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A brucellosis vizsgalata soran
alkalmazott szerologiai eljarasok
téves pozitiv eredményeinek
hattere: rossz csalival, rossz téban
horgaszunk?

Irodalmi 6sszefoglald I. rész

Banyasz Borbala', Antal J6zsef?, Dénes Béla3*"

OSSZEFOGLALAS

A szakirodalmi attekintés elsd részében a szerz8k — szemléletes metaforakat is
alkalmazva - részletesen feltarjak a brucellézis szeroldgiai vizsgalataiban el6-
forduld téves pozitiv eredmények molekularis hatterét. Kiemelik a Gram-negativ
baktériumok sejtfalanak, klilondsen az S teleptipusl lipopoliszacharidoknak a
meghatarozo szerepét, és bemutatjak a specificitasi problémak kialakulasanak
f6 okait.

SUMMARY

Brucellosis is a globally important zoonotic disease caused by Brucella spp. Despite
intensive control programs, serological testing — essential for monitoring - still
lacks ideal specificity. Most tests target smooth lipopolysaccharide (S-LPS), spe-
cifically the O-polysaccharide (OPS) component, as the primary antigen. However,
OPS structural motifs are conserved across many Gram-negative bacteria, leading
to false-positive serologic results (FPSRs) due to cross-reactivity, especially with
Yersinia enterocolitica O:9 and Escherichia coli O157. The first part of the review
delineates the biochemical foundations of FPSRs — using vivid metaphors to illu-
minate otherwise opague molecular interactions — with particular emphasis on
the structural diversity and immunological behavior of OPS, and the diagnostic
implications arising from these features.
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JARVANYTAN A BRUCELLOSIS VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT
SZEROLOGIAI ELJARASOK TEVES POZITiV EREDMENYEINEK HATTERE

Az ember és az allatok brucellosisa, valamint a fert6zéssel kapcsolatos egész-
séglgyi és gazdasagi kovetkezmények évezredek 6ta ismertek. A brucellosis

hatterében alld kérokozdkat, a Brucella fajokat BRUCE irta le el§szor, majd WRIGHT A brucellosis évezredek
a 19. szazad végén kidolgozta az elsd szeroldgiai diagnosztikai probat a fertd- ota ismert betegség

zés kimutatasara [1-3]. Azota a Brucella nemzetség tobb, mint 30 ismert fajra
b&vult, beleértve az olyan egzotikus gazdaszervezetekbdl szarmazo izolatumokat
is, mint a cetfélék. A baktérium fizioldgiai és genetikai flexibilitdsat bizonyitja,
hogy a korokozdét az emberi mellimplantatumok felUletérdl is sikertlt izolalni [4].

A brucelldk széles gazdaspektrumat, a szervezetben valéd megtelepedésiiket és
fennmaradasukat a kérokozd bamulatos alkalmazkoddképessége is biztositja. A

A brucellak macrophagokban és egyéb phagocyta sejtekben megtelepedett brucelldk intra-

kifejezetten ellendllé cellularisan is képesek szaporodni [5-7]. Ezen tdlmenden jél tlrik a szélséséges
baktériumok és képesek kornyezeti viszonyokat, pl. a hdmérséklet-, pH- és paratartalom-valtozasokat
a macrophagokban [8]. A brucelldkrdl alkotott 6sszképet a Brucella endotoxin viszonylag enyhe toxi-
szaporodni citdsa teszi érdekessé [9]. Talan nem véletlen, hogy a brucellosis kérjelzésében

a szeroldgiai mbodszerek terjedtek el, amelyek kozUl a WRIGHT &ltal kidolgozott
csBagglutinacids proba maddositott valtozata még ma is szerepel a diagnosztikai
palettan [10].

BRUCELLOSIS SZEROLOGIAI VIZSGALATA
ROSSZ CSALIVAL ROSSZ TOBAN HORGASZUNK?

A brucellosis immundiagnosztikajaban a javasolt probak kritériumai kozil harom
igény parhuzamos teljesitése jelenti a legnagyobb kihivast mind a kutatok,
mind a tesztfejleszt8k, valamint az allat-egészségligyi hatésag szamara: (i) a
Brucella-fert8zés korai, (ii) egyértelm{ meghatarozasa, ill. (iii) a tényleges fert6zés
és a vakcindzasbdl eredd szeroldgiai valasz megkilonbdztetése. A szeroldgusok
régdta almodnak arrél, hogy olyan eszkdzzel rendelkezzenek, amellyel kifoghatjak
az aranyhalat — a tokéletes ellenanyag-antigén komplexum képletes megteste-
sitdjét -, ezaltal teljesitve az emlitett harom kivansagot. A harmadik "kivansag"
nem képezi ennek az Osszefoglaldnak targyat, bar a masodikkal azonos vagy
annal nagyobb jelentéséggel bir azokban az orszagokban, ahol a brucellosis elleni
vakcinadzas a megelbzés részét képezi.

A haszonallat-allomanyok brucellosisanak felderitésére iranyuld szerolégiai
vizsgalatok soran jelentkezd téves pozitiv reakciok és eredmények - klUlénésen

A brucellosis a brucellosistdl mentes orszagokban, igy Magyarorszagon is — komoly gazda-
szeroldgiai kimutatdsa sagi kovetkezményekkel jarnak (pl. karantén, tej megsemmisitése stb.), amelyek
sordn nagy ardnyban hatasai az élelmiszerlanc minden szegmensét kozel egyforman sdjtjak. Ennek
jelentkeznek téves tUkrében a hivatalosan engedélyezett szeroldgiai probdk meghatarozasa kiemel-
pozitiv reakciék kedSen fontos. Az Allat-egészségligyi Vildagszervezet — World Organisation for

Animal Health (WOAH, kordbban OIE) — dllaspontja szerint a brucellosis vizsgalata
soran a pozitiv szeroldgiai reakcidok hatterének tisztdzasahoz tovabbra is a bar
megbizhatd, am megfelels tapasztalat nélkll nehezen végrehajthatd és munka-
igényes komplementkotési probat (KK, Complement Fixation Test, CFT) javasoljak
[10, 11]. A préba tovabbi hatranya, hogy nem alkalmazhaté minden kérédz4 faj - pl.
a lamak -vérsavémintainak vizsgalatara [12].

A szerolbgiai vizsgalatokat végzs laboratériumok szamara évtizedek Ota elér-
het8k az GUgynevezett Brucella-specifikus enzimhez kétott immunoszorbens
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) probak, amelyek jelent8sen csok-
kentik a KK-probak végrehajtasa soran jelentkezd munkaigényt, és lehetévé teszik
avizsgalat automatizalasat. Az ELISA-proba azonban sz(rbvizsgalatokra alkalmas,
egyedi vizsgalatokra azonban nem. A pozitiv szeroldgiai eredmények hatterének
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A szeroldgiai tisztdzasa minden esetben szikséges. Ugyanakkor a szeroldgiai probak teljesits-
vizsgalatokban képességét alapvetSen befolydsolja a prébak soran alkalmazott Brucella-antigén
reagalé ellenanyagok mindsége. Ugyanis — amint azt az alabbiakban bemutatjuk — a szeroldgiai vizs-
nem kizdrdlag galatokban reagald ellenanyagok nem kizardlag a Brucella spp. baktériumokkal

a Brucella spp. szemben termelddnek [13, 14]. Ennek szemléletes példaja a brucellosis vizsgalatara
baktériumokkal kereskedelmi forgalomban kaphaté indirekt ELISA (iELISA) préobék binaris oszta-
szemben lyozasi paramétereinek jellemzdi: 95%-0s megbizhatdsag mellett j6 diagnosztikai
termelédnek érzékenység (>98%) és gyenge diagnosztikai specificitas (<60%) [15] - amennyiben

figyelembe vesszik a téves pozitiv reakcidkat (false positive serologic results,
FPSR). Sajnalatos mdédon a gyartdk a diagnosztikai teljesitmény ismertetésekor
altalaban nem térnek ki a téves pozitiv reakcidk eléforduldsanak gyakorisagara.

A brucellosis szerolégia vizsgalatara széles korben alkalmazott ELISA-probak
esetében igen nagy a téves pozitiv reakciok kockazata. A probléma mérséklésére
szamos laboratérium nemcsak a klasszikus KK-prébat, hanem ezzel parhuza-
mosan a bengalvords probat (Rose-Bengal Test, RBT) [16, 17] valamint/vagy a
csBagglutinacios préobat (Serum Agglutination Test, SAT) [2, 3, 18, 19] is alkalmazza
az ELISA-eredmények fellilvizsgalatara [13, 20]. A WOAH altal ajanlott probak diag-
nosztikai érzékenységét és specificitasat a Tabldzat szemlélteti.

TABLAZAT. A WOAH dital ajénlott diagnosztikai prébdk érzékenysége és specificitdsa (%)

TABLE. Diagnostic sensitivity and specificity (%) of tests recommended by WOAH

Préba [15] Diagnosztikai érzékenység (%) Diagnosztikai specificitas (%)
RBT 100 (98,2-100) 86,4 (79,1-91,9)
KK 100 (98,2-100) 94,4 (88,8-97,7)
iELISA 100 (98-100) 58,4 (49,2-67,1)

RBT: Rose-Bengal Test, bengalvords proba; KK: komplementkotési proba; iELISA: indirekt enzimhez kététt immunoszorbens préba

A téves pozitiv reakcidk viszonylag gyakori el6fordulasa mogott tobb tényezd
hGzodik meg. Ezek kbézll igen gyakori probléma a hatarértékek nem egyértelm
meghatarozasa [21]. Emellett a prébakban hasznalt antigén-ellenanyag kdlcsén-
hatasok molekularis jellemzdi is jelentés hatassal vannak a reakcidra. A pozitiv
reakciok megerdsitésére szolgald tesztek eredményeiben is eléfordulhatnak téves
pozitiv reakcidk, ahelyett, hogy egyértelmdien kizarnak azokat. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a megerlsité probak hajlamosak ugyanolyan téves pozitiv
eredményeket produkalni, mint az ELISA-probak. Ennek fé oka feltehetben az,
hogy analitikai érzékenységlk joval gyengébb, ami olykor azt a benyomast kelt-
heti, mintha szelektivebben mUkodnének. A szeroldgiai eljarasok téves pozitiv

Az ELISA-prébakban eredményeinek forrasa — a probak mikodési elvétdl fuggetlentl — mind a sz{ré-
haszndlt Brucella- vizsgalatok sordn hasznalt ELISA-prébakban, mind a megerdsité vizsgalatokban
antigén epitépjai jelenleg alkalmazott Brucella-antigén, amelynek epitopjai keresztreakciét adnak
keresztreakciét adnak egyes Gram-negativ mikroorganizmusok ellen termel$dott ellenanyagokkal. Valo-
egyes Gram-negativ szinlsithetd, hogy joval tébb keresztreagaldé Gram-negativ baktériumfaj vagy mas
mikroorganizmusok - jelenleg ismeretlen — mikroorganizmus, ill. molekularis antigén jarulhat hozza
ellen termelédott a téves pozitivitas kialakulasahoz, mint amennyit altalaban a téves pozitivitas
ellenanyagokkal kivalté okanak tartunk [20].

A széles korben alkalmazott, ugyanazon Brucella-antigén, amely téves pozitiv
eredményekhez vezet, valamint a téves pozitivitast okozd egyéb, azonositatlan
antigénhatasu tényezdk valdszinl jelenléte fokozza azt a frusztrald helyzetet,
hogy amikor a brucellosis elleni immunvéalasz kimutatasahoz szikséges, harom
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kGlonbozd kovetelményt egyszerre kielégitd Brucella-specifikus immunglobu-
linokat prébaljuk megtalalni, olyan, mintha egy mesebeli aranyhalat akarnank
rossz csalival kifogni - esetleg egy olyan téban, ahol nem is él ilyen hal, vagy
ahol mohébb halak fogyasztjak el a csalit, esetleg a zavaros viz miatt a csali el
sem jut a megfelelé célpontig.

ROSSZ CSALI

Megfeleld csalival még a legzavarosabb vizben is j6 fogast lehet elérni, a megfeleld
téban még az egyébként tokéletlen csaliis hasznosnak bizonyulhat. Ahhoz, hogy
olyan csalit taldljunk, ami a kivant halakat vonzza, ismerntnk kell zsdkmanyunk
izlését és szokasait - vagyis azt, hogy a Brucella baktériumok milyen antigénjel-
lemz3i vonzzak a Brucella-specifikus ellenanyagokat.

A Brucella sejtfalantigénjeivel kapcsolatos kérdések

A Brucella spp. tagjaira, mint Gram-negativ baktériumokra, szendvicsszerke-
zet(i sejtfal jellemzd, amely a lipopoliszachariddal (LPS) boritott bakterialis kiils8
membranbdl, valamint a belsd, citoplazmatikus sejtmembranbdl all. A két memb-
ran kozotti, Ggynevezett periplazmatikus térben egy vékony peptidoglikanréteg
talalhato.

A Brucella nemzettség szinte minden tagja ugyanazt a szerkezeti sémat
koveti. Mas Gram-negativ baktériumokhoz hasonléan [22] azonban komoly bio-
16giai, biokémiai és késbébbi szeroldgiai kovetkezményekkel jar az olyan mutans
Brucella fajok megjelenése, amelyekbdl hianyzik a vastag, kllsé lipopoliszacharid
réteg [23]. Ezeket a mutansokat - a szilard taptalajon tenyésztett baktériumtelepek
vizualis jellemzése alapjan - R (rough, durva) tipusl brucellaként azonositottak.
Az R tipusl torzsek érdes, szemcsés megjelenésliek, mig az S (sima, smooth)
tipusU torzsek sima, fényes koldniadkat képeznek. Az R tipusi mutansok virulen-
cidja az itt nem részletezett mutacidk kovetkeztében radikdlisan csdkken [23],
igy potencialisan vakcinaként alkalmazhatok a bucellosis elleni védekezésben.
Mivel ritkdn fordulnak eld, a brucellosis szeroldgiai vizsgalata szempontjabdl
dltaldban csekély a jelentdséguk. Vakcinatorzsként vald alkalmazasuk ugyanakkor
nehézséget jelenthet a vakcinazott és a természetes (ton fertdzott allatallomany
szeroldgiai megkllénboztetése tekintetében.

Az S tipusU Brucella fajok eléfordulasa Iényegesen gyakoribb, igy a brucellosis
szeroldgiai vizsgalata soran elsGsorban ezek feleldsek a pozitiv eredményekért.
Emiatt a kovetkezsd fejezetekben az S teleptipusl Brucella spp. biokémiai és
antigén jellemzdit targyaljuk.

A sejtfal szerkezetét a baktérium belsd részeitdl (citoplazma) az extracellularis tér
felé haladva ismertetjik (1. dbra). Nem térink ki részletesen a citoplazmatikus fehérjék
mUkodésére, valamint a keletkezésiikhoz hozzajaruld bioldgiai struktlrakra, funkcidkra
és sejtmechanizmusokra, hanem csupan antigénjellemzdiket vesszik at [24-26].

A citoplazmat a citoplazmamembran veszi korul, amely foszfolipid kettds réteg-
ként (bilayer) épul fel, és kozvetlenll fedi a citoplazmatikus teret, emiatt ezt a
réteget citoplazmamembrannak is nevezzlik. A citoplazmamembranban kilon-
féle membranfehérjék helyezkednek el, de itt is csupan csak antigénmegjele-
nitd jellemzdiket targyaljuk [25]. A citoplazmamembran kllsé oldalan talalhaté
a periplazma, egy strukturalt, gélszerl tér, amelynek peptidoglikdn membranja
szerkezetileg és funkcionalisan is jelentdsen eltér a Gram-pozitiv baktériumok
peptidoglikanjatél, mivel nem tébbrétegl, igy sokkal vékonyabb és térékenyebb.
A periplazmatikus folyadékban oldott fehérjék (pl. hidroladzok, antibiotikumot
lebonté enzimek, hordozéfehérjék stb.) és bakterialis toxin alegységek talalhatok.
Ahogy a citoplazmatikus és membranfehérjék esetében, itt is csupan az attekintés
szempontjabdl Iényeges antigénjellemzdiket részletezzUk [27].
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FIGURE 1. Cell wall
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negative bacteria
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A sejtfal legkilsd részét a kilsé membran alkotja, amely egyetlen foszfolipid
membran-rétegbdl (monolayer) és az ahhoz kapcsol6dé lipopoliszacharid (LPS)
rétegbdl épul fel, igy aszimmetrikus szerkezetl. Ha az LPS pl. mutacidk hata-
sara vékonyabba valik, az aszimmetrikus felépités kdvetkeztében a baktérium
felszinének hidrofobicitasa jelentésen megndvekedhet, ami fokozza a spontan
Osszecsapddasra vald hajlamot — ahogyan azt az R teleptipust el8idézd mutacidk
esetében is megfigyelhetjlik. A klls6 membrant a periplazmatikus peptidogli-
kanréteget rogzitd specifikus fehérjék, az dgynevezett kllsé membranfehérjék
(OMP-k, outer membrane protein) tartjak a helyén. Ezek kdzUl egyes OMP-k a
porin csalad tagjai, amelyek jellegzetes B-hordd (B-barrel) szerkezetiikkel, vagyis
antiparallel B-red8kbdl alld csbszerl fehérjestruktlrajukkal biztositjak a sejtfa-
lon keresztlli molekularis kommunikaciot [28-30]. Bar az OMP-k és a brucellosis
szerodiagnosztikajaban rejld lehetséges alkalmazasuk részletes ismertetésére a
késébbi fejezetekben keril sor, mar itt érdemes megjegyezni, hogy sajat vizsga-
lataink szerint a peptidoglikan-fragmensekkel kovalensen kotott OMP-k intenziv
immunvalaszt valtanak ki, amelynek a diagnosztikan tilmutatd jelentdsége lehet
[31]. A legUjabb vizsgalatok megerdsitették, hogy az LPS szerkezete inhomogén,
mivel egyarant tartalmaz teljes hosszlUsagl poliszacharidlancokat (S-LPS) és
csonka forméakat (R-LPS), amelyek az OMP-k koré csoportosulnak [22, 32].

Az LPS hosszd, tobb tucat monoszacharidbdl felépulé poliszacharidlancai egy
vastag réteget alkotnak, amely a komondor szdrtincseinek jellegzetes struktlrajat
idézi. Ez a réteg megneheziti a hidrofdb molekuldk szamara a kiils6 membranon
vald dthatolast és a periplazmaba jutast. A fert8zés korai szakaszaban ez az er8-
teljes ,bunda” megtéveszti a gazdaszervezet immunrendszerét, majd késdbb
megvédi a Brucella baktériumokat a macrophagok altali bekebelezéstdl, amelyre
az alabbiakban részletesebben utalunk.

Az LPS harom, kovalensen dsszekapcsolt f6 elembdl all, amelyek dsszetétellik-
ben, szerkezetlikben és mikodésikben is eltérnek egymastdl. Ezek az elemek
— a baktériumsejt belsejétdl az extracellularis tér felé haladva — a kdvetkezdk:
() a lipid A, (ii) a mag-oligoszacharid (core oligosaccharide — COS) és (iii) az
O-specifikus oldallanc (O-specific oligosaccharide — OPS). A 2. dbra csupan a &
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2. ABRA. A Gram-negativ
baktériumok LPS-ének
fizikai felépitése a Brucella
LPS szerkezeti elemeinek
bemutatdsaval

LPS: lipopoliszacharid;
OPS: O-specifikus
poliszacharid;

COS: core oligoszacharid;
OM: klls6é membran

FIGURE 2. Physical assembly
of LPS of Gram-negative
bacteria demonstrated by the
elements of Brucella LPS

LPS: lipopolysaccharide;

OPS: O-specific polysaccharide;

COS: core oligosaccharide;
OM: outer membrane

3. ABRA. A Gram-negativ
baktériumok lipid A-janak
felépitése a Brucella lipid

A szerkezeti jellemzd&i alapjdn
COS: core oligoszacharid;
OM: kllsd membran

FIGURE 3. Assembly of lipid
A of Gram-negative bacteria
demonstrated by the
composition of Brucella lipid A
COS: core oligosaccharide;
OM: outer membrane

A BRUCELLOSIS VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT
SZEROLOGIAI ELJARASOK TEVES POZITiV EREDMENYEINEK HATTERE
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komponensek 0sszeallitasat szemlélteti; nem tartalmazva a részletes biokémiai
és biofizikai folyamatokat (pl. enzimreakciék, biokémiai Gtvonalak, sejten bellli
szallitasi Gtvonalak és ezek elemei [33]), amelyek a végsd dsszetételt és szerke-
zetet eredményezik.

A Gram-negativ baktériumok esetében a 3. dbrdn bemutatott lipid A jelleg-
zetesen konzervativ szerkezet(. A lipid A - hasonldan a foszfolipidekhez - egy
hidrofob alapbdl és az ahhoz kapcsolddd polaros fejbdl all, amely lehetévé teszi
a kilsé membran aszimmetrikus kettGsrétegének kialakuldsat. Altaldban egy
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meglehet8sen konzervativ szerkezetl, biszfoszforilalt diszacharid (hidrofil fej)
alkotja, amelyhez kiildnb6z8 hosszlUsagl és eldagazasy zsirsavliancok (hidroféb
alap) kapcsolédnak acilezéssel. Ezek a lipidkomponensek nem kovalens médon
kotédnek a kllsé membran foszfolipid-monorétegének hidrofob oldaldhoz.

Habar a lipid A-struktldrak - amelyek az LPS legmélyebben elhelyezkedd, az
OM-ba agyazott részei - szeroldgiai szempontbdl kevésbé |ényegesek, antigeni-
citdsuk mint a bakterialis endotoxicitas egyik f6 meghatarozd tényezdje, tovabbi
elemzést érdemel. Ez kUiléndsen igaz a brucelldk esetében, amelyek kis endotoxi-
citdsa hozzajarul e baktériumok rejtézk6dé képességéhez [9, 34, 35].

A Gram-negativ baktériumok kdrében a brucellak lipid A-ja tartalmazza a legin-
kabb hidroféb membranhorgonyt. A Brucella abortus lipid A-jaban a zsirsavlancok
jellemzé hossza 16-18 szénatom, bar el6fordulnak nagyon hosszd, 28-30 szénato-
mos egységek is [36, 37, 38], szemben az enterobaktériumokra jellemzé C12-C14
lancokkal [34, 39]. A Brucella lipid A-molekuldjaban hat hossz( zsirsavszubsztituens
jelentdsen megneheziti az endotoxin felszabadulasat, mig a Yersinia enterocolitica
lipid A-ja — amely csak négy, Iényegesen rovidebb zsirsavlancot tartalmaz — jo
forrdsa a szabad endotoxinnak.

Az S tipusU brucelldk intracellularis életmddjat nemcsak a gazdaszervezet
immunvalaszanak mérséklése tdmogatja az endoplazmatikus retikulumban
[6,7, 35], hanem az LPS lipid A-komponensének stabil membranhoz valé rogzitése
is hozzajarul ehhez [35]. Ez a tulajdonsag gatolja a lizoszémaban torténd lebomlast,
amely az R tipusy baktériumok esetében rendszerint bekdvetkezik. Bar az LPS ilyen
csillapité hatdsanak pontos mechanizmusa nem teljesen tisztazott, az S-LPS-
MHC ll-komplexek (f6 hisztokompatibilitasi komplex — major histocompatibility
complex, MHC) |étezését alatamasztd adatok arra utalnak, hogy e hatas hatte-
rében a rendkivil hidroféb lipid A tovabbi sajatossagai allhatnak [35, 40, 41, 42].

A 4. dbra a mag-oligoszacharidot (COS) szemlélteti, amely az LPS kilénboz8
szerkezetl és funkcidéjl alegységeit - a lipid A-t, valamint az O-specifikus oldal-
lancot - kovalens kotéssel 6sszekapcsold kdzponti struktUraként szolgéal. A COS
molekularis diverzitdsa jelentds nemcsak a baktériumfajok kozott, hanem az
egyes torzsek kozott is.
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A BRUCELLOSIS VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT
SZEROLOGIAI ELJARASOK TEVES POZITiV EREDMENYEINEK HATTERE

A Brucella mag-oligoszacharid két szerkezetileg eltérd, elagazd lancokat
tartalmaz6 alegységbdl all: a bels8 magbdl (inner core, CI) és a kiils6 magbdl
(outer core, CO). Fontos megjegyezni, hogy ezen alegységek efféle osztalyozasa
a legfrissebb kutatasi eredmények fényében elavultnak tekinthetd. A belsé mag
(Ch jellemz&en ritkan eléforduld cukordsszetevdkbdl épil fel, pl. a karakterisztikus
ketodeoxioktonsavbél (Kdo) vagy a D-kinovozaminbdl (QuiN), amelyek a Brucella
nemzetség sajatossagait tlkrozik [43].

A terminélis Kdo gyenge savakra érzékeny ketozidos kdtés révén kapcsolja a COS-t
a lipid A-hoz. A kilsé magban (CO) a hexézmonomerek szdma valtozd; legfeljebb
hat cukoregységbdl allhat. A monomerek szamatdl figgden a kilsd mag tovabbi
kisebb eldgazasokat is tartalmazhat - pl. Brucella esetében a D-glikdzamin oldal-
lancan keresztll. A COS az O-specifikus oldallanchoz (OPS) a belsd mag (Cl) - mint a
Y. enterocolitica O:3 szerotipusa €s a Brucella spp. esetében - vagy a kilsé mag (CO)
— pl. az Escherichia coli és Salmonella spp. esetében - terminalis régiéjabdl kiinduld
elagazasok révén kapcsolddik [34, 43-47].

Az Ggynevezett mély érdesdurva mutansok - amelyeknél az LPS szerkezetében
sUlyos, mutéacids eltérések figyelheték meg - (pl. az E. coli D31m4 esetében [48]) -
vizsgalatanak eredménye arra utal, hogy az életképes Gram-negativ baktériumok
COS-anak minimalis hossza legalabb két heptbzegység, és rendszerint altaldban egy
Kdo-monomer kapcsoldédasa szikséges a lipid A-hoz [48]. Léteznek ritka kivételek
is, pl. a Helicobacter pylori esetében, amelynél a lipid A-hoz mindbssze egyetlen Kdo
kapcsolodik.

A COS valtozatos Osszetétele és elagazd szerkezete kivald alapot kinalhat a bak-
tériumok antigenicitds szerinti azonositashoz. Az S tipusl baktériumok esetében
azonban ezt a valtozatossagot szeroldgiai alkalmazasokban nehéz kihasznalni, mivel
a COS altalaban az OPS-réteg alatt rejtve marad. Az OPS-lancok hosszanak, amelynek
diverzitasardl késdébb targyalunk, valamint a kilonb6zd OPS-molekuldk inhomogén
sejtfelszini elhelyezkedésének (vagyis az R LPS molekuldk OMP-k kéré csoportosula-
sanak [22, 32]) sokfélesége ndveli az intakt sejteken megjelend COS-motivumok elleni
immunvalasz kialakuldsanak elméleti lehetéségét, tovabba az ebben az immunre-
akcidban részt vevd ellenanyagok szeroldgiai kimutatasanak esélyét.

Az LPS legkllsd részét, az O-specifikus oldallancot (OPS) - amelyet az
5. és 6. dbrarészletez - O-specifikus poliszacharidnak vagy O-antigénnek is nevezik.

Az OPS nagyszamu ismétlédé alegységbdl all, amelyek 2-7 kilonb6z3 6sszetétell
cukorkomponensbdl épllnek fel. Ismétliédéslk jelentds nagyfokl antigénvariabi-
litdst eredményez. Az alegységmintazat jellemzd a baktériumfajokra, igy alapul
szolgalhat a Gram-negativ baktériumok szeroldgiai csoportositasahoz.

Az O-specifikus oldallancban |évé cukoralegységek szama - amely az R mutan-
sokban dramaian lecsdkken - meghatarozza a baktériumtelep morfoldgiajat.
Ennek alapjan az S teleptipusokat hosszlU OPS-lancokkal, mig az R mutansokat
ezek hianyaval kiulonboztethetjik meg. Az kis polimerizacidés fok miatt a rovid
OPS-t tartalmazd LPS-t lipooligoszacharidnak (LOS) nevezik.

Az O-specifikus oldallanc, amely a sejtfal kiilsd rétegét alkotja, az LPS antigeni-
citdsanak fé6 meghatarozdja. Bar szilard alapot biztosit a Gram-negativ baktérium-
fajok és -torzsek szeroldgiai megkulonboztetéséhez, megbizhatdsaga viszonylag
korlatozott [49]. Az OPS molekularis és topoldgiai diverzitasa elméletileg jelentls:
tobb mint Ot tucat kllonb6zb cukorrészletet azonositottak, amelyek a polimer
alkotdrészeként kulonbozd szdmban, ardnyban és mintazatban fordulnak eld.
Ezek a komponensek linearis vagy eldgazé lancokba épllhetnek, és akar nem
cukoreredetl szubsztituensekhez is kapcsolddhatnak [40, 50].

A nagy teljesitmény( genotipizalas korszakat megel8z6en, 2005-ig tébb mint
180 kUlonb6zdb E. coli O-szerotipust azonositottak [50], ami jol érzékelteti a fent
emlitett valtozatossagot. Paradox mddon azonban a jelentds molekularis diver-
zitéds sok esetben kisebb antigéndiverzitassal parosul [50]. Pl. az E. coli O35 és a
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B. suis biovar 2

Salmonella enterica 062 vagy az E. coli 098 és a Y. enterocolitica O:11, 24 vagy az
E. coliO8 és a Klebsiella pneumoniae O5 antigénjei azonosak vagy kdzel azonosak.
Hasonloképpen, a Brucella spp. antigénjei jelentds hasonlésadgot mutatnak az
E. coli O157:H7 és a Y. enterocolitica O:9 antigénjeivel, ami téves pozitiv szeroldgiai
eredményekhez vezethet.

A Y. enterocolitica 0:9 és a brucellak O-specifikus oldalldanca (l4sd az 5. dbrdt)
jellemz&en 4,6-dideoxi-4-formamido-alfa-D-mannopiranéz (alfa-D-Rhap4NFo)
cukorrészek homopolimere, amelyek kilonboz8d aranyban a(1-2) és/vagy a(1->3)
kotéseken/szénatomon keresztUl kapcsolddnak egymashoz. Amint a 6. dbrdn 1at-
haté, az a(1>2) és a(1-3) kotések eldfordulasi gyakorisdga a Brucella spp. tdrzseiben
eltérs, mikozben az a(1-3) kotések atlagos aranya 0 és 20% kozott valtozik. Az OPS
elsd szacharidmonomere mindig redukald végl, és a(1->2) kotéssel kapcsolddik
a kovetkezd cukorhoz.
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A BRUCELLOSIS VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT
SZEROLOGIAI ELJARASOK TEVES POZITiV EREDMENYEINEK HATTERE

A Gram-negativ baktériumtorzsek szeroldgiai megkilonboztetését alapvetben
az OPS-ben talalhatd ismétlddd oligomer szacharidmotivumok hatarozzak meg,
nem pedig az egyes cukorrészek antitest felismerése. Az OPS terminalis része
kivételes jelent6ségl szeroldgiai szempontbédl [51].
tek k6zé tartozik. Az elsd vizsgalatokat WiLson 1932-ben végezte el [52], megeldzve
a Salmonella spp. (1935) és az E. coli (1944) kés8bbi szerotipizalasat, amelyeket
KAUFMAN Uttord munkaja alapozott meg [53-56]. Az elsdként leirt szerotipusok — az
»M" a Brucella melitensis, ill. az ,A" a Brucella abortus esetében — alapoztak meg
a késbbb kialakult Brucella M és A antigéncsoportositast alapjat, amely a jelenleg
rendelkezésre all6 ismeretekhez vezetett; ezt az 5. és 6. dbra is sszegzi [51, 57, 58].

A Brucella OPS az A, M, C/Y és C antigéneket hordozhatja. A jelenlegi ismere-
tek szerint [57] az A antigén egy alfa-D-Rhap4NFo egységet képvisel, amely két
alfa-D- Rhap4NFo szacharid kozott a(1-2) kotéssel kapcsolédik. Egyszer(ibben
fogalmazva: az A antigén két alfa-D-Rhap4NFo egységbdl all, amelyeket a(1->2)
kotés kapcsol 6ssze (14sd az 5. Gbrdt). Az M antigén négy alfa-D-Rhap4NFo egy-
ségbdl 4116 klasztert alkot, amelyben kdzponti kapcsolatot egy a(1-3) kotés képezi,
mig a klaszter végpontjainal 1évé két szacharidot a(1>2) kotés kapcsolja dssze.
Mas széval, az M antigén két A antigén egységbdl épul fel, amelyeket egy a(1->3)
kotés kapcsol dssze. Amint a 6. dbrdn lathatd, a Brucella nemzetségben ismert
legaldabb egy olyan baktériumfaj, amely egységes antigénprofilt mutat: a B. suis
biovar 2 kizardlag A antigéneket tartalmaz [59]. Ritka kivételektdl eltekintve a
Brucella OPS terminalis régidja kozelében altaldban a(1->3) kotés taldlhato [51].

A molekularis alapl antigénmeghatarozas pontosabb tipizalast tesz lehe-
tdvé. Az A/M aranyok alapjan pl. a B. suis 2-es biovariansa teljesen A-dominans
(100%-ban A antigént tartalmaz), mig a B. melitensis 16M tdrzse minddssze
21%-ban tartalmaz M antigént [60].

A C/Y és a C antigének |étezése tovabbra is vitatott. EiIméletileg Ggy jellemez-
hetdk mint 4tfedd A és M antigének kildnbozd ardnyokkal. A C/Y antigén - pl. a
Brucella nemzetség egyes tagjainak és a Y. enterocolitica O:9 tdrzs kdzds antigénje
- t8bb A-t tartalmaz, mint M-et, mig a C antigén esetében az A és M arany kozel
azonos (A = M) [61]. Ha fenntartjuk a hal és csali metaforat, akkor ezek a csalétkek
a legnagyobb szdjd halak szamdra készlltek — ebbdl kdvetkezden kisebb szelek-
tivitast eredményeznek.

Szerolbgiai szempontbdl az S tipusd Gram-negativ baktériumok védd LPS-ré-
tegének legkilsd poliszacharid komponense meglehetésen egységesnek tlnik,
mivel az itt elGforduld cukoregységek valasztéka a baktériumcsaladok kozott is
rendkivil korlatozott. Kovetkezésképpen az izolalt, S-LPS eredet( antigének sze-
roldgiai vizsgalatokban torténd alkalmazasa szinte automatikusan téves pozitiv
eredményhez vezet. Az alkalmazott csalétek nyilvanvaldan tavol all a tokéletestdl.

A ROSSZ 7O

Mikdzben a kordbbi elemzés feltarta a jelenleg hasznalt csalikkal kapcsolatos prob-
Iémakat, ill. felvazolt néhany olyan - késébb részletesen kifejtendd - lehetdséget
a jobb eredmények elérése érdekében, Ugy a tavat benépesitd halak jellemzdi és
a t6 tisztasaga tovabbi alapos vizsgalatot igényelnek.

ZAVAROS VIZEK

A gazdapopulaciéban jelen Iév8 immunreaktiv ellenanyagok valamelyike kdlcson-
hatdsba Iéphet a probainkban szerepl$ antigénnel - azaz a Brucella S-LPS-szel
-, és téves pozitivitast okozhat, ami a brucellosis gyanujat keltheti, valamint az
dllat-egészséglgyi hatdsag intézkedését teszi szilkségessé. A to tllsdgosan zava-
ros ahhoz, hogy a valddi zsdkmanyt azonositani lehessen, ha jelen van egyaltalan.
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A fejlett szeroldgiai vizsgalati mddszerek megjelenése Ota jél dokumentaltak
a keresztreakcidk szamos Gram-negativ baktérium esetében, mint pl. a Yersinia
enterocolitica 0:9, az Escherichia coli 0157, a Salmonella urbana O30, az Escher-
ichia hermannii, a Francisella tularensis, a Stenotrophomonas maltophilia 555, a
Salmonella godesberg és a Vibrio cholerae. Ezek a keresztreakcidok a mai napig
aggodalomra adnak okot [15, 20, 57, 62-64]. Az emlitett, valamint mas - még nem
azonositott — enyhe vagy tiinetmentes betegséget okozd, nem patogén baktérium-
torzsek eléforduldsa bizonyos és gyakorlatilag elkerllhetetlen az allatallomanyokban.

Fontos figyelembe venni, hogy az eml8sok fejlett immunrendszerének ,vakbuz-
galma” a zavarossag egyik forrasa. Ez abbdl fakad, hogy az immunrendszer vakon
reagal, és ellenanyagokat termel szinte barmilyen idegen agens ellen, legyen az
bakterialis vagy nem bakterialis eredetld. Amennyiben szeroldgiai vizsgalatainkban
tovabbrais S-LPS-antigéneket kivanunk alkalmazni, elengedhetetlen, hogy a vizs-
géalati eredmények értelmezésekor az oligo- vagy poliszacharidantigének minden
lehetséges forrasat figyelembe vegyik. Ez a feladat 6nmagaban is rendkivil nehéz,
ha nem lehetetlen. A téves pozitivitast okozd, nem bakterialis eredetl antigénekkel
kapcsolatos problémat még figyelembe sem vettik.

Minden antigénhatasli komponens — beleértve a nem bakterialis eredetl antigé-
neket is - noveli a szé&rumban jelen 1évs keresztreagald ellenanyagok koncentracidjat
azaltal, hogy olyan immunvalaszt indukal, amely soran az S-LPS-szel vagy annak
komponenseivel kdlcsonhatasba [épd antitestek képzddnek. Ennek kovetkeztében
alacsony jel-zajarany alakul ki, ami megneheziti vagy akar ellehetetleniti a valodi
Brucella-ellenes antitestek kimutatasat. A specifikus diagnosztikai proba szem-
pontjabdl kivanatos ellenanyag-antigén reakcid igy kompetitiv gatlas ala kerdl.
Mas szdval: a té6 zavarossaga 6nmagaban temérdek alaranyhalat hoz Iétre, amelyek
mohon harapnak, igy az igazi zsakmanynak alig van esélye elérni a tokéletlen csalit.

RIVALIZALO HALRAJOK — AZ IMMUNVALASZ IDOBELI LEFOLYASA

A td zavarossaga nem az egyetlen akadalya az aranyhalak kifogasanak. Az aranyha-
laknak Iéteznek alpopulacidik, és nem minden aranyhal képes mindharom kivan-
sagot teljesiteni. Ezen tllmenden erdfeszitéseinket az is hatraltathatja, hogy az
immunvalasz kinetikdjatél figgden kilonbozs ellenanyag-osztalyok fordulnak eld.

A brucelldk altal alkalmazott lopakodd mechanizmusok célja a gazdaszervezet
immunrendszerének modulalasa, amelynek 8 célkitlizései a kovetkezdk: (i) a fer-
t6zés helyén a gyulladas megelSzése, (ii) a fagocitdzis elkeriilése, (iii) a gazdasejtek
apoptézisanak gatlasa, valamint (iv) a citokinvalasz blokkoladsa. Bar a legfrissebb
vonatkozo ismeretek mélysége lényegesen tilmutat e dolgozat keretein, jelen mun-
kankban elsGsorban az ellenanyagvalaszra helyezzik a hangsulyt [6, 7, 35, 39, 65-73].

A Brucella-fertézés esetén az immunvéalasz kezdetben atmeneti, de erételjes humo-
ralis reakcidval indul [74, 75]. A sejtes immunvalasz késdbb alakul ki, rendszerint a
fert6zést kovetd 3-4 héten belll [76, 77], és intradermalis b&rprobaval akar tobb évig
is kimutathatd marad [77]. Akut fazisban az immunvalaszt elsGsorban az IgM-izotipus
képviseli, amely dominansan jelenik meg [78]. EInGz6d6 lefolyas esetén - ill,, ha a kez-
deti lgM-valasz nem mutathato ki — a betegség kiljulasa megndvekedett IgM-szinttel
jarhat [79]. Az immunvalasz ezt kbvetSen 2-4 héten belll IgG-izotipusra valt [79].

Az izotipusvaltas - vagy annak hianya - elméletileg felhasznalhatd a téves
pozitiv és a valddi pozitiv eredmények megkllonboztetésére [80]. A fertbzés
korai felismeréséhez szikséges kovetelmények teljestlését azonban jelentdsen
akadalyozza fentebb emlitett, izotipusvaltashoz kotddé varakozasi idé. Mivel a
kUlénbozd tipusy szeroldgiai tesztek célérzékenysége eltér az egyes immunglo-
bulin-izotipusok tekintetében, a szeroldégiai eredmények pontos értelmezéséhez
elengedhetetlen tovabbi informacid a fert6zés iddbeli lefolyasardl az egyes gaz-
daszervezet esetében. Ez az informacié azonban gyakran hianyzik, és bar esetleg
potolhatd, elGfordulhat, hogy nem all rendelkezésre.
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A BRUCELLOSIS VIZSGALATA SORAN ALKALMAZOTT
SZEROLOGIAI ELJARASOK TEVES POZITiV EREDMENYEINEK HATTERE

Dolgozatunk kbvetkezd részében attekintjlk mindazokat a kutatasi és fejlesztési
torekvéseket, amelyek a specificitasi problémak kezelésére iranyultak, kildnds
tekintettel az ELISA-alapl moddszerekre. Megvizsgaljuk, miként hasznosithatok
e vizsgalatok eredményei a szeropozitiv mintak hitelesitésére szolgald probak
tervezésében. Elemzéslinket olyan 6sszefoglald keretbe helyezzik, amely eltér
a hagyomanyos tudomanyos kdzlemények hangvételétdl: egy haldszati metafora
segitségével érzékeltetjik a téves pozitiv reakcidok 6sszetett, gyakran rejtve maradod
jelenségkorét, és ravilagitunk azokra a mddszertani megoldasokra, amelyek a
diagnosztikai megbizhatdsag ,tisztabb vizei” felé vezethetnek.
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