a nézet, hogy a patogenitds f6 meghatarozdja
az Fy hasitési hely. Peeters és mtsai (1999) bebizonyitottak, hogy ha az avirulens virus hasitasi
helyét ('''G-G-R-Q-R|L'") a virulens torzsekre jellemzé ('''G-R-R-Q-R-R|F''")-re alakitjak
at, akkor az avirulens virus virulenssé valik.

A fentiek alapjan az OIE Manual of Standards for Diagnostic Tests and Vaccines
2.1.15 fejezete a baromfipestist igy hatdrozta meg, mint ,,olyan madar paramyxovirus 1-es
szerotipusba tartozé virus altal okozott fert6zés, amelynek virulencigjat vagy a <0,7 ICPI
index jellemzi, vagy az F, protein C-terminusdnak 113-116. pozicidjdban legalabb hirom
arginin vagy lizin aminosav helyezkedik el, illetve az F; protein N-terminusdnak 117-es

pozicigjaban fenil-alanin van.”

Az M-fehérje szerepe a virus életciklusdban

Az NDV M-fehérjéje 364 aminosavbol all. A virionok Osszeszerelésében, sejtbdl vald
kijutdsukban, valamint valdszinlileg a replikdcié szabdlyozdsaban jatszik szerepet. Az M-
fehérje a sejtmembrin azon részeihez kotddik, ahovd mar beépiiltek a virus transzmembrin

proteinjei (HN és F). Az M-fehérje C-termindlis részén 1év0 pozitiv aminosavakkal
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kapcsolddik a nukleokapszidhoz (McGinnes és Morisson, 1986; King és Seal, 1998; Seal et
al., 1998), valamint a hidroféb részei révén a sejtvazzal és a plazmamembrannal is

kapcsolatot 1étesit.

3.6.3. Csirkék fert6z6 bronchitis virusa

Az IBV a hazi tydk (Gallus gallus) vilagszerte elterjedt kérokozéja. A virus a 1égzdszervi és
urogenitdlis traktusban replikal6dik, ami a 1égzdszervi tiinetek mellett a tojashéj mindségének
romlését €s a tojds mennyiségének csokkenését vonja maga utdn (King et al., 1991). Amidta
Schalk és Hawn 1931-ben leirta az USA-ban a kort, tobb, virulencidjukban jelentdsen eltérd
torzs jelent meg (Fabricant, 1998). Napjainkban tobb mint 20 kiilonbdzd szerotipus ismeretes.

A fert6z0 bronchitis elleni kiizdelem fontos eszkozei az €10, attenualt vakcinak. A
Massachusetts szerotipusbdl készitett vakcindk megfeleld védettséget biztositanak a homol6g
torzsek ellen. Az ilyen tipusi vakcindk vildgszerte elterjedtek (Sharma, 1999). Az €16
vakcindk hatrdnya azonban, hogy a szabad természetben terjedhetnek (Meulemans et al.,
2001), ami komoly jarvanyiigyi problémat jelent, mivel az é16 Massachusetts vakcinatorzsek

€s a vad Massachusetts-tipusu torzsek elkiilonitése koriilményes. Tovabbi probléma, hogy a
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Massachusetts-tipusu vakcindk éltal keltett immunvélasz mds szerotipusokkal szemben nem
elégséges (Cavanagh et al., 1997). Mivel 1j szerotipusok az IBV genomjanak véltozédsai —
deléciok, inszercidk, pontmuticidk és némely esetben rekombindcié — révén folyamatosan
keletkeznek (Jia et al., 1995; King, 1988; Lee és Jackwood, 2001; Wang et al., 1994), az
djonnan feltiind varidnsok gyors és megbizhaté azonositdsa rendkiviil fontos (King, 1988;
Kwon et al., 1993; Lee és Jackwood, 2001) az IBV elleni kiizdelemben.

Figyelembe véve ezeket a veszélyforrasokat, fontos, hogy tanulmanyozzuk a vakcinak
szabadban val6 terjedését és a megbetegedésekben vald szerepiiket. Megfeleld gyakorlati
modszerek  sziikségesek a vadvirusok €és a szabadban terjed0 vakcinavirusok
megkiilonboztetésére. A terjedd és tiineteket okozdé vakcinavirus tanulmanyozdsara,
vizsgalatainkhoz Svédorszdagot vélasztottuk helysziniil, ahol a természetes IB el6fordulés
alacsony, és a vakcinahaszndlat csak eseti és jol dokumentdlt formédban torténik.
Svédorszagban az utolsé természetes IB eset (jelen tanulmény targyat nem szamitva) az 1970-
es években tortént. IBV ellen az orszdgban 1997-ig nem volt vakcindzas.

A vizsgalatok alapjit képezd IB jarvanyeset elso kitorését 1994 februdrjdban jelezték
egy tojodllomanyban. Ezt 1995-ben tojok és hushibridek kozotti megbetegedés kovette. Mivel
az 4llomanyban a klinikai tiinetek mind erdteljesebbé valtak, 1997 tavaszdn az
allategészségiigyi hatosagok €16, attenudlt vakcindval torténd immunizéalasra adtak engedélyt.
A vakcindzasi gyakorlat bevezetése utdn szamos dllomanyban szdmoltak be tojastermelddési
problémakrdl, és nem lehetett kizarni, hogy ezt a terjedd vakcinavirus okozta, ami Osszetett
jarvanyligyi helyzetet eredményezett. Mindezek a problémak kiemelték a sziikségességét i.)
egy IBV észlelésre és azonositdsra alkalmas érzékeny €s specifikus modszer kifejlesztésének;
ii.) a vad virusok kozotti genetikai rokonsédg felderitésének, kiillonos tekintettel a vakcinavirus
esetleges szerepére.

A fentebb emlitett problémdak két homlokegyenest kiilonb6zd megkozelitést

igényelnek, ezért két RT-PCR-t fejlesztettink ki: egy diagnosztikai jelleglit és egy
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filogenetikai jelleglit. A diagnosztikai PCR alapjaul az N gén legkonzervativabb szakaszat
valasztottuk, hogy minden lehetséges IBV varidnst megfeleld érzékenységgel detektalhasson.
A filogenetikai rokonsdgi viszonyok megallapitdsara pedig az IBV genom hipervaridbilis
szakaszdn, az Sl-en alapulé PCR-t terveztink. A PCR termékek nukleotidszekvencidjat
meghatdroztuk €s Osszehasonlité analizist végeztiink a koérokozdk filogenetikai rokonsagi

viszonyainak felderitésére.

3.6.3.1. Coronavirusok struktiraja

A coronavirusokat el0szor a negativ kontraszt festésii elektronmikroszképos kép alapjan
csoportositottak (Almeida et al., 1968). Az IBV a Coronaviridae csalad tagja, a genomjat egy
27,6 kb méretli, egyszalu, pozitiv irdnyultsdgd RNS alkotja. A virion atmérdje kb. 80-100 nm,
harom {06 struktirélis proteint tartalmaz: az S glikoproteint, az M proteint €s az N proteint.

A coronavirus sematikus rajza a 2. abran l4that6. A helikalis ribonukleoproteint lipid
burok veszi koriil. A virus az életciklusdhoz sziikséges polimerdz proteint maga szintetizalja,

ami azonban nem épiil be a virionba, de a replikdcioban kiemelked6 szerepe van.

3.6.3.2.A fert6z6 bronchitis szerkezeti fehérjéinek rovid jellemzése

Nukleokapszid protein (N)

A tobbi burkos RNS virushoz hasonldan (pl. paramyxovirusok, illetve rhabdovirusok)
a coronavirusok is helikélis szimmetridji nukleokapsziddal rendelkeznek, az N proteinjiik is
hasonlé méretli, 50 kDa. A protein foszforildlt, de nem glikolizalt. A nukleotid szekvenciat
tobb IBV torzsnél is meghatédroztak, és hat torzs esetében (Ark99, Gray, KB8523, H52, M41)
a hasonl6sdg 94,4% és 98,8% kozé esik (Collisson et al., 1990). Minden IBV a 165-195.

35



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

szakaszon szerin-gazdag régiét tartalmaz, amely valdszinlileg egy foszforiliciés hely
(Armstrong et al., 1983). Az N protein az RNS genommal asszocidlédik szorosan (Williams
et al., 1992; Zwaagstra et al., 1992), és valdsziniileg a transzkripciéban és a transzlacidban

jatszik szerepet.

2. dbra: Az IBV szerkezete és fehérjéi

S protein

M protein

HE proteii

N protein

RNS genom

Membran protein (M)

A membran protein 23 kDa molekulasilyu, erésen glikolizalt molekula. A glikolizacié az
IBV esetében az aszparagin N termindlisan keresztiil kapcsolddik. A szekvencidjat tekintve,
az M protein 3 hidroféb régiét tartalmaz, ami arra vall, hogy keresztiilnytlik a membranon

(Boursnell et al., 1989).
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Spike protein (S)

Az S protein molekulasulya a glikolizaltsagtol fiiggden 150-160 kDA. Az IBV spike proteinje
un. poszt-transzlacids hasitds utjan jon létre, amely eredményeképpen egy S1 és egy S2
protein képzddik. (Cavanagh, 1983a, b). Az S1 megfelel az eredeti protein N-termindlis
részének, mig az S2 a C-terminédlisnak. Az S1 sokkal kifejezettebb variabilitdst mutat, mint az
S2, és tobb kutatd is gy gondolja, hogy a szerotipusok kialakitdsdért dontden az S1 felelds.
Az S glikoprotein gdombalaku részletét az S1 képezi, mig a membrianba horgonyzisban
alapvetden az S2 vesz részt.

Az S glikoprotein a virus fertdzoképességének kialakitdsaban kulcsszerepet jatszik. Az
S protein kapcsolddik a sejtfelszini receptorfehérjékhez, valamint szerepet jatszik a
sejtmembrdn €s a virusmembran fizidjdban. Az IBV esetében, az S protein felelds a
hemagglutinaciéért. A virusfertdzés sordn képzddott anti-S ellenanyagok meggatoljak a
membranfuzidt, és neutralizdlé sajatsdggal birnak. Az IBV molekuléris azonositdsa fleg az
S génen alapul6 mdédszerekkel torténik (Handberg et al., 1999; Kingsham et al., 2000; Li és

Yang, 2001; Lin et al., 1991).

Kis membran protein (sM)

Az sM-protein molekulasilya 12,5 kDa, a proteint az ORF3c gén kddolja. Valésziniileg egy
struktdrelem, amely az S és M proteinekkel egyiitt jatszhat szerepet a virus 6sszeépiilésben és

a virion sejten beliili szétesésében.

3.6.3.3. A Coronavirusok rekombinacioja

A rekombinicié a DNS, illetve RNS szdl atkeresztezOdése révén létrejove géncsere. A
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rekombinacié jelenségét a diagnosztikdban és a vakcinavirusok hatdsagi céli azonositdsa
soran figyelembe kell venni, mint a kimutathatésagot, illetve azonosithatésagot befolyasold
jelenséget. A rekombinécid jelenségét roviden az IBV példdjan tekintjiik at.

Az IBV génjei kozott az S gén, azon belill is az S1 szakasz, mutatja a legnagyobb
mértéki hajlamot rekombindciora. Az N és M gének konzervativak, rekombinéciés hajlamuk
viszonylag alacsony mértékii. A legtobb filogenetikai PCR az IBV S1 génjén alapszik, amely
a legnagyobb variabilitdst mutatja, igy rokonsdgi vizsgédlatokra a legalkalmasabb. A
rekombindcié tobb dllati €s novényi virus jellegzetes tulajdonsdga. Az IBV esetében mind in
vitro, mind in vivo kisérletek bizonyitjdk a rekombindcié 1étét. In vivo rekombinécidra
kozvetett bizonyitékot szolgéltatott, hogy az S és M gének szekvendldsakor olyan konzervativ
doméneket taldltak, amelyek tobb IBV izolatumon beliil is homolégiat mutatott (Cavanagh és
Davis, 1988; Kusters et al., 1989; Cavanagh et al., 1990). Ennek valészintileg az az oka, hogy
rekombinacié tortént és ez eredményezi, hogy kiillonbozé virusok bizonyos genomrégidi
nagyfokud hasonlésdgot mutatnak. Wang és mtsai (1994) szdmoltak be egy PP14-es jelzésii,
Massachusetts torzzsel oltott allatbol izolalt torzsrdl, amelynek S1 génjének 5' fele
Massachusetts jellegli volt (96% hasonldsdg), az azt kovetd 402 bédzis az Ark99 (Arkansas
szerotipus) jelzésu torzzsel mutatott 94% hasonldsdgot. A 3" hipervaridbilis régié (HVR), ami
a Massachusetts szerotipusndl teljesen hidnyzik, 99%-ban szintén az Ark99 torzsre
hasonlitott. A 3' HVR utdni 33 bp, amely egy un. dtkeresztez0dési hely (cross-over site) az
SE17 jelzésii torzzsel mutatott 95% egyezést.

Hasonl6 jelenséget észlelt Jia és mtsai (1995) a CU-T2-es torzsnél, amely eredetileg
Arkansas tipusd, 4m S1 génjébe a HS52 vakcinatorzs (Massachusetts szerotipus) fragment
taldlhat6. Mivel a torzs azonositasét, osztdlyozdsat tévitra viheti egy-egy rekombinécid Utjan
beékelddott génszakasz, a jelenséggel mindenképpen szdmolni kell, amikor filogenetikai,
illetve torzsklasszifikacids munkdt végez a kutato.

A vakcina adverz hatasok vizsgélatanal szintén kelld koriiltekintéssel kell eljarni,
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mivel a mezei és a vakcinatorzsek kozott kicserélddhetnek génszakaszok (Jia et al. 1995),
amely egyrészt a vakcina egyértelmii azonositdsat megnehezitheti, masrészt szerepet jatszhat

a vakcinavirus virulencianovekedésében is.

3.6.4. Myxoma virus: atipusos myxomatosis

A myxoma virus felelds a hazi, illetve tiregi nydl (Oryctolagus cuniculus) populédcid silyos
megbetegedésének, a myxomatozisnak a kialakuldsaért. A korokozonak két 6 foldrajzi tipusa
van: a dél-amerikai tipus, amelynek természetes gazddja a Sylvilagus brasiliensis és a
kaliforniai tipus, amelynek természetes gazdafaja a Sylvilagus brachmani. A természetes
gazdafajokban a virus csak joindulatd bérfibromékat okoz (Kerr és Best, 1998), mig az hazi
nyulfajokban mindkét foldrajzi tipus sulyos, fatélis kimenetelii megbetegedést okoz.

A betegséget eloszor Uruguayban irtdk le 1898-ban, majd a koérokozét 1927-ben
soroltdk a Poxviridae csaladba (Fenner, 1994). A dél-amerikai tipusi myxoma virus 1950-ben
mesterséges emberi beavatkozds révén keriilt kapcsolatba a Ausztrdlidban vadon é16
nyulpopuldciéval, mivel a myxoma virus révén akartdk a nyulak tdlszaporoddsat meggatolni.
Hasonl6 céllal Franciaorszagban is alkalmaztdk az MV-t, ahonnan kiindulva a kérokozé egész
Eurépdaban gyorsan szétterjedt €s enzootikussd valt (Arthus és Louzis, 1988). A betegséget
hazankban elészor 1959-ben figyelték meg (Vetési, 1990).
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A betegségnek megjelenését tekintve két f6 formdja van: az Gn. myxomatozus forma
(mésnéven tipikus), amelyen beliill megkiilonboztetiink klasszikus (Széky és Benedek, 1969)
€s noduldris altipust (Benedek, 1968), valamint az amyxomatozusos (masnéven atipusos vagy
krénikus 1égzdszervi) forma (Marlier et al., 2000). A klasszikus forma legjellemzébb vondsai
a fej- és arctdjék duzzadtsdgaval egyiittjaré mukoid jellegli bértumorok, amelyeket myxoma
névvel jeloliink, utalva ezzel a gobok végasi felszinének mukoid jellegére (Benedek, 1968).
Tovabbi vonds az immunrendszer sulyos zavara, amely a madsodlagos Gram-negativ
bakteridlis fert6zések eluralkoddsahoz vezet. A klasszikus forma terjedésében a vérszivo
rovarok pl. szinyogok, jatszanak szerepet (Benedek, 1968). Az atvitel passziv mddon
torténik, a myxoma virus nem szaporodik a vektorban, hanem a rovar szdjszervéhez tapad
(Fenner és Ratcliffe, 1965). A klasszikus forma halédlozdsi ardnya a virus torzstdl fiiggden 20
és 100% kozott van.

Ezzel ellentétben az atipusos formdra alig vagy egyéltalin nem jellemzdek a
borelvaltozasok. A legfobb klinikai tiinetet a 1égzdszervi elvaltozdsok jelentik. Valdszinii,
hogy az atipusos myxomatdzis nem vérszivé rovarok utjan terjed (Boucher és Nouaille,
2002). A myxomatdzisnak ez a fajtijat eddig Franciorszagban (Brun ef al., 1981; Joubert et
al., 1982), valamint Belgiumban (Marlier és Vindevogel, 1996) figyelték meg. Az atipusos

forma eredete jelenleg nem ismert, lehetséges magyarazatul az alabbi harom hipotézis szolgal:

i.) Kaliforniai tipusu torzsek behurcoldsa Eurdpaba, mivel a kaliforniai torzs kisérleti
koriilmények kozott az eurdpai nyidlban nagyon hasonlé tiineteket okoz.

ii.) A kozel 50 éve Eurépaban folyamatosan jelenlévd dél-amerikai tipus mutdcidja
(Arthus és Louzis, 1988).

iii.) Az SG33 jelzésii vakcinatorzs bevezetése és az atipusos forma megjelenése kozel
egybe esik, ezért Brun és mtsai (1981) az SG33 vakcinatorzs és a vad, dél-

amerikai torzsek rekombinacidjat tekintik valoszinli okként.
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Jelen tanulmanyban az atipusos myxomatdézis els6 kozép-eurdpai megfigyelésérdl szamolunk
be. A kor szokatlanul lassu progressziét mutatott és Shope-fibréma virus tartalmud vakcinaval
oltott dllomanyban jelent meg téli id6északban, amikor a vérszivé rovarok jelenléte nem
jellemzo.

Vizsgdlatokat végeztiink, 1.) a betegség természetének és lefolydsanak

tanulmanyozadsa; ii.) a virus izolédldsa iii.) genetikai jellemzése céljabol.

3.6.4.1. A myxoma virus rovid jellemzése

A myxoma virus a Poxviridae csalad, Leporipoxvirus genusaba tartozik. A virion 200-400 nm
hosszu, téglatestszerii. A virusrészecskék rendkiviil bonyolult felépitésiiek, szamos proteint
tartalmaznak, amelyeknek pontos szerkezete nem ismert. A virion felépitését tekintve
megkiilonboztetiink sejten kiviili, két membrannal rendelkezd format (uin. extracelluléris
burkos virion) és a sejten beliili, egymembranos format (intracelluldris érett virion). A kiilsé
felszin foleg lipidekbdl és proteinekbdl all, é€s a nukleoproteinekbdl allé virusmagot veszi
koriil.

A virusrészecskén beliil kb. 10 enzim taldlhat6, amelyek a virus orokitdanyag
metabolizmusdban, replikdcidjdban vesznek részt. A genom 163 kb méretii, duplaszali DNS,
amelynek végein hajtlialakd un. tandem repeat szekvencidk helyezkednek el. A genom kozel

200 gént tartalmaz, a replikécio a fert6zott sejt citoplazmdjaban torténik (Moss, 1996).

41



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

4. SAJAT VIZSGALATOK

4.1. LENTOGEN BAROMFIPESTIS VAKCINA: HOMOLOG

KONTAMINACIO

4.1.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Virusok

Vizsgélataimhoz 12, kiilénboz6 cég dltal eléallitott és az AOGYTI-ba engedélyeztetési eljras
c€ljabol bekiildott vakcinat haszndltam. Valamennyi vakcina €16, attenudlt NDV-t
tartalmazott. A torzskonyvi dokumentacié szerint LaSota, B-1, VG/GA, illetve Ulster 2C

torzseket tartalmaztak.

Virélis RNS kinyerése

Az RNS extrakcié kozvetleniil az ampullabdl — tojasban val6 elszaporitds nélkiil — tortént. A
liofilizalt oltéanyagot 2 ml DEPC-es ddH,O-ban oldottuk fel, amelybdl 500 pl mennyiségii
folyadékbol extrahdltuk az RNS-t Proteindz K emésztést (Sigma-Aldrich, MO, USA) kovetd
fenol-kloroformos kezelés utjan. A csapadékot 25 wl kétszer desztillalt (dd) DEPC kezelt

vizben vettiik fel, és felhasznaldsig minusz 70°C-on taroltuk.

Reverz transzkripcid
A cDNS szintézis 25 ul végtérfogatban tortént, amely 8 pul DEPC-es vizet, 5 ul 1x first-strand
puffert (Gibco, Bethesda, Maryland, USA), 0,02 U random hexamert (Pharmacia, Uppsala,

Sweden), 1-1 ul ANTP-t (10 mM), 1 ul RNAguard-t (Pharmacia, Uppsala, Sweden) és 1 pl
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Moloney murine leukémia virus reverz transzkriptdzt (Gibco BRL, Bethesda, MD, US),
valamint 5 pl mintét tartalmazott. A reakcidelegyet 37°C-on 90 percig inkubdltuk, majd az

enzim inaktivacidja 5 perc 98°C-os melegitéssel tortént.

Plakk tisztitas

A vakcinavirusokat csirke embriotiidé (CEL) szovettenyészeten szaporitottuk el (Lomniczi,
1974). A legmagasabb higitdsbdl szarmazé plakkokat embriondlt tojasba oltottuk. Minden
ampulldabol 3-3 plakkot izoldltunk és a madsodik plakktisztitds utdn ismét embrionalt

tytktojasba oltottuk. Végiil PCR-t €s RFLP-t végeztiink.

PCR

A reakcié 100 ul végtérfogatban tortént, amely 10 ul 10x PCR puffert (100 mM Tris-HCI, pH
9,0, 500 mM KCI és 1 mg/ml BSA), 10 ul MgCl,-ot, 1-1 pul dNTP-t (10 mM, Pharmacia,
Uppsala, Sweden), 30-30 pmol primert, 2 U Taq polimerazt (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk,
CT, USA), 5 ul cDNA-t tartalmazott. A reakciéelegyet ddH,O-val 100 pl-re egészitettiik ki és
a parolgds megakaddlyozasa céljabol 1 csepp dsvanyi olajat adtunk hozzd (Sigma-Aldrich,
MO, USA). Az amplifikdciét GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Cetus, Norwalk,
CT, USA) késziilékkel végeztiik 35 cikluson at. A termoprofil az M gén RT-PCR esetében a
kovetkezd volt: 94°C 45 sec, 57°C 1 perc, 72°C 2 perc és végiil 72°C 7 perc zérta a reakciot.
Az F gén RT-PCR termoprofilja a kovetkezd 1épésekbdl alt: 5 ciklus 94°C 45 sec, 55°C 30
sec, 72°C 1 perc, majd 30 ciklus 94°C 45 sec, 48°C 1 perc, 72°C 3 perc. A zaré extenzid 72°C
7 perc volt. Az IBV RT-PCR termoprofiljat a kovetkezod 1€pések képezték: 5 cikluson 4t 94°C
45 sec, 58°C 30 sec, 72°C 2 perc, majd 30 ciklus 94°C 45 sec, 54°C 1 perc és 72°C 3 perc. A
reakciét 10 perc 72°C extenzi6 zarta.

A nested IBDV RT-PCR 100 ul végtérfogatban tortént. Az els6 PCR 4 ul MgCl, (25
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mM) 50-50 pmol primert, 1-1 ul dNTP-t, 2,5 U Taq polimerazt és 1x PCR puffert (10 mM
Tris-HCl, 50 mM KCI) tartalmazott. A mdsodik PCR-ben a reakcidelegy Osszetétele
primerek, illetve a Mg (3 ul) kivételével a fentiekkel megegyezett. A nested IBDV RT-PCR
termoprofilja a kovetkezd volt: 95°C 1 perc, 60°C 1 perc 30 cikluson at, majd 60°C 7 perc
zarolépés (els6 PCR); 94°C 1 perc, 52°C 1 perc, 72°C 2 perc 25 cikluson 4t (masodik PCR).

A felhaszndlt primereket a 2. tdbldzat tartalmazza.

Restrikciés emésztés és elektroforézis
A PCR utin a teljes reakcidelegyet (olaj nélkiil) 1,5 ml térfogati Eppendorf csébe
atpipettaztuk és 1 ml n-butanollal kevertilk ossze. A feliiliszét 5 perc 15000 g-n vald

centrifugdlds utdn leontottiik és a csapadékot kiszdritottuk, majd 15 ul DEPC-es ddH»O-ban

felvettiik. Miutan két részre osztottuk, a megfeleld restrikcios enzimpufferbdl 2 pl-t, valamint
8-12 U Hinfl, illetve Mbol restrikciés enzimet (Promega, Madison, WI, USA) adtunk hozza.
A PCR termékek emésztése egész éjszakan at 37°C-on tortént. Ezt kdvetden a reakcidelegyet
glicerol tartalmu futtatd pufferrel kevertiik 6ssze és 2%-o0s agar6z (Sigma-Aldrich, MO, USA)
gélre vittilk. Markerként 100 bp DNS I1étrat haszndltunk (Sigma-Aldrich, MO, USA). A
futtatds 10V/cm mellett kb. 2 6rdig tartott, ezt kdvetden a gélt 1,5 mg/ml koncentraciéji EtBr

oldatban 10 percig festettiik, majd UV megvilagitas mellett leolvastuk.
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2. Tablazat: A primerek szekvencidja, elhelyezkedése és pontos genompozicidja

NDV M gén
M1 TCT AGG ACA ATT GGG CTG TAC TTT GAT T 3299-3326"
M2 AGA GAC GCA GCT TAT TTC TTA AAA GGA TTG  4366-4395°
NDV F gén
la TGA CTC TAT CCG TAG GAT ACA AGA GTC TG 4381-4359°
4a GAT CTA GGG TAT TAT TCC CAA GCC A 6155-6179*

“A B-1 torzs alapjan, génbanki referenciaszam: AF309418

IBV §2 gén
BS2U TTR CCK CCY ATY ATA ACR GCA GAA ATG 2281-2308
BS2L ATT AGG WGC RTT YTG BGG TAT GG 2840-2863"

A poziciékat a D274 torzs alapjan adtuk meg (génbanki referenciaszam: X15832). A

primerek a génbankban elérhetd valamennyi IBV S2 gén alignmentje alapjan késziilt.

IBDV VP2 gén

p1a TCA CCG TCC TCA GCT TAC 587-604
p2a TCA GGA TTT GGG ATC AGC 1212-1229
P2.3b CCC AGA GTC TAC ACC ATA 701-713
RP5.3b TCC TGT TGC CAC TCT TTC 1109-1121

aref: Hung-jen et al., 1994.

bref: Zhifeng et al., 1993.
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Restrikciés enzimhasitohelyek fizikai térképe
Wehmann és mtsai (1997) elkészitették a LaSota és a B-1 torzsek esetében az M génrdl
késziilt PCR termék restrikciés emésztéssel nyert fragmentumainak fizikai térképét (4. abra).

A fizikai térkép a GCG programcsomag Map és Mapsort programjaival késziilt.

4.1.2. EREDMENYEK

Vizsgilataink sordn 12 az AOGYTI-ba engedélyezés céljabdl bekiildstt NDV vakcindval
végeztiink kisérleteket, hogy az ampulldban 1év0 vakcinavirust azonositsuk. Az RNS
extrakcidt kozvetleniil az ampulldbdl végeztiik eldzetes tojasban valé elszaporitds nélkiil. A
liofilizdtumot 2 ml ddH,O-ban oldottuk fel. Mivel néhany esetben azt tapasztaltuk, hogy az
ampulldban taldlhat6 egyéb adalékanyagok gatoljadk az RT-PCR-t, ezért 2-4-szeres higitast
alkalmaztunk, hogy kikiiszoboljik a gatld hatast. Két eset kivételével, a vizsgdlatok a
torzskonyvi dokumentécié altal megadott virustorzs jelenlétét erdsitették meg. Az 3A. és 3B.
abra a vizsgdlt vakcindk restrikcios fragmentum eloszlasat mutatja be Hinfl, illetve Mbol
emésztés utdn. A 1-es, 5-0s, 6-0s sdvokon a LaSota torzsre specifikusan jellemzd hasitasi
mintdzatot lathatjuk, a 3-ason pedig a B-1 torzsre, a 7-esen az Ulster 2C torzsre jellemzd
fragment eloszlas jelenik meg.

A 2-es jelzéssel vizsgdlt vakcina a dokumentacié szerint VG/GA torzset (Glisson és
Kleven, 1993) tartalmazott, amelynek M génjének (GenBank referenciaszam: U25838)
analizise szerint a B-1-gyel megegyezd fragmentum eloszldst vartunk, d&m a gélen a V4
Queensland torzsre jellemzd fragment eloszlas jelent meg. A V4 Queensland torzs esetében az
irodalomban fellelhetd fragmentum eloszldssal Osszevetve, a vakcinatdrzs tovabbi sajatsdga
jelenik meg: a 130 bp méretli fragmentum egy 105 bp méretiire illetve egy 25 bp méretiire
esett szét.

Osszehasonlitva az 1-es, illetve 3-as sdvon lathaté fragmentum eloszlédssal, a 4-es
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savon olyan szamfeletti fragmentumokat is latunk, amelyek a B-1 torzsre jellemzdek (a képen
nyil jeloli). Ez a vakcina a gyart6 torzskonyve szerint csak LaSota torzset tartalmaz, dm a
gélen a B-1-re jellemz6 255 bp és 78 bp Mbol, illetve 409 bp Hinfl fragment is megjelenik. A
LaSota specifikus 298 és 111 bp méretli fragmentumok egyiitt futnak a gélen a B-1 torzs 297
bp, illetve 105 bp méretii fragmentumaival, ezért kiilon csikok formdjaban nem vélnak szét. A
4. dbra mutatja be a LaSota, illetve B-1 torzsek kérdéses génszakaszanak fizikai térképét.

A 3-as és 4-es sdavon lathat6 vizsgélati mintdk ugyanannak a cégnek (T) a monovalens
vakcindi. Tovabbi vizsgdlatokat végeztiink annak kideritésére, hogy a fentebb emlitett
eredmény a gyartasi technoldgia kovetkezménye-e, vagy a PCR egyszerli technikai hibdjarol
van sz0. A kovetkezd 1épésben megismételtiik a vizsgdlatot a ,,T” cég B-1 és LaSota
vakcindival, illetve ezek egy évvel korabbi gyartasi tételeivel. Vizsgdlat ald vontuk tovabb4 a
kérdéses cég LaSota tartalmu bivalens ND/IB vakcingjat is.

A 5. dbra mutatja be az ismételt vizsgélat, valamint az egy évvel kordbbi muszaki
szamu termékekkel nyert eredményeket. A 1-es és 2-es sdvon ldthat6 a B-1 tartalmu vakcina
1999-es és 1998-as miiszaki szamu képviseldje. A kép alapjdn tisztdn B-1 tartalmudak, LaSota
jellegli extra fragmentumok (129 bp méretdi, illetve 297 bp méretli duplacsik) nem jelennek
meg. A 3-as és 4-es mintdk a ,,T” cé€g LaSota vakcindinak 1999-es, illetve 1998-as miiszaki
szamu képviseldit mutatja. A fragmentum eloszlasban ismét megjelenik a 409 bp B-1-re
jellemzd fragmentum, ami szerint a két torzs az ampulldban egyidejiileg jelen van. Az 5-0s
jelzésti bivalens IB/ND vakcina, amely a torzskonyv szerint LaSota NDV komponenst
tartalmaz, szintén B-1 kontamindciét mutat. Annak bizonyitdsara, hogy a vakcina a gyartas
sordn szennyezodott egy masik NDV torzzsel, plakktisztitast végeztiink, hogy a két lehetséges
komponenst tiszta formédban kinyerjiik. Mivel a két torzs nem kiilonithetd el plakkmorfoldgia
alapjan, tiz-tiz plakkot csiptiink ki véletlenszerien a véghigitisokat tartalmazé Petri
csészEékrdl. A plakkokat tojasban elszaporitottuk. Az ezt kovetd restrikcids analizis sordn a

vizsgalt plakkok vagy LaSota, vagy kevert jelleglinek bizonyultak.
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3. abra: Kiilonbdz6 lentogén NDV tartalmu vakcinak RE képe az M gén Mbol (3A) és Hinfl (3B)

emésztése utan.

3A.

Mbol
1 2 3 4 M 5 6 7 M

3B.

620 —

— 600
351 __ —400
298,297 — — 300
—200
158 —
129 —
105 LL— —100
54 —
25/24

48



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

4, abra: A vakcinatérzsek M génjének fizikai térképe. A normal szamok a fragmentum utolsé

nukleotidjanak poziciojat jeloli. A félkévérrel szedett szamok a fragmentum méretét adjak meg bp-ben.

Mbol Hinfl
Genotype 11
105 964 597 826 44 68 197 520 685 982 1140
LaSota |1?9 | | | \ | 22 i |
62 54 105 333 229 314 2'5 12925 298 11154 297 158
519 173
B-1 ——— | : : ! H—+H +— —
6254105 255 78 229 314 25105 2242 409 54 279 158
Genotype |
342
Ulster 2C NP . . . et . .
L 1 L} L} 1 T LI T L) 1
6254105 73 182 307 314 105 24 409 351 158
25 25
V4 Queensland | . o .
116 105 l73 489 314 25 1052515 298 620

5. abra: A szennyezett vakcina kiilénb6z0 gyartasi tételeinek RE képe az M gén Hinfl emésztése
utan.
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A kisebb LaSota tartalmat mutaté plakkokat tovabbi tisztitdsnak vetettiik ald és végiil tiszta B-
1 jellegi fragmentum eloszldshoz jutottunk. A harmadszori plakktisztitds restrikcids
analizisének eredményét a 6A, 6B dbra mutatja be. Az egyedi plakkok vagy B-1 (1-es, 2-es
sav), vagy LaSota (3-as, 4-es sdv) mintdzatot mutattak.

Az M gén PCR mellett elvégeztiik az F gén PCR-t (Ballagi-Pordany et al., 1996),
amely a vakcina torzsek lentogenitdsanak megallapitdsidhoz nyujt segitséget. A PCR terméket
BstOl, Hinfl és Rsal restrikcidos endonukledzokkal hasitottuk. A vizsgdlat minden
vakcinatorzs esetén aldtdmasztotta, hogy az adott restrikciés mintdzat csak és kizardlag
lentogén torzsekre jellemzo.

A leggyakoribb idegen dgens kizdrdsara a baromfipestis vakcindkat mind fert6zo
bronchitis virusra, mind fert6zé burzitis virusra is teszteltiik. IBV kimutatdshoz az S2 gént
amplifikdltuk, IBDV esetében pedig a VP2 gént (2. tablazat). Egyik virust sem tudtuk

kimutatni a vizsgélt NDV vakcinakbol.

5. abra: Egyedi plakkok RE képe Mbol és Hinfl emésztés utan.

1 M 2 3 4 M 1 M 2 3 4 M
| - L —— 600 - —600
-~ = 500 - 1 —500
fr— roes— _300 297 R _300
8 — 200 - e 200
158— B2
129 —
100 11— — 100
54 —

Mbol Hinfl
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5.1.1. MEGBESZELES

Az ipar, hogy megakaddlyozza a kontamindciokat, szigord gyartdsi szabalyokat alkalmaz, pl.
kiilonbozd virustorzsek esetében a fizikailag elszepardlt munkaterek (Allan et al., 1978). A
hat6sdgnak az engedélyezési eljards sordn vizsgdlnia kell, hogy ezek a szigoru szabdlyok
valéban meghoztik-e a kivant eredményt. E célbdl megfeleld eszkozokkel kell rendelkeznie a
kiilonbozé NDV torzsek érzékeléséhez és azonositdsdhoz. A jelenleg haszndlatos hatésagi
vakcinaellendrzési modszerek nem teszik lehetévé a direkt, ampulldbdl torténd
torzsazonositast. A jelen tanulmdnyban vézolt egyszeri genetikai analizis segitségével a
napjainkban haszndlt valamennyi él6 NDV vakcina torzs egyértelmiien, kozvetleniil
ampullabol azonosithaté az M gén restrikcids enzim analizisével (Wehmann et al., 1997,
Wehmann et al., 1999). A homol6g kontaminacié semmiféle mas eszkozzel, beleértve a direkt
szekvenalast, a monoklonalis antitestet nem derithetd fel. Az RFLP viszont tobb virustorzs
egyidejii azonositasat is lehetdvé teszi.

Az 3. dbrara tekintve észre lehet venni, hogy ha a LaSota és a B-1 Hinfl, illetve Mbol
emésztésbol szarmazd fragmentumait egymadsra helyezziik, az igy keletkezd ,kevert”
eloszlasban LaSota, illetve B-1 specifikus sdvok is megjelennek. Ha a 4-es minta egy B-1
tartalmu torzs lenne, akkor a képen lathat6 legnagyobb, 333 bp méretli fragmentumnak nem
lenne szabad megjelennie, mivel az csak és kizarolag a LaSotéra jellemzd.

Ha azonban a 4-es mintat LaSotanak feltételezziik, akkor a 333 bp fragmentum mellett
nem lenne szabad megjelenni a 275 bp és a 78 bp méretli fragmentumoknak, mivel ezek
viszont csak és kizar6lag a B-1-re jellemzdek. Ezek egymadst kolcsondsen kizard
fragmentumok, amely abbdl adddik, hogy a virus genomjaban ugyanazt régiét foglaljak el,
csak kiilonb6zd torzseknél kiilonb6zd méretekben vagédnak ki (4. dbra). A LaSota, illetve a
B-1 esetében Mbol hasitds utdn a 333 bp (LaSota) és a 275+78 bp (B-1) fragmentumok, mig

Hinfl-gyel torténd hasitdsnal a 409 bp (B-1) és a 298+111 bp (LaSota) fragmentumok
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ugyanabbdl a genomrégiobdl szarmaznak. Ha egymadst kolcsonodsen kizard fragmentumok
jelennek meg ugyanazon a savon, akkor ez csak két vagy tobb torzs keverékét jelentheti.

Az 4-es vakcina esetében a PCR kozvetleniil ampulldbdl tortént, és mindkét enzimmel
torténd hasitds alapjan a fragmentum eloszlds a LaSota és a B-1 jelleget keverten mutatta. A
gélen megjelend csik intenzitasabdl itélve a két komponens ardnya kb. 1:1, ami megfelel az
elvarhaté értéknek, mivel a LaSota és a B-1 kozel azonos novekedési kapacitissal
rendelkezik.

Nem ismert olyan technikai hiba, amely hasonlé kevert fragmentumokat
eredményezne. A PCR kémiai kontamindciéjakor egy vizsgélat sordn valamennyi minta
ugyanazt a mintazatot mutatnd. A 4-es minta fragmentum eloszldsait nem lehet mésképpen
magyardzni, csak torzskeverékkel. Annak demonstrdldsara, hogy a vakcina mindkét torzset
»gydrilag” tartalmazza plakktisztitdst végeztiink és a legmagasabb higitisb6l szarmazé
plakkokat vizsgaltuk. A kevert mintazat szétvalaszthatésaga tovabbi bizonyitékot szolgaltatott
arra nézve, hogy a kontaminécié a gyartasi folyamat alatt kovetkezett be. Mindezek alapjan
megallapithatjuk, hogy az eredményeink szerint a 3-as, 4-es €s 5-0s vakcinatorzsek a LaSota
mellett B-1 torzset is tartalmaznak. Mivel a kérdéses cég egy évvel kordbbrol szarmazd,
ugyanolyan tipusti vakcindja is B-1 torzzsel szennyezett volt, valszinlileg a LaSota MSV
szennyezddott.

Felmeriil a kérdés, vajon mekkora az érzékenysége a rendszernek? Vizsgélataink
szerint elméletileg minden plakkbdl kinyerhetd a szennyezd virus, ha az legaldbb 5 %-ban van
jelen. Mivel a LaSota és a B-1 nagyon hasonl6 szaporoddsi dinamikaval bir, igy ha pl. a
LaSota MSV kontaminalédott B-1-gyel a gyértédsi folyamat valamely korai fazisaban, akkor a
kozel azonos szaporodasi kapacitdsbol adéddan a szennyezettség stabil lesz, azaz a Seed nem
fog az egyik torzs tilnovésén alapuld ,,0ntisztuldst” mutatni. Az 1-es genotipusu (LaSota és
B-1), illeve 2-es genotipusu (Ulster 2C és V4 Queenslad) komponensek vegyiilése nem

eredményezne stabil ,keveréket” a kiillonbozd genotipusu virusok eltérd ndvekedési ratdja
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miatt (nem kozolt adat).

A genetikai torzsazonositds lehetdséget nyujt kontamindcid, torzscsere eseteinek
felderitésére. Az éltalunk bemutatott mddszerrel kozvetleniil az ampullabdl lehet elvégezni a
torzsazonositast, amely lehetdséget kindl a 3A. és 3B. dbra 2-es sdvjan lathato torzscsere
felderitésére. A gyarté daltal deklardlt 2-es genotipusba tartozé VG/GA torzs helyett az
ampulldban az 1-es genotipusi V4 Queensland torzset taldltuk. Tovabbi lehetOségként a
genetikai torzsazonositds sikerrel alkalmazhaté a kontamindci6 felderitésében is. Az M génen
alapulé RT-PCR kiegészitve a PCR termék restrikcids enzim analizisével olyan korszerii
eszkozt ad a hatésag kezébe, amellyel gyorsan, hatékonyan, éllatkisérletek mell6zésével
egyértelmii eredmények nyerhetok, amelyek szilard, j61 dokumentédlhat6 alapjat képezhetik a
vakcindk engedélyezési eljardsa sordn felmeriild kérdések egyértelmii és megnyugtatod
megvalaszoldsdnak. A fentebb leirt vizsgélati eredmények alapjan a szennyezettnek bizonyult

vakcina forgalombahozataldt az AOGYTI javaslata alapjan nem engedélyezték.

5.2. CSIRKEK FERTOZO BRONCHITIS VIRUSA (IBV):

ADVERZ VAKCINAHATAS

5.2.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Jarvanyesetek

Svédorszagban 1997 el6tt nem hasznéltak IB elleni vakcindkat. 1994 és 98 kozott, kiilonb6z6
farmokon 0Osszesen 12 esetben (3. tdblazat) diagnosztizaltak IBV-t, ELISA teszttel. Az elso
jarvanyeset 1994-ben tortént, amelyben tojohibridek betegedtek meg, a tiinetek
tojastermelddési zavarok formdjaban jelentkeztek. Tovéabbi jarvanyesetekrdl szdmoltak be
1995-97 kozott, amelyek tojé- és hushibrideket egyardnt érintettek. A tiinetek csokkent
tojastermelddés, rossz tojasmindség, kohogés, tiisszogés voltak. Virusizoldlas nem tortént, a

12 esetbdl szarmazé mintdkat kozvetleniil PCR-rel vizsgaltuk.
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3. Tablazat: A vizsgalt virusok listaja

Virus Jarvanyeset Datum
1096/97 Layer 97-98 1997
1097/97 Layer 97-98 1997
1106/97 Layer 97-98 1997
1120/97 Layer 97-98 1997
50/98 Layer 97-98 1998
422/97 Layer 97-98 1997
423/97 Layer 97-98 1997
397/95 Scania 95 1995
722/95 Halland 95 1995
340/94° Layer 94 1994
242/95° Scania 95 1995
748/95 Halland 95 1995
X* Vakcina

4 Etikai okokbdl a vakcina nevét nem adjuk meg

ba filogenetikai PCR-ben ezek a mintdk nem mitkddtek

RNS izolalas

Az RNS izoldlashoz a fert6zott allatok 1égcsd €s vékonybél mintdit hasznaltuk. A mintdkat
elkiilonitetten kezeltiik. A szervmintdkbdl 1-1 g-ot homogenizaltunk 8 ml Ca-, és Mg-mentes
PBS-ben. A teljes RNS-t 166 pl homogenizalt szerv, 245 ul PBS, 83 ul 6x proteindz K puffer
(0,01 M Tris, pH 7,8, 0,005 M EDTA és 0,5% SDS) és 5 ul proteinaz K (10 mg/ml;
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Boehringer Mannheim, Germany) felhasznédldsaval nyertiik ki, majd a keveréket 55°C-on 1

6ran 4t inkubaltuk. Az RNS-t TrizolTM (Gibco BRL, Bethesda, MD, US) felhasznalasaval
extrahdltuk (Verhofstede et al., 1996). A precipitdlt RNS-t 15 000 g-n 30 percig
centrifugaltuk, a pelletet 400 pul 70%-os etanollal mostuk, kiszaritottuk és 50 ul frissen
készitett dietil-pirokarbonat-tartalmi (DEPC, Fluka Chemi AG, Buchs, Switzerland) vizben

feloldottuk, és felhasznéldsig -70°C-on taroltuk. (Vilcek et al., 1994).

cDNS szintézis

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

tortént.

,Diagnosztikai” PCR

Diagnosztikai céllal két primerpdrt terveztiink (N784-N1145, illetve N791-N1129) az IB
fertézés dllatokban valé kimutatdsdra. A lehetd legszélesebb diagnosztikai érzékenység
biztositdsa érdekében a génbankban elérhetd 14 IBV N gén konszenzusszekvencidjanak
felhaszndldsaval terveztiik meg a primereket. A primerek szekvencidja, pontos elhelyezkedése
a 4. tdblazatban lathat6. Az amplifikacié 50 pl végtérfogatban tortént, amely 0,2-0,2 mM
dNTP-t, 10-10 pmol primert (N784-N1145 kiils6 primerek), 10 mM Tris-HCI, pH 9,0, 50 mM

KCl, 2,5 mM MgClz, 1 U Taq DNS polimerazt (Perkin Elmer-Cetus, Norwalk, Co, USA) és 3
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ul cDNS-t tartalmazott. A parolgds megakaddlyozdsdra 2 csepp dsvanyi olajat (Sigma-
Aldrich, MO, USA) adtunk a reakcidoldathoz. A termoprofil a kdvetkezd volt: 45 sec 94°C, 1
perc 60°C, 2 perc 72°C, amely 35-sz6r ismétlodott és 7 perc 72°C-os végso extenzid zart.

Az els6é kor utdan, 1 ul els6 PCR termék, valamint a belsé primerek (N791-N1129)
felhaszndldsdval, a fentiekkel egyéb reagensek tekintetében azonos reakcidoldatot mértiink
0ssze. A masodik kor termoprofilja a kovetkezd volt: 45 sec 94°C, 1 perc 53°C, 1 perc 72°C.
A PCR termékbdl 5 pl-t 2%-os agaréz gélen futtattunk. Az elektrofozézis utan EtBr oldattal

festettiik a gélt, majd UV fénynél detektéltuk.

,Filogenetika” PCR és szekvencia analizis

A S1 gén elso felét valasztottuk filogenetikai vizsgédlataink alapjdul, 37 génbanki szekvencia
elézetes Osszehasonlitdé elemzése alapjan, mivel ez a génszakasz rendelkezik a legnagyobb
variabilitassal. Ennek megfelelden két primert terveztiink erre a szakaszra (CO1, CO2),
amelyek 840 bp méretli szakaszt fogtak kozre. A filogenetikai PCR termoprofilja a kdvetkezd
volt: 94°C 45 s, 55°C 1 perc és 72 °C 1 perc 35 cikluson 4t. A PCR termékeket ABI PRISM
késziilékkel szekvendltatuk meg (Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, USA). A
nukleotid, illetve az aminosav szekvencidk alignmentjét a DNAStar programcsomaggal
(DNASTAR Inc., Madison, WI, USA) végeztiik a Clustal modszer segitségével. Az alignment

Osszedllitdsakor minden génbanki S1 szekvenciat felhasznaltunk.

4. Tablazat. A primerek szekvencidja, elhelyezkedése a génen

A dignosztikai primereket az N gén alapjdn terveztiik

N784 AAT TTT GGT GAT GAC AAG ATG A 763-7844

N1145 CAT TGT TCC TCT CCT CAT CTG 1145-1165
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N791 GTG ATG ACA AGA TGA ATG AGG A 770-791

N1129 CAG CTG AGG TCA ATG CTT TAT C 1129-1150

A filogenetikai primereket az S1 gén alapjdn terveztiik

COl1 TGA CTC TTT TGT KTG CAC TAT 20390-20416b

CO2 AAA TTA TAA TAA CCA CTC TGA 21255-21278

a A szamok a primerek pontos pozicidjat adjak meg, a Beaudette referenciatdrzs nukleokapszid génjén

(referenciaszam: M95169)

b A szdmok a primerek pontos pozicidjat adjak meg, Beaudette referenciatorzs S1 génjén

(referenciaszam: M95169)

A szekvencidk génbanki referenciaszdma (Accession number)
A vizsgalataink sordn nyert, Uj szekvenciaadatokat bekiildtiik a génbankba, ahol AF420320 -

AF420330 referenciaszammal hozzaférhetoek.

5.2.2. EREDMENYEK

,Diagnosztikai” PCR

A konzervativ N génre tervezett N784-N1145 és N791-N1129 primer parok segitségével
IBV-t mutattunk ki a 12 vizsgalt klinikai mintdban. A primerek pozitiv eredményt adtak a
kovetkezd referenciatdrzsekkel D1466, H120, UK/7/91 és UK/918 (Dr. D. Cavanagh

bocsatotta rendelkezésiinkre).

,Filogenetikai” PCR és szekvencia-analizis
A Layer 94 elnevezésli jarvanyesetbdl szarmaz6 mintdk kivételével az S1 génen alapuld RT-

PCR kimutatta a virust minden 1994-98 kozott gyljtott szervmintdban. A PCR termékek
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alkalmasak voltak arra, hogy a génbankban fellelhetd S1 szekvencidk felhasznéldsaval
meghatdrozzuk a virusok kozotti filogenetikai kapcsolatokat. A 7. dbra mutatja a szekvencidk
alapjan késziilt torzsfat.

A filogenetikai fa adatai szerint a 748/95, 397/95, 1097/97, 1120/97, 1096/97,
1106/97, 422/97, 423/97 és 50/98 virusok (Halland 95, Scania 95 és Layer 97-98, lasd 3.
tdblazat) a Massachusetts szerotipusba tartoznak. Egy korai izoldtum a Halland 95-bél
szdrmaz6 722/95 kozeli rokonsdgot mutat a D274 virussal, amely a Dutch szerotipus tagja
(Fabricant, 1998).

Az 1997-ben izolélt virusok érdekes profilt mutatnak. Négy virus S1 szekvencidja
(1097/97, 1096/97, 1120/97 and 50/98) teljesen megegyezik az orszdgban haszndlt
vakcinatorzzsel, amelyet etikai okokbdl X-nek nevezziik. Harom tovabbi virus (1106/97,
422/97 and 423/97) kisebb eltérésekkel ugyan, szintén szoros rokonsagot mutat X-szel (7.
abra)

Az S1 génen nyert adatok megerdsitése céljabol, az N gén szekvencidk alapjan is
készitettiink torzsfat. A N gén torzsfa megerdsitette, hogy a 1096/97, 1097/97, 1120/97 és az

50/98 mintdk kifejezett hasonlésdgot mutatnak a vakcinatorzzsel.

5.2.3. MEGBESZELES

Az RT-PCR eredménye megerdsitette, hogy az N gén kiemelkedéen konzervativ
természeti. Habar méar az els6 korben minden minta, illetve virustorzs esetében pozitiv
eredményt adott az RT-PCR, mindig alkalmaztunk egy mdsodik kort és nested rendszerben
végeztik az amplifikdciot, hogy a lehetd legmagasabb érzékenységet és szelektivitast
biztositsuk a virus detektalasnak. Nagyszamu kisérlet igazolja, hogy a két-lIépéses (nested)
PCR - 0Osszehasonlitva az egy-lépésessel — érzékenyebb (Beldk és Ballagi-Porddny, 1991;

Ballagi-Pordany et al., 1992). Ez a magasabb érzékenység alapfeltétele a megfeleld
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7. abra: A svéd IBV minték filogenetikai viszonyai a génbanki térzsekkel 6sszevetve (S1 gén)

GAV-92
I cum
L PPi4
— Gray

B1648

‘_| L JMK
SE 17
N2/75
__________ |—|: V5/90
UK/918/67
~ 722/95*
L | L D274
variant 2
CV-1686
L Cv-oa37
L cv-56b

N3/62
—|—|: NO/74
N1/62
- UKi2/91
L UKr7/91
X
1007/97 *

50/98 *
1120/97 *

1096/97 *

1106/97 *
I 4207
--------- 423/97 *
H120
__________ KB8523
D41

748/95 *
[ 397/95+
------------ M41
i L Florida 18288

DE/072

31.4

30 25 20 15 10 5 0

diagnosztikai rendszernek. A diagnosztikai PCR primereit 14 génbanki térzs nukleokapszid
génje alapjan terveztiikk, hogy a lehetd legszélesebb reaktivitdst érjik el. Ez a mddszer
megbizhatd, 1j eszkoz lehet az IBV diagnosztikdban. Sokan érvelnek amellett, hogy a PCR
érzékenysége dalpozitiv eredményekhez vezet, igy nem alkalmas rutin diagnosztikai
modszerként. Megfeleld koriiltekintéssel €s laboreszkozokkel a keresztkontaminécidk és
atviteli szennyezések megakadalyozhatéak (Beldk és Ballagi-Pordany, 1993). Sziikség esetén
az alnegativ eredmények ellen belsé kontrollokat, in. mimikeket kell alkalmazni (Ballagi-
Pordany et al., 1996a).

Az S1 gén 5’ részét valasztottuk ki abbdl a célbdl, hogy a filogenetikai vizsgalatokhoz

megfeleld6 PCR-t fejlessziink ki és mds szerzok eredményeivel Osszevethetd eredményekre
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jussunk. A jarvanyesetekbdl szarmazé mintdk filogenetikai viszonyainak felderitésére az S1
génen alapuld RT-PCR megfeleldnek bizonyult (Saif, 1993; Sapats et al., 1996), bar az
242/95 és az 340/94-es mintdk esetében nem kaptunk PCR terméket. E két minta esetében a
filogenetikai RT-PCR nem megfeleld mitkodésének tobb oka lehetett: i.) tdl kis mennyiségli
RNS; ii.) olyan eltérések a virusok S1 génjében, amelyek megakadalyoztdk a primerek
kapcsolodasat.

A 3. tablazatban felsorolt virusok mindegyike két kiilon forrdsbdl (vékonybél és
trachea) is rendelkezésre éllt. A PCR pozitivitdst nem befolydsolta sem a ,,diagnosztikai”, sem
a ,filogenetikai” RT-PCR esetében, hogy az RNS mely szervbdl szarmazott, ezért a
tovabbiakban a trachea mintdkb6l szarmazé vizsgédlatok eredményét részletezem. A
vizsgdlatok eredménye szerint 1994-98 kozott Svédorszdgban Massachusetts és Dutch
szerotipusba tartozé virusok okoztak természetes jarvanyeseteket. A legtobb farmon
Massachusetts-szerli torzseket taldltak, egy esetben azonban a virus 99%-ban identikus volt a
D274 jelzést torzzsel. Ez azért érdekes, mert a D274-szert torzset (722/95) egy olyan farmrél
izolaltdk, amelyik kb. 5 km-re fekszik egy masikt6l, ahonnan két honappal korabban
Massachusetts-szerli torzs keriilt el (748/95). Ez azt jelenti, hogy viszonylag kis foldrajzi
teriileten kiilonb6z6 IBV varidnsok cirkuléltak egyidejiileg és egymastdl fiiggetleniil (8. dbra).
A 722/95 pontos eredete tisztdzatlan. Lehet, hogy vadtipusi D274, de mivel ezt a torzset
vakcinaként is haszndljdk nem kizéart, hogy 722/95 egy D274 torzset tartalmazé vakcina
szarmazéka, amely mds orszagbol keriilt be. A kis genetikai kiilonbség és a tovabbi adatok
hidnya miatt, ez a kérdés megvélaszolatlan maradt. A kovetkezd kilenc virus nagyon érdekes
genetikai divergencidt mutatott. A korai (1997 elotti) esetekbOl szdrmazé virusok a
Massachusetts szerotipus torzseivel kozeli genetikai mintdzatot mutatnak. Teljes homologiat
azonban nem taldltunk egyetlen ebbe a szerotipusba tartoz6 vizsgalt torzs esetében sem. A
Massachusetts szerotipushoz kozeli genetikai mintdzat ismét felveti a kérdést, hogy vajon

Massachusetts szerotipussal vakcindzott csirkéket vasaroltak-e kiilfoldrdl, mivel 1997-ig
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Svédorszdgban tilos volt €16, attenudlt vakcindt haszndlni? Valdsziniinek tlinik, hogy ezek a

virusok nem vakcina eredetiek, hanem természetes IB esetek.

8. abra: Az IBV jarvanyesetek foldrajzi elhelyezkedése Svédorszagban. A megbetegedések helyszinei
1994-ben (), 1995-ben (@) és 1997-ben (e).
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Miutdn 1997-ben a jarvanyiigyi helyzet miatt feloldottdk az él6 vakcina hasznalatdnak
tilalméat, valamennyi *97 utdn izolalt virus kifejezett rokonsdgot mutat a vakcinatorzzsel. Négy
virus S1 szekvencidja teljesen megegyezett a vakcinatdrzzsel, mig harom tovabbi vizsgalt
virus 86 és 94% kozotti hasonlésdgot mutatott. Ezeket a virusokat olyan vakcindzatlan
allomanyokbdl izolaltak, amelyek tojastermelddési zavarokat mutattak. Ez a tiinet haromféle

okra vezethet6 vissza:

1. ismét egy természetes esettel dllunk szemben, amelynél a kérokozé az Sl
génjét tekintve kifejezett hasonlésdgot, vagy teljes egyezést mutat a
vakcinatorzzsel,

2. természetes feliilfertdzodés torténhetett: vadvirus és  Massachusetts
szerotipusba tartozé vakcinavirus volt egyidejlileg jelen az 4llatban, de a
rendszer csak a Massachusetts torzset tudta kimutatni,

3. a vakcinavirus terjedt az oltatlan allomanyban és okozott tojastermelddési

zavarokat.

Az S1 igen magas genetikai variabilitdsa miatt az 1. lehetéség nem valdszinii. A 2. lehetdséget
vizsgélva az IBV valdban képes az tn. ko-exisztencia jelenségére (Capua et al., 1999), amikor
tobb, gyakran teljesen kiilonbozd tipusba tartozd torzs van jelen ugyanabban az éllatban.
Mivel nekiink kutatdsaink kezdetén semmiféle eldzetes genetikai informdciénk nem volt a
koérokozérdl, a filogenetika primereket ugy terveztilk, hogy ne csak a Massachusetts
szerotipust, hanem az ismert IBV szerotipusok széles skéldjat amplifikdlhassa, emiatt
val6szintitlennek tartjuk, hogy ha tobb szerotipusba tartozé 1BV torzs volt jelen a vizsgalt
baromfiban, akkor a ,,nem-Massachusetts” tipusok kiviil essenek az érzékelési korbol. Ezeket
az eredményeket mdsok indirekt médszerrel, antigén ELISA-val is alatdmasztottdk, mivel egy

esetben sem tapasztaltak emelkedd pozitiv titereket, ami a feliilfertdzés tényét jelezte volna.

62



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

Ezek alapjan a rendelkezésre all6 adatok kifejezetten a 3. lehetdséget, a terjedd és tiineteket
okoz6 vakcinavirust tdmogatjdk. Az 1097/97, 1096/97, 1120/97, 50/98 és a vakcinatorzs a
vizsgalt 840 bp-nyi S1 szakaszon teljes egyezést mutat, ami az S1 variabilitdsat tekintve
hatdrozottan bizonyitja az 6t virus azonossagit. Az IBV rekombinativ hajlama (Jia et al.,
1995; Kottier et al., 1995; Wang et al., 1997; Lee és Jackwood, 2000) miatt esetleg néhdnyan
megkérddjelezhetik ezt az egyezést. A rekombindcid révén lehetdség van arra, hogy az egyik
virus a masik S1 génjébdl nagyméreti szakaszokat ,,vegyen fel”, ami megzavarhatja a pontos
osztalyozdst, ha a primerek éppen ezt az ,,idegen” elemet amplifikdljdk (Jia et al., 1995). Ez
szolhatna a négy virus vakcina eredete ellen. Ha igy lenne, akkor valamennyi virus miért
éppen ugyanazt, a vakcinavirusbdl szarmaz6 840 bp-nyi szakaszt épitette be a genomjaba?
Tovéabbi kérdésként meriil fel, hogy mi lehetne ennek a 840 bp-nak a forrdsa, ha nem a
vakcina?

Mivel az S1 variabilitisa nagyon magas, ami nem csak rekombinédciékban, hanem
pontmutaciokban, inzercidkban, delécidkban is megnyilvanul, ha 840 bp teljesen megegyezik
a mezei virusok és a vakcinavirus kozott, akkor a legvalosziniibb magyardzat, hogy azok a
mezei virusok vakcina eredetiiek.

Tovabbi kérdés miképpen tekintsiik a tobbi harom virust (1106/97, 422/97, 423/97),
amelyek nem teljesen azonosak az S1 génjiikkben a vakcinatorzzsel? Valdszinilileg ezek is
vakcina eredetliek, de a természetes koriilmények kozott pontmutaciok akkumuldlédhattak az
S1 génjiikben.

A hibés filogenetikai kovetkeztetéseket elkeriilése céljabol, érdemes tobb gén alapjan
is vizsgdlni a rokonsagi viszonyokat (Zwaagstra et al., 1992), ezért az N gén alapjan is
végeztiink filogenetikai vizsgdlatokat. Az N gén filogenetika egyértelmiien aldtdmasztotta az
S1-en nyert adatokat, amelyek a vakcina eredetre utalnak.

A kutatdsaink sordn egy hatékony 1) megkozelitést alkalmaztunk, amely alkalmas i.)

az 0sszes lehetséges IBV varidns gyors detektdldsara, ami a primerek széleskorli reaktivitdsan
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alapszik; ii.) a varidnsok filogenetikai vizsgélatok c€ljabol torténd azonositdsara. Az S és N
gén RT-PCR-ek alkalmasak tovabb4a mas madarfajok coronavirusainak detektdldsara, mivel a
facan és a pulyka az IBV-hez nagyon hasonlé coronavirus gazddja (Breslin et al., 1999a,b;
Guy, 2000; Cavanagh, 2001a,b; Cavanagh et al., 2001, 2002). Vizsgalataink bizonyitotték,
hogy az €16 vakcinavirus terjedhet a baromfi populdcioban (tiineteket keltve) és zavard
epizootiolégiai szitudciét teremthet, amit szem eldtt kell tartani az IBV-vel szembeni

gyakorlati munka sorén.

5.3. AMYXOMATOZUS MYXOMATOZIS: KLINIKO-

VIROLOGIAI VIZSGALATOK

5.3.1. ANYAGOK ES MODSZEREK

Szervmintdk
Természetes fertézésben elpusztult nyulbdl szarmazd szemhéj, tiido, végbél és tejmirigy
mintdkat vizsgdltunk. Egy gramm szovetmintit homogenizdltunk 8 ml PBS-ben. A

homogenizatumot penicillinnel, streptomycinnel és gentamycinnel (30-30 IU/ml) kezeltiik.

Virus izolalas és titralas

Virus izoldlds céljabol 2 ml szerv homogendtumot oltottunk RK-13 szovetkultdrara. A
szovetet 50 ml-es Greiner szovettenyésztd palackban tartottuk. A homogenatumot 30 perc
abszorci6 utan kétszeri MEM Earl (Sigma-Aldrich, MO, USA) médiummal torténé moséssal
eltavolitottuk, majd a szovetet 37°C-on inkubdltuk és a citopatogén elvaltozdsokat naponta
kovettiik nyomon. Az 5. napon az RK-13 szdveten syncytium képzddést figyeltiink meg. A

negativ mintdkat hdaromszor passzaltuk, de citopatogén hatdst nem sikeriilt megfigyelni. A
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pozitiv mintdkat minusz 80°C-on taroltuk. Kisérleti fert6zéshez a szemhéj minta (BP04/2001)
harmadik passzdzsat hasznaltuk. A virustitrdldst RK-13 szovettenyészeten végeztiik. A virus
titere 10> TCIDs volt. A TCIDs, meghatdrozds RK-13 egyrétegli szovettenyészeten, a

Sperman-Kirber egyenlet felhasznalasdval tortént

Allatok

Az allatkisérletekhez Osszesen 14 dj-zélandi fehér nyulat hasznaltunk fel. Valamennyi allat 8
hetes kord és 1,5-2,2 kg stlyu volt. A kisérletek sordn izolatorban tartottuk dket (Monair
Andersen, Hollandia), a hdmérséklet allandé 20°C volt, az allatok taplalékot és vizet ad
libitum kaptak. Az éllatok elhelyezése és valamennyi kisérleti beavatkozds az AOGYTI
Allatvédelmi és Etikai Bizottsdgdnak jévdhagydsdval tortént az 1998. XXVIIL ,,Az dllatok

kiméletérol” szo616 torvénynek megfelelden.

Allatkisérletek
Két allatkisérletet hajtottunk végre, az elsében (A) 3 nyulat fertdztiink a BP04/2001 izolatum
40 cm’-vel aeroszol formdban. A fertdzést kovetd 3. napon egy kontakt kontroll nyulat
helyeztiink a fertdzott dllatok kozé, hogy a betegség kozvetlen terjedését, illetve tiineteit
vizsgalhassuk.

A masodik (B) kisérletben (5. tdbldzat) nyolc nyulat oltottunk myxomatdzis ellen
Myxovac vakcindval (Ceva-Phylaxia, Budapest). A Myxovac attenudlt myxoma virust, egy
Lausanne torzs szarmazékot (Aldéssy torzs) tartalmaz. A vakcinazast kovetoen két hét mualva
két csoportot képeztiink 4-4 allattal. A 1. csoport tagjait a BP04/2001 izolatum 0,15 ml-ével
szemhéjba oltottuk, mig a 2. csoport tagjait a BP04/2001 izoldtum 40 cm’ mennyiségl
aeroszoljaval fertdztiik. Két dllatot hasznéltunk oltatlan kontrollnak (6. tabl4zat). A fertozést

izoldtorban végeztiikk, hogy fenntartsuk a specidlis koriilményeket, amelyek kizarjdk a
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myxomatézis szokdsos vektorainak jelenlétét. Marshall (1959) kimutatta, hogy a
myxomatézis tiineteinek sulyossidga fligg a homérséklettdl, ezért az izoldtor hdmérsékletét

allando6 20°C-on tartottuk.

Az déllatokat 6 héten 4t naponta megfigyeltik. Az elpusztult allatok boncoldsat
elvégeztik. A szervmintdk (végbél, tejmirigy, szemhéj, 1€ép) elektronmikroszkdpos
vizsgédlatoknak, virusizoldldsnak és PCR-nek vetettiik ald. A 6. hét végére életben maradt
dllatokat az AOGYTI Allatvédelmi és Etikai Bizottsdgdnak jovdhagydsival, a szakma

szabdlyai szerint tulaltattuk.

5. tablazat: A ,B” allatkisérlet kisérleti elrendezése.

- “VEDO
CSOPORTOK FERTOZES HATAS”
VACCINACIO
M IDP 4 3/4
8 AEROGEN
4 4/4
KONTROL
IDP 1 0/1
2
AEROGEN 1 0/1

DNS izolalas

A PCR-hez a szemhéj mintdt haszndltuk. A szervmintit elészor 5 perc 5000 x g
centrifugdltuk, majd a feliiliszéb6l a DNS kivonéast a VioGene DNA/RNA Extraction Kit
(Zenon Kft. Szeged, Hungary) felhaszndldsdval végeztik. A DNS-t 30 ul ddH,O-ben

oldottuk fel.
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PCR és szekvencia analizis

Az envelope gén 400 bp méretii fragmentumat amplifikaltuk. A felhasznalt primereket (For:
GCC AAA CGA TAC ATC CAC; Rev: GGG GGA ATC TGA TAA AAA C) a génbankban
elérhet6 Lausanne referenciatorzs alapjan (azonositészam: NCO001132) terveztik. A PCR
reakcié 50 pl végtérfogatban tortént, amely a kovetkezOket tartalmazta: 5 ul 10x PCR buffer
(100 mM Tris-HCI, pH 9,0, 500 mM KCl és 1 mg/ml BSA), 3 ul MgCl,, 0,5-0,5 ul dNTP-bdl
(10 mM, Pharmacia, Uppsala, Sweden), 20-20 pmol a primerekbdl, 2 U Taq polymerdz
(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA), 5 ul DNA, az elegyet ddH,O-val egészitettiik ki 50
pl-re. A péarolgds megakaddlyozasdra egy csepp dsvanyi olajat haszndltunk (Sigma-Aldrich,
Mo, USA). A PCR reakcié GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT,
USA) gépen tortént, a program 35 ciklusbdl 4llt, a termoprofil a kovetkezd volt: 94°C 15 sec,
55°C 30 sec, 72°C 1 perc és végiil 72°C 7 perc extenzid zérta a reakciot.

A PCR termék megjelenitéséhez 2%-os agaléz gélen 8 ul PCR terméket futattunk
meg. A gélt EtBr-val festettiik és UV fény alatt vizsgdltuk. A PCR termék szekvencidjanak
meghatdrozasit a Genotype GmbH (Hirsshorn, Németorszdg) végezte. A nukleotid és
aminosav szekvencia elemzése a BioEdit 5.0.9 program (Eszak-Karolina Egyetem, USA)

felhasznalasaval tortént. Az alignment készitéshez a Clustal modszert alkalmaztuk.

Akcesszids szdm és szekvencia-adat
A BP04/2001 Env génjének altalunk meghatdrozott nukleotidszekvencia adatait AY 136665

akcessziés szammal a génbankba bekiildtiik.

67



Genetikai mddszerek a vakcinaellendrzésben

SDS PAGE

A BP04/2001 jelzésti izolatumot é€s a Myxovac vakcinavirust, mint kontrollt RK-13-on
elszaporitottuk. A szovetfeliiliszot 12 6ran a4t 30000 x g mellett ultracentrifugdltuk. A
csapadékot 1 ml PBS-ben oldottuk fel, amelyet lizispufferrel kezeltiink. A virusproteineket
10%-0s SDS poliakril-amid gélen megfutattuk. A futtatds 10 V/cm fesziiltség mellett 2 6ran at
tartott. Kis és nagy molekulasilyd markert (Sigma-Aldrich, MO, USA) is haszndltunk. A gélt

Blue R-250 festékkel (Sigma-Aldrich, Mo, USA) 1 6rén 4t festettiik, majd egész éjjel mostuk.

Elektronmikroszképos vizsgélatok

Természetes fert6zésben elpusztult allat szemhéj, végbél, tiidé és tejmirigy mintdjat
hasznaltuk elektronmikroszképos vizsgdlatokhoz. Minden szervmintabdl 1 mm® nagysdgu
darabot 0,2 M-os PBS-oldattal késziilt 4%-os paraformaldehidet és 0,2%-os glutaraldehidet
tartalmazo, pH 7,2 — 7,4-es oldatban 3 6ran dt +4°C-on el6fixdltuk. Az eléfixalt anyagot 0,2
M-o0s PBS-oldatban 4x5 percig mostuk, majd 0,2 M-os PBS-oldattal késziilt 1%-0s OsOs-
oldatban 2 6rdig szobahdmérsékleten utéfixaltuk. Ezt kovetden djabb mosds kovetkezett 4x5
percig 0,2 M-os PBS-oldatban, majd felszall6 etilalkohol sorozatban és végiil propilénoxidban
viztelenitettiik. Ezutdn a kisérleti anyagot propilénoxid és ACM Durcupan (Electron
Microscopy Sciences, Fort Washington, PA) 1:1 ardnyu keverékében 30 percen at 4titattuk és
56°C-on Durcupanba dgyaztuk. A Durcupan 48 6ran 4t polimerizélddott.

Az elkésziilt blokkbol Reichet OM U3-tipustu ultramikrotommal 40-60 nm vastag
ultravékony metszetet készitettiink. A metszeteket 2,5%-os uranylacetat és Reynolds-féle
Olomcitrdt oldatban kontrasztoztuk. Az ultravékony metszeteket JEM JEOL 100S
transzmisszids elektronmikroszképpal (JEM JEOL 100S, JEOL Ltd., Akashima, Japan)

vizsgéltuk.
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5.3.2. EREDMENYEK

A természetes fertdz€sbdl szarmazd dllat szemhéjabol, tiidejébdl €s végbelébdl sikeriilt
myxoma virust izoldlni. A BP04/2001 jelzéssel ellatott izolatum RK-13 szovettenyészeten
syncytiumképzddést okozott. Az elektronmikroszképos vizsgédlatok a fert6zott sejtek
citoplazmdjaban 250 nm atmérdjli poxvirus-szeri virusrészecskéket mutattak ki (9. dbra). Az
allatkisérletekhez a szemhéj mintdbdl izoldlt virust hasznaltuk. Az ,,A” kisérletben a 6-14.
napon mind a négy dllat kifejezett szemhéjgyulladast és 1€gzdszervi tiineteket mutatott (10.
abra). A myxomatdzisra jellemzd voroses arnyalati borelvaltozasok (nodulusok) nem jelentek
meg, de a boron nekrotikus foltokat megfigyeltiink. A szemhéj, herezacské és az anorektalis
t4jék 6démas duzzadtsiga volt jellemzo.

A virus a specidlis, szinyogokat, egyéb vérszivokat kizard izolalt koriilmények kozott
is terjedt. A kontakt kontrol dllat és aeroszollal fert6zott nyul a kisérlet sordn elpusztult. A
Magyarorszdgon myxomatozis ellen haszndlt vakcina teljes védelmet biztositott az aeroszolos
fertdzéssel szemben €s 75%-os védettséget tapasztaltunk a szemhéjoltds fert6zéssel szemben.
Mindkét vakcinazatlan kontroll dllat elpusztult myxomatézisban.

Az izoldtum genetikai analizise (génbanki referenciazsam: AY136665) 97%-os
hasonlésagot tart fel a Lausanne referenciatorzzsel, amely a dél-amerikai tipusba tartozik. Az
amplifikalt 400 bp méretli szakasz tul kicsi a myxoma virus genomjahoz képest, ahhoz, hogy
a virus fébb vondsainak genetikai okait feltarja, ezért, hogy mélyebb bepillantast nyerhessiink
a virus genomjaba a tisztitott és lizdlt virus SDS poliakril-amid gélelektroforézisét is
elvégeztik. A BP04/2001 izoldtum protein profiljabdl kitlint, hogy 0Osszehasonlitva a

vakcinavirussal egy 200 kDa méretii protein hianyzik (11. abra).
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9. abra: Szemhéj minta ultravékony metszete elektronmikroszkdppal: poxvirus jellegl virusrészecskék
a citoplazmaban

10. abra: A BP04/2001 izolatummal fert6z6tt allaton sulyos kétéhartyagyulladas jelentkezett.
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11, &bra: A BP04/2001 izolatum, illetve a Myxovac vakcinavirus SDS-PAGE képe. A BP04/2001
izolatumbdl egy kb. 200 kDa méret( fehérje hianyzik (a képen nyil jeléli). Mv cc: koncentralt Myxovac
vakcina; Mv 1:2: Myxovac kétszeres higitas; Mv 1:4: Myxovac négyszeres higitas; BP cc: koncentralt
Bp04/2001; BP 1:2: BP04/2001 kétszeres higitas; BP 1:4: BP04/2001 négyszeres higitas; RK: RK-13
szdvetkultira negativ felliliszo;M: molekulasuly marker.

205 kDa
66 kDa

55 kDa

36 kDa
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5.3.3. MEGBESZELES

A myxomat6zis kozel 50 éve okoz stlyos problémékat Eurépaban. A betegség arculata ez 1d6
alatt a klasszikus myxomatézus formatdl, a noduldris myxomatézus forman at, az atipusos
amyxomatdzus formdig folyamatosan véltozott, djabb aspektusokkal boviilt. Az atipusos
myxomatozis megjelenése valdszinlileg egy 1€pés a myxoma virus evoliciéjaban. Atipusos
eseteket eddig csak Franciaorszdgban, illetve Belgiumban (Brun és mtsai, 1981; Marlier és
Vindevogel, 1996), figyeltek meg. Jelen tanulmdnyban az atipusos myxomatézis elsé kdzép-
eur6pai megjelenésérdl szamolunk be. A BP04/2001 izolatum altal okozott klinikai tiinetek
nagyon hasonlitottak a Joubert €s mtsai (1982) és Arthus és Louzis (1988) dltal
amyxomatdézus myxomatézis néven leirt kérhoz. A betegség kotOhartyagyulladas,
heregyulladds és 1€gz0szervi elvaltozdsok formdjdban jelentkezik. “Myxomak™ nem alakulnak
ki (6. tablazat). Annak ellenére, hogy az allatkisérletekhez felhaszndlt dllatlétszam alacsony
volt, az atipusos myxomatdzis haldlozdsi ardnya magasabbnak tlinik, mint a klasszikus
myxomatozisé.

A myxomatdzis altaldban vérszivé rovarok ttjan terjed, pl. szinyog, egyéb vérszivo
(Fenner és Ratcliffe, 1965), de nagylizemi koriilmények kozott, foleg a téli idészakban, mas
modon is terjedhet. Marlier és mtsai (1999) szdmoltak be, hogy sikeriilt amyxomatdzus
myxomatorzseket izoldlniuk orrvaladékbdl. Chapuis €és mtsai (1994) a sub-antarktiszi
Ovezetben figyeltek meg myxomatdzis rovarok nélkiili terjedését. Vizsgdlataink sordn a
BP04/2001 izolatum kozvetlen, dllatrdl dllatra terjedését figyeltiik meg.

Az “A” kisérletben a fert6zés aeroszollal izolatorban tortént, hogy kizarjuk a vérszivo
rovarok jelenlétét. Az dllatok, beleértve a kontakt, nem fertdzott kontrollt is, atipusos

myxomatdzisban megbetegedtek, ami a virus kozvetlen terjedésére utal az allatok kozott.
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6. tablazat: Az atipusos és a klasszikus myxomatdzis f6bb jellemzdinek 6sszehasonlitasa.

ATIPUSOS
MYXOMATOSIS KLASSZIKUS
ATVITEL AEROSOL VEKTOR
LAPPANGAS 6— 14 4-10
/NAP/
KLINIKAI
L CONJUNCTIVITIS, -
TUNETEK DYSPNOE MYXOMAK
CP RK-13-ON
/NAP/ 4-5 >0
NUKLEOTID 1,0 /LAUSANNE
HASONLOSAG 0.97 REF. STRAIN/
AZ ENV GENEN :

* sajat vizsgélataink szerint,

** Marlier et al., 1999.

Mivel a megbetegedések Shope-fibroma virus tartalmd vakcindval oltott
nyulalloményban torténtek, ezért a “B” kisérletben myxoma virus tartalmu vakcina hatdsat
vizsgaltuk. A vakcina kielégitd védelmet nyujtott az atipusos myxomatdzis ellen.

Az atipusos myxomat6zis eredete jelenleg még nem egyértelmiien tisztazott. Mivel
a kaliforniai tipus hasonld tiineteket okoz az eurdpai nyulfajokban, mint az atipusos
myxomatozis esetében, ezért PCR vizsgdlatot végeztiink, hogy a BP04/2001 izolatum
foldrajzi tipusat meghatdrozzuk. A vizsgélt 400 bp génszakasz szekvencia analizise azt
mutatja, hogy a BP04/2001 izoldtum a Lausanne referenciatdrzzsel mutat 97%-os nukleotid
hasonlésagot. Ez rendkiviil érdekes, mivel a Lausanne torzs a dél-amerikai tipusba tartozik.

Tobb kisérlet irdnyult arra, hogy olyan genetikai kiillonbséget taldljanak a klasszikus

€s az atipusos myxomatdzis kozott, amely magyardznd a klinikai megjelenésben 1€vo
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kiilonbségeket. Az erdfeszitések ellenére az eltérd klinikai megjelenés molekuléris okai
jelenleg nem vildgosak. A myxoma virus nagy genomja miatt az esetleges kiillonbségek
feltarasa nehézkes. SDS poliakril-amid gélelektroforézist végeztiink azért, hogy betekintést
nyerjiink a BP04/2001 izolatum fehérje-, illetve tdgabban genetikai szerkezetébe.
Osszehasonlitva a BP04/2001 izoliatum és a vakcinavirus protein profiljat, azt tapasztaltuk,
hogy a BP04/2001 izolatum esetében egy kb. 200 kDa méretli protein hidnyzik. Ennek a
proteinnek a génexpresszidja sériilhetett részleges vagy teljes delécié dltal, vagy pedig
pontmuticié révén, amely egy belsé STOP kodon Iétrejottét eredményezte. Tovébbi
vizsgalatok sziikségesek ahhoz, hogy az adott protein hidnyzdsdnak pontos okat
felderithessiik.

Osszegezve, jelen tanulmdnyban az atipusos myxomatézis kozép-eurdpai
eléforduldsardl szamolunk be. A természetes esetbdl izolalt virus, a BP04/2001 aerogén uton
terjedt kiilonleges, zart koriilmények kozott, amelyek kizartdk a myxomatdzis terjesztésében
szerepet jatszé rovarok jelenlétét. Tekintve a kozvetlen terjedést €s a nagyfokud virulenciét, a
nyultelepeken a téli idészakban torténd 1égzdszervi elvéltozasoknak nagyobb figyelmet kell

szentelni.

6. LEGFONTOSABB EREDMENYEK

Munkénk soran igazoltuk, hogy NDV vakcindk homol6g kontaminéacidja esetén az RT-PCR—
RFLP médszerrel a LaSota és B-1 torzsek egyiittes jelenléte felderithetd és az oltéanyag gyari
eredetli szennyezettsége igazolhatd.

A svédorszagi IB jarvanyesetek vizsgdlatara olyan gyors, hatékony 1j diagnosztikai
RT-PCR-t alakitottunk ki, amely a lehetd legszélesebb kort felolelve kindl lehetdséget az
allomanyban el6forduld IBV torzsek kimutatdsara.

Az IBV vakcinatorzs és a vadvirus elkiilonitésére kidolgozott ,filogenetikai” RT-
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PCR rendszerrel képesek voltunk a svédorszdgi IB jarvanyesetek hatterében allo
Massachusetts és D274 virusokat azonositani. Az S1 gén nukleotidszekvencidjanak ellemzése
a Massachusetts virusokat tovabbi alcsoportokra bontotta annak megfeleléen, hogy a
természetes IB esetek vagy vakcinavirus eredetiiek voltak. A ,.filogenetikai” RT-PCR nem
csak a megbetegedések hatterében all6 vakcinavirus kiszlirésében jelentds, hanem, mivel egy
adott vakcina szerotipus egy mdas szerotipussal szemben csak korlatozott védelmet biztosit, a
mezei virusok azonositdsa révén a hatékonyabb védelmet nyudjté vakcinatorzs kivalasztisat is
elOsegitheti.

Myxomat6zis ellen oltott hazi nyuldllomanyban jelentkez6 aspecifikus myxomatozis
vizsgalata sordn igazoltuk az — eddig csak Franciorszdgban és Belgiumban leirt — atipusos
myxomatozis kozép-eurdpai jelenlétét. A genetikai, elektronmikroszképos €s virologiai
vizsgélatok a Lausanne referenciatorzzsel 97%-os hasonldsdgot mutaté torzset mutattak ki. A
protein vizsgdlat eredménye szerint ez a virus a klasszikus kérformat el6idézotdl kiilonbozik.
Az elébbibdl hidnyzik egy 200 kDa molekulastlyd protein. Az atipusos myxomatosis torzs

vektorok nélkiili, kozvetlen tton vald terjedését allatkisérletben igazoltuk.
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9. SUMMARY

Ensuring the efficacy, potency and safety of the veterinary vaccines is a highlighted issue.
However, the vaccines are subjected by manufacturers to very scrupulous examinations in
order to obtain data about the main parameters mentioned above and to warrantee the
appropriate quality and effect of the vaccines, there are several reports about serious adverse
effects, reduced protective effect of vaccines.

Used molecular methods I tried to work out the most charatceristic problems of the
official vaccine control, which either cannot be solved by traditional virological methods or
only by applying time consuming procedures. For this purpose I examined vaccines
containing live virus and problems caused by these vaccines.

First, 12 NDV vaccines sent for registration procedure were analysed. The RT-PCR
was carried out, using the RNA purified directly from vials without any egg inoculation. The
matrix (M) gene of NDV genome was amplified and digested by Hinfl and Mbol. According
to the RFLP a homologue contamination was revealed, i.e. the LaSota vaccine strains was
contaminated with B-1 strain. The two components were separated by plaque purification
obtaining unequivocal prove of a contamination which may have happened during the
manufacturing procedure. In case of another NDV vaccine, the vial should have contained
VG/GA vaccine strain according to the dossier but V4 Queensland strain was found.

In the second chapter, samples from outbreaks in Sweden were examined by RT-PCR.
A ,.diagnostic” and a ,,phylogenic” RT-PCR were carried out. The amplicons were analysed
by MegAlign software. D274 and Massachusetts strains were identified. Considering the fact,
that before 1997 Sweden was a ,,non-vaccinating” country, it is very interesting that the
Massachusetts strains after 1997 showed 100% similarity with the vaccine strain Ma5 used in
Sweden. In contrary of the samples after 1997, the Massachusetts strains before 1997 showed

only 86-94% similarity with the vaccine strain mentioned above. The studies revealed a
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strong possibility that the vaccination had lead to the spread of the vaccine virus, causing
various disease manifestation and confusing epizootiological situation in the poultry
population.

In the third chapter, the first appearance of the atypical myxomatosis in
Central. Europe is reported. The virus was isolated from eyelid specimen of a naturally
infected rabbit. Genetic analysis of the isolated virus was carried out by polymerase chain
reaction (PCR) and direct sequencing. The primers were designed on the basis of the major
envelope gene (Env) of the Lausanne reference strain in the GenBank. The viral proteins were
examined by SDS-PAGE. The isolated virus (ref. No.: BP04/2001) was able to infect the
susceptible animals directly, by contact way. The disease was characterised by respiratory
symptoms of the upper tracheal tract, conjunctivitis and high mortality by the 11-14. day. The
clinical and genetic examinations revealed that the cause of the disease is the atypical

myxomatosis occurred in France and Belgium to date.
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