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ROVIDITESEK JEGYZEKE ES SZAKNYELVI IRASMOD

chorioallantois-membran

caseinolytic proteases (kazeinolitikus proteazok)

counts per minute

dezoxiribonukleinsav

embryo infective dose 5o (embridk 50 %-at fert6z6 dozis)
enzyme-linked immunosorbent assay

elektronmikroszkop

neonatalis Fc receptor

goose circovirus (liba circovirus)

goose hemorrhagic polyomavirus (liba hemorrhagias polyomavirus)
goose parvovirus (liba parvovirus)

hemalaun eozin

interferon

immunglobulin

interleukin

internalin A

internalin B

intraperitonealis

kilodalton

lethal dosesy (50 %-ban elhullast okoz6 dozis)

listeria pathogenecity island 1 (listeria pathogenitasi sziget 1)
listeriolysin O (listeriolizin O)

Membrane filter method for enumeration of Pseudomonas aeruginosa
angol kifejezés roviditése

munkatarsai

Office International des Epizooties (Organisation Mundial de la
Sante Animale; World Organization for Animal Health;
Allategészségiigyi Vilagszervezet)

phosphate-buffer (foszfat pufferoldat)

polimerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)
phosphatidylcholine-specific phospholipase C
(foszfatidilkolin—specifikus foszfolipaz C)
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PI- PLC = phosphatidylinositol-specific phospholypase C
(foszfatidilinozitol—specifikus foszfolipaz C)

PrfA = Positive regulatory factor A (pozitiv szabalyoz6 faktor A)

SDS-PAGE = sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gelelectro-phoresis

(natrium dodecylszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis)

sc. = subcutan
o” = alternativ szigma faktor
TNF = tumor nekrozis faktor

TSA triptikdz-soy agar

A tézisekben a baktériumfajok elsé emlitése utdn a nemzetség neve roviditve van

kiirva, a cimek kivételével:

= Erysipelothrix
L. = Listeria
M. = Mycoplasma
Ps. = Pseudomomas

A szakszavak és kifejezések irasmodja az Orvosi szétar (Brencsan 2006)

eléirdsainak felel meg.
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ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Az Allatgyogyaszati Oltdéanyag-ellenérzé Intézetben, majd jogutdédjaban, az
Allatgyogyaszati Oltéanyag- Gyogyszer- és Takarmany-ellenérzé Intézetben
lehetéségem volt feladatainkkal 6sszefiiggd vizsgalatok végzésére. Ertekezésemben
ezek koziil 6t targykor eredményeit foglalom Ossze a kandidatusi értekezésem

védése (1978) utdni iddszakbdl, melyek a kdvetkezékben 6sszegezhetdk.

Az 1980-as években mar elfogadottd valt a szakirodalomban, hogy a Listeria
monocytogenes f0 virulenciafaktora a hemolizin, de nem volt adat arra vonatkozoan,
hogy a listeria torzsek altal termelt hemolizin mennyisége ardnyos-e a torzsek
virulencidjaval. Ezért vizsgaltuk a L. monocytogenes torzsek altal termelt hemolizin
(listeriolizin O, LLO) mennyisége, és egérkisérletben mért virulencidjuk kozotti

Osszefiiggést (Bernath és Szemerédiné Pitron 1989; Bernath és Pitron 1989).

A natrium dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) készitett
proteinképek értékelésénél hagyomanyosan leggyakrabban valamely frakcid 1étét,
vagy hianyat veszik figyelembe, mennyiségi viszonyaikat, a frakciok nagysagat
pedig vizualisan hatdrozzdk meg. Az elmult évtizedekben tobb korokozo
baktériumfaj esetében kimutattdk, hogy valamely fontos tulajdonsdg meghatarozott
molekulatomegli proteinfrakciohoz kapcsolodik, mely SDS-PAGE eljaréassal
elvalaszthato. Ilyen esetben fontos, hogy a frakcido nagysagardl is informaciot
kapjunk. SDS-PAGE proteinképek értékelésére alkalmaztunk egy szadmitogépes
programot (Quantiscan for Windows, Biosoft, Cambridge, UK), mely informaciot
ad a frakciok nagysdgara vonatkozdan is, és vizsgaltuk az eljarassal kapott

eredmények reprodukalhatosagat (Bernath és Morovjan 1998).

A Pseudomonas aeruginosa gyors kimutatdsa vizbdl és a baktériummal szennyezett
feliiletekrol fontos feladat, mivel kontaminaci6 esetén fert6zés forrasai Iehetnek. A
baktérium izolalasara korabban kidolgoztak egy szelektiv, szintetikus taptalajt
(Szita és Bird 1990; Szita és mtsai 1995). Ismert az is, hogy az impedimetriat
alkalmazzék baktériumok gyors kimutatdsara (Martins €s Selby 1980; Colquhoun ¢s

mtsai 1995; Flint és Brooks 2001). Vizsgalatokat végeztiink, hogy az impedimetrias
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eljards az emlitett szelektiv téptalaj felhasznaldsaval alkalmas-e Ps. aeruginosa

kimutatasara vizmintdkbol (Szita és mtsai 2007).

Napos koru libapipék Derzsy betegség elleni szérumos kezelése utan nagyaranyu
elhullast észleltek Magyarorszagon 1969-ben, melyet a szérumok nem kivant
hatdsanak kivizsgalasakor a tiinetek, a korbonctani és korszovettani elvaltozasok, a
libak fertdézésével nyert adatok, de elsdsorban a korokozoval fertdézott naposlibak
hiperimmun szérumokkal végzett védési kisérleteinek eredménye alapjan egy 1j,
addig ismeretlen betegségnek tekintettiink (Bernath és Szalai 1970, 1971; Szalai ¢és
Bernath 1971). A beteg libdkon ¢észlelt tiineteket €s a korbonctani elvaltozasokat
Doman (1970), valamint Siiveges és Szécsényi (1970), a fert6z6 anyaggal végzett
kisérleti libafertdzések eredményeit Siiveges és Szécsényi (1970) is ismertette. A

korokozo azonositdsa 1969-1971-ben nem tortént meg.

Franciaorszagban észlelt esetek kapcsan Guerin és mtsai (1999; 2000) azonositottak
a betegség korokozojat, és Goose hemorrhagic polyomavirus (GHPV) névvel
jelolték. Ezt kovetden vizsgalatokat végeztiink a GHPV kimutatdsara a betegség
els6 észlelése idejébdl szarmazod fert6z0 anyagbol (Berndth és mtsai 2001).
Munkéank sordn uj adatokat kaptunk a betegség korfejlédésére vonatkozodan is

(Bernath és mtsai 2002; Dobos-Kovacs ¢s mtsai 2005).

Szakirodalmi adatokbdl ismert, és sajat vizsgalataink is igazoltak, hogy a liba
polyomavirus nem szaporithatdé szovettenyészeten, igy ilyen modon nem volt
titralhato. Ezért célul thztik ki eljaras kidolgozasat a virus titraldsara
libaembridkon. Leirtuk a virussal fert6zott libaembridk jellegzetes kérbonctani
elvaltozasait. Vizsgaltuk tovabba, hogy a liba polyomavirussal fert6zott embriokbol
kikeld kislibak terjeszthetik-e a libak véromléses vese- bélgyulladasa betegséget

(Bernath és mtsai 2006).

Egy kutatécsoport tagjaként vizsgaltam, hogy ujsziilott malacok bél-lumenébdl a
colostrumban 1évé lymphocytak abszorbedlédnak-e, vagyis atjutnak-e az 0jsziilott
szervezetébe (Tuboly és mtsai 1988). A vizsgalatok elvégzését az indokolta, hogy

az emlitett fontos targykorben szakirodalmi adat nem volt fellelhetd.
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Az allatgyodgyaszati készitmények forgalombahoztalanak engedélyezési eljarasa és
mindségiik ellendrzése azt a célt szolgalja, hogy csak egyenletesen j6 mindségi,
artalmatlan és hatékony készitmények keriiljenek forgalomba (Berndth és mtsai
1992; Sods 2000; Bernath 2006). Az allatgyogyaszati készitmények fogalomkorébe
egyarant beletartoznak az oltdéanyagok ¢és a gydgyszerkészitmények is. Az elmult
években feladatom volt az allatgyodgyaszati gyodgyszerkészitmények torzskdnyvezés
elotti  értékelése, ¢és a forgalombahozatali engedély meghosszabbitdsdhoz
kapcsolédd véleményezés. Ebben a témakorben irt kozleményeim egy része
értelemszeriien a bioldgiai készitményekre vonatkozdan is figyelembe vehetd
megallapitasokat tartalmaz (Bernath 1995; Bernath és mtsai 1996a, 2001b; Bernath
¢s Némethné-Konda 2006). Ezeket a cikkeket az értekezésben nem targyalom, de

indokolt esetben hivatkozom rajuk.

Nem targyalom az ¢értekezésben azokat a mikrobiolégia vagy immunologia
targykorébe tartozd kozleményeket sem, amelyek az 1978-ban irt kandidatusi
értekezésemhez kapcsolédnak (Bernath és mtsai 1987, 1987a, 1989, és 2004), vagy
ha a vizsgalatok eredményei elsdsorban az élelmiszerhigiénidban hasznosithatok
(Bernath és mtsai 2000; Szita és mtsai 2003, ¢és kozlés alatt; Kiss és mtsai 2006,
2006a, 2007).



IRODALOM ES SAJAT VIZSGALATOK

1. A LISTERIA MONOCYTOGENES TORZSEK ALTAL TERMELT HEMOLIZIN
MENNYISEGE ES A VIRULENCIAJUK KOzZOTTI OSSZEFUGGES
VIZSGALATA

A Listeria monocytogenes torzsek virulenciaja - Irodalom

Irodalmi  adatok szerint a L. monocytogenes virulencidjaért, vagyis
tamadoképességének fokaért (Varga és mtsai 1999), felelésnek tartott tényezok a
hemolizin, a lipolitikus hatdsi anyagok, tovabba a sejtfalban taldlhaté monocytosist

okoz6 és toxikus lipoid anyagok (Ralovich 1984; Varga 1998).

Az elmult években szamos kutaté foglalkozott a L. monocytogenes
virulenciatényezdinek vizsgélataval. Megéllapitottdk, hogy a virulenciafaktorokat
meghatarozd gének a kromoszoma két kiilonb6zdé helyén taldlhatok (Vazquez-
Boland ¢és mtsai 2001, Hajtés 2003). Hat virulenciafaktor génje (prfA, plcA, hly,
mpl, actA és plcB) a hly géncsoporton, vagy mas néven PrfA fiiggd virulencia
géncsoporton taldlhaté, melyet ujabban LIPI-1-nek neveznek a ,listeria
pathogenecity island 17 elnevezés alapjan. A géncsoport altal kodolt
virulenciatényezdk meghataroz6 fontossagiak a L. monocytogenes intracellularis
szaporodasaban, ¢és a gazdasejtek kozotti terjedésében (Vazquez-Boland és mtsai

2001).

A L. monocytogenes nem fagocita sejtekbe jutdsdhoz sziikséges internalin A ¢s
internalin B proteineket kodold inl4 és inlB gén egy virulenciaszigetet alkot. A két
gént Gaillard és mtsai (1991) és Dramsi és mtsai (1995) irtdk le. Kifejezddésiiket az
alternativ szigma faktor (¢°) szabalyozza (Kim és mtsai 2004, 2005; Kazmierczak
¢s mtsai 2006). Tengerimalacokon végzett kisérlet alapjan Garner és mtsai (2006)
megallapitottak, hogy a o°—nak az inld kifejezédésének szabalyozasaval

meghatdroz6 szerepe van a gastrointestinalis fertéz6désben.

Az emlitett két géncsoport altal kodolt virulenciafaktorok funkcidja roviden a

kovetkezOkben Osszegezhetd. A L. monocytogenes korokozoképessége arra
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vezethetd vissza, hogy a gazdasejteket fagocitozisra tudja késztetni, ezt kovetden
szaporodik a gazdasejtekben, és kozvetleniil 4t tud jutni mdas sejtekbe is. A
baktérium a folyamat soran a sejtekben marad, ezért védett a gazdaszervezet szdmos
védekezdrendszere ellen, ideértve az ellenanyagokat és a komplementet (Doyle

2001).

Szajon keresztiil torténd fertézédéskor a vékonybélben a Peyer-plakkok kdrnyékén
enterocytak és a macrophag sejtek veszik fel a L. monocytogenes baktériumokat, és
a macrophagokban jutnak el a vérrel és a lymphaval a méjba vagy a Iépbe. A
fertdzés korai szakaszadban a majban, és a Iépben a neutrophilok és macrophagok
szama megnd. Ezek a sejtek, tovabba a CD8" T sejtek (Jiang és mtsai 1997)
ratapadnak a listeridkat tartalmazoé majsejtekre, ¢s feloldjak azokat. Amennyiben a
T-sejtes immunitdas nem nyujt megfeleldé védelmet, akkor a listeridk a
hepatocytakban és a macrophagokban szaporodnak. Az utébbiakban a vérarammal
eljutnak kiilonb6zé szervekbe, igy az agyba és a méhbe (Doyle 2001; Vazquez-
Boland és mtsai 2001).

A L. monocytogenes gazdasejtekbe jutdsa fontos a szisztémas fertdzés kialakuladsa
szempontjabol, mind az eredendden fagocita képességli macrophagokba, mind a
nem fagocitdldo sejtekbe, mint amilyenek az epithelialis sejtek €s a madjsejtek
(Gaillard ¢és mtsai 1987). A L. monocytogenes fagocita sejtek altal torténd
bekebelezésében a C3bi és Clq komplement-receptoroknak van szerepe (Alvarez-

Dominguez 1993; Vazquez-Boland és mtsai 2001).

A nem fagocita sejteket a listeridk késztetik fagocitdzisra. Azonositottdk a L.
monocytogenes feliileti proteinjeit, melyek a baktérium nem fagocita gazdasejtekbe
jutadsadhoz sziikségesek. Ezek az internalinok, p60 protein, kazeinolitikus proteazok

(Clp) és az ActA protein (Nair 2000, Doyle 2001; Vazquez-Boland és mtsai 2001).

Internalin A (InlA4)
Az InlA volt a L. monocytogenes elsé olyan feliilleti proteinje, melyrdl
megallapitottdk, hogy a baktérium nem fagocita sejtekbe jutdsdhoz sziikséges. Az

InlA egy 80 kDa nagysagu protein, segiti a bejutast a Caco-2 enterocyta tipusu
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epithelialis sejtvonalba (Gaillard €s mtsai 1991; Vazquez-Boland ¢és mtsai 2001). Az
InlA receptora emlds sejteken az E-cadherin, mely ugynevezett transzmembran
sejtadhézios protein. Fizioldgias funkcidja a sajat sejtek kozotti kapcsolatokban van

(Mengaud ¢és mtsai 1996; Cossart és mtsai 2003).

Internalin B (InlB)

A L. monocytogenes majsejtekbe jutasaban van szerepe, és valosziniileg néhany
epithelialis vagy fibroblast-tipusti sejtvonal (Vero, HEp-2, Hela, CHO) sejtjeibe
jutashoz is sziikséges (Braun és mtsai 1998, 2000; Doyle 2001; Bierne és Cossart
2002). Az InlB egy 65 kDa molekulatomegii protein (Lingau és mtsai 1995).
Receptora a Met hepatocita novekedésifaktor receptor, és kapcsolatba 1ép a gClgR
receptorral és a peptidogliikanokkal is (Cossart és mtsai 2003; Pizarro-Cerda ¢és

Cossart 2005)

p60 (iap) protein

A p60 proteint (invasion associated protein) az iap gén kodolja. Az iap gén
mikddése fiiggetlen a PrfA-t6l. A p60 protein a téptalaj feliillaszojaban és a
baktérium sejtfalahoz kapcsoldédva is megtalalhaté. Az iap gén az R teleptipusu
torzsekbdl hidnyzik. Ezek a torzsek a virulens térzseknek megfelel6 mennyiségi
LLO-t termelnek, de virulencidjukat elvesztették. A virulencia hidnya abbdl adodik,
hogy a baktériumok nem tudnak bejutni a gazdasejtbe. Amennyiben a p60 proteint
kiils6 forrasbol hozzaadjuk az R tipusu tenyészethez, akkor a baktériumok lancszerii
elrendezddése megsziinik, és helyredll a virulencia (Vazquez-Boland és mtsai
2001). A p60 protein irodalmi adatok szerint fontos antigén a L. monocytogenes

elleni immunitds szempontjabol is (Harty és Pamer 1995).

Kazeinolitikus protedzok és ATP-dz
A kazeinolitikus protedzok (Clp) mintegy 100 kDa molekulatdmegii proteolitikus

enzimek, altalanos stressz proteinek (Doyle 2001).

A ClpC ATP-az ¢és CIpE L. monocytogenes virulenciafaktorok szerepe roviden a
kovetkezOkben Osszegezhetd. A ClpC ATP-4z segiti a macrophagokban a vacuola

membranjanak elroncsoldsat, ¢és ez altal a L. monocytogenes talélését a
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sejtekbe jutdsaban. Hidnya esetén csdkken az InlA, InlB és ActA termelddése, és
ezért fontos virulenciafaktor (Nair 2000). A CIpE, mint stresszfaktor sziikséges
ahhoz, hogy a L. monocytogenes a 42 °C-os kornyezeti hdmérsékletet tartosan
talélje. A baktériumsejt osztodadsaban van szerepe. A L. monocytogenes ClpC-CIpE
kettds mutans egéren vizsgalva apathogen (Nair és mtsai 1999).

A nem fagocita sejtekbe jutast segitd ActA proteint kodolé gén a LIPI-1-en
helyezdédik, kifejez6dését a prfA protein szabdlyozza, igy szerepérdl ennél a

géncsoportnal esik sz06.

A LIPI-1-en 1év8 prfd, plcA, hly, mpl, actA és plcB géneken kodolt

virulenciatényezdk szerepe a kovetkezd.

PrfA

A L. monocytogenes prfA génje kodolja a PrfA (positive regulatory factor A)
proteint mely szabalyozza a LIPI-1-ben taldlhaté gének kifejezddését (Herler és
mtsai 2001). A PrfA negativ mutans L. monocytogenes virulenciaja jelentOsen
csOkken, mintegy ezerszeresen. Kazmierczak és mtsai (2006) a prf4 gén aktivitasat
a plcA gén kifejez6désének mérésével hataroztak meg intracellularisan helyezddo,
¢s gazdasejten kiviili L. monocytogenes vizsgéalataval. Megallapitottak, hogy a prf4

gén aktivitdsa gazdasejtben mintegy 95-sz6r nagyobb, mint a sejten kiviil.

Foszfatidilinozitol-specifikius foszfolipaz C (PI-PLC)

A L. monocytogenes két kiilonbozd foszfolipaz C-t szintetizdl, ugymint a
foszfatidilinozitol-specifikus foszfolipdz C-t (PI-PLC), és a foszfatidilkolin—
specifikius foszfolipaz C-t (PC- PLC). Ezek koziil a PI-PLC-t a plcA-prfA operonon
1évé plcA gén kodolja. Human sejtvonalakon végzett vizsgalatban megallapitottak,
hogy a PI-PLC a baktérium elsédleges vacuoldbol vald kiszabadulasat segiti
(Cossart és mtsai 2003). Az elsddleges vacuola (fagoszoma) akkor alakul ki a L.
monocytogenes koriill gazdasejt sejtmenbranjabdl, amikor a sejt fagocitilja a

baktériumot.
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Hemolizin, listeriolizin O (LLO)

A LLO-t koédolé hly gén a LIPI-1 kozponti helyén van. Az emlitett
virulenciatényezdk koziil a legtobb kutatas kétségteleniil a hemolizin megismerésére
iranyult, mely 58 kDa molekulatomegli protein, a tiolaktivalta -citolizinek
csoportjaba tartozik (Low ¢és mtsai 1992; Dubail 2000; Hajtés 2003.). Vizsgalatok
igazoltak, hogy a kisérleti 4llatok véndjaba adagolva nem csak a vordsvérsejteket
karositja. Nyulakon végzett vizsgadlatban kimutattdk, hogy karosodnak a

vérlemezkék és a fehérvérsejtek is (Siddique és mtsai 1969).

A hemolizin szerepét tisztazo vizsgalatok koziil ki kell emelni Gaillard és mtsai
(1986) kutatésait, akik a L. monocytogenes hemolizin termeléséért felelds hly gén
virulencidjat, nem tudott szaporodni a fertézott egerekben. A transposon spontan
elvesztésével a virulencia helyreallt. A kisérlet eredménye igazolta, hogy a
hemolizin termelése meghatarozd jelentéségli a virulencia kifejezddése
szempontjabol. ,,A Listeria monocytogenes virulencidja” témakorrél Périzsban,
1987-ben tartott 3. Mikrobioldgiai Férumon Gaillard és mtsai (1986) eredményeire
alapozva fogalmaztdk meg azt a véleményt, hogy két megfigyelés a hemolizin

termelés €s a virulencia kozti 6sszefiiggésre utal:

1. Valamennyi vizsgalt, nem hemolizalé L. monocytogenes térzs nem pathogen,
¢s minden pathogen L. monocytogenes térzs hemolizist okoz véres agaron.

2. Nem hemolizal6 mutans, melyet virulens tdrzs transposon mutéaciojaval
kaptak nem tudott szaporodni a gazdaszervezet reticuloendothelialis
sejtjeiben. Az ilyen baktériumok koziil azok, amelyek elvesztették az idegen

génszakaszt hemolizint termeltek, és a virulencia helyredllt.

Az els0 ponttal kapcsolatban meg kell emliteni: Berencsi és mtsai (1983) is
kozolték, hogy valamennyi L. monocytogenes tdrzs termelt hemolizint, melyet

koresetekbdl izolaltak.
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A fentiekbdl Vincente és mtsai (1987) arra kovetkeztettek, hogy vagy a hemolizin
jatszik kozvetleniil szerepet a virulencia mechanizmusaban, vagy a listeria genomba
bevitt génszakasz, mely megakaddlyozza a hemolizin termelést, gatol mas

virulencia faktorokat is.

Cossart és mtsai (1989) kutatdsi eredményei a hemolizin kozvetlen szerepére
utaltak, mert egyértelmiien igazoltak a hemolizint kodold gén jelentdségét a L.
monocytogenes torzsek virulencidjdban. A hemolizin termelést kodoldé gén
hemolizint kodolo gént plazmiddal a baktériumba juttatva a virulencia helyreallt.
Hasonl6 eredményrdl szamoltak be Mengaud és mtsai (1989). A hemolizinnek az
eddigi vizsgalatok alapjan a baktériummal telt sejtvacuolak feloldasdban van
szerepe (Portnoy és mtsai 1992), de hasonlo aktivitdsa van a foszfolipdz C-nek is

(Cossart ¢s mtsai 2003).

A L. monocytogenes baktériumot a gazdasejtek fagocitdljak, és ekkor alakul ki a
sejtmembranbol a vacuola a baktérium koriil. A baktérium nem hemolizalé mutdnsai
az eredend6en nem fagocita sejtekben egy ideig még élnek a vacuolaban, de nem
tudnak osztddni, és mas sejteket megfertdzni. A ,hivatdsos” fagocita sejtek csaknem
azonnal megkezdik a vacuoldkban 1évd listeridk elpusztitasat, és a baktériumok
talélése attol fiigg, hogy ki tudnak-e szabadulni a vacuoldbdl. A vacuolamembran
feloldasdhoz a LLO sziikséges. Megallapitottak, hogy a vacuolaban gyorsan savas
pH (= pH 6) alakul ki, mely a LLO maximalis aktivitadsadhoz sziikséges, ¢s folyamat
a vacuola membranjanak repedéséhez vezet. Ekkor a pH megemelkedik és a LLO
inaktivalodik, és igy nem tudja karositani a gazdasejt membranjat. A LLO
inaktivalasdban szerepliik van a sejt citoplazmajaban és a citosolban 1évd
enzimeknek is (Doyle 2001; Dramsi és Cossart 2002). A L. monocytogenes a

gazdasejtben a citosolba keriil, és ott szaporodik.

Metalloproteaz
A két foszfolipaz kozil a PI-PLC aktiv forméban szintetizalédik a

baktériumsejtben, mig a PC-PLC inaktiv, és aktivalasdhoz a baktérium cink-fiiggd
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metalloprotedz enzimje, és a gazdasejt cisztein-protedz enzimje sziikséges. A

metalloproteaz enzimet a mpl gén kodolja (Coffey és mtsai 2000; Doyle 2001).

ActA protein

A L. monocytogenes gazdasejten beliili helyvaltoztatdsdban van szerepe. A
baktérium mdés gazdasejtek irdnydba torténd mozgdsat az ActA sejtfeliileti protein
inditja el. Az ActA hatdsara az aktin molekuldkbol aktinszalak alakulnak ki. A
baktériumok az aktinszalak mentén a sejtmembranig jutnak, és rajta Ggynevezett
listeria-gubokat képeznek. Ezek eldbb a szomszédos sejtekbe bedblosddnek, majd
az eredeti sejttd] elvalva oda atjutnak. Igy lehetévé valik a L. monocytogenes sejtek
kozotti kozvetlen terjedése Ugy, hogy a baktérium nincs kitéve az ellenanyagok
hatasanak. A baktériumok a szomszédos sejtbe kettds sejtmembranbol kialakult,
ugynevezett masodlagos vacuoldban jutnak at. Kisérletileg is igazolt, hogy a LLO a

masodlagos vacuoldk feloldasahoz is sziikséges (Doyle 2001).

Az ActA protein a gazdasejt-citosolban tobb mint 200-szoros mennyiségben
termelddik a levestenyészethez viszonyitva (Shetron-Rama 2002). Az ActA proteint
az actA gén kodolja, melynek elvesztése esetén a L. monocytogenes mintegy 60-70-
szer kisebb mértékben tudja megfertézni az epithelsejteket mint az eredeti torzs

(Vazquez-Boland és mtsai 2001).

Foszfatidilkolin—specifikius foszfolipaz C (PC-PLC)

A PC-PLC-t a plcB gén kodolja és a L. monocytogenes sejtek kozotti terjedésében
van szerepe (Doyle 2001). Megallapitottak, hogy a LLO-val egyiittesen a baktérium
masodlagos vacuolakbol valo kiszabaduldsanal fejti ki hatdsat (Cossart és mtsai

2003).

Kutatési eredmények igazoltdk, hogy a PC-PLC bizonyos esetekben helyettesitheti a
LLO-t. Griindling és mtsai (2003) kozolték, hogy az altaluk vizsgalt valamennyi
egér sejtvonalban a LLO feltétleniil sziikséges volt az elsddleges vacuolak
felolddsdhoz. A Henle 407, HEP-2 ¢és HeLa huméan epithel-sejtvonalakban viszont a
L. monocytogenes LLO hianyaban is ki tud szabadulni az elsddleges vacuolakbol a
PC-PLC hatasara. LLO-t nem termelé L. monocytogenes torzs vizsgalataval

kimutattdk, hogy PC-PLC termelése megemelkedett a gazdasejtben a
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levestenyészethez viszonyitva. Griindling és mtsai (2003) is megerdsitették, hogy az
enzim humdn sejtvonalakon végzett vizsgalat szerint a mésodlagos vacuoldk
feloldasdhoz is sziikséges, mely lehetévé teszi a baktérium sejtrél sejtre torténd

terjedését.

Katalaz és szuperoxid dizmutdz

A baktérium elsddlegesen az anyagcsere sordn keletkezd szabad hidroxilgydkok
megkotésére termeli ezeket az enzimeket, de ugyanilyen funkcidjuk lehet a fertézés
soran a  gazdaszervezet  oxigénhez  kotott  mikrobiocid  aktivitdsadnak
semlegesitésében is (Cepeda ¢és mtsai 2006). Csak kis szerepliik lehet a L.
monocytogenes virulencidjaban. A kataldztermelés elvesztésének nem volt méretd
hatasa a virulencia mértékére. A szuperoxid dizmutdz aktivitas elvesztése kicsit
csOkkentette a  baktérium  szaporodoképességét  egércsontvelébdl  nyert
macrophagokban, és az egerek szerveiben. Az eredmény kettés mutans baktériumok

esetén kifejezettebb volt (Vazquez-Boland és mtsai 2001).

AgrA protein

Autret ¢és mtsai (2003) kimutattak, hogy az AgrA protein a L. monocytogenes altal
kivalasztott szdmos protein termelddését befolyasolja, ideértve a LLO-t is. Az agrAd
génszakasz elvesztése esetén egerek iv. oltasdval meghatdrozva mintegy tizszer
magasabb baktériumszam az LDs érték. A viszonylag nem nagy valtozas arra utal,

hogy nincs fontos szerepe a fertézési ciklusban.

Megallapitottak, hogy a L. monocytogenes virulenciatényezdinek termelddését a

kornyezeti hatasok is befolyasoljak.

Homeérséklet

A L. monocytogenes 4-25 “C-on torténd tenyésztése csOkkenti a LLO termelddését,
de az eredeti allapot 2 o6ra alatt helyredll 37 °C-on. Az adhézidés proteinek
termelddése megnd 42 °C-on, de ez nem ndveli a virulenciat, mert viszonylag kevés
ilyen molekulara van sziikség baktériumsejtek megtapadésdhoz, és a gazdasejtbe

jutashoz (Doyle 2001).
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Vasionok hatasa a LLO termelésére
Cowart és Foster (1981) vizsgalatai szerint a taptalaj vasion tartalma forditott
ardnyban van a L. monocytogenes altal termelt LLO mennyiségével. A vizsgalt

taptalajok 1-12 uM Fe’* iont tartalmaztak vascitrat formajaban.

Ralovich és mtsai (1977) szerint a virulens torzsek jellemzdi a kdvetkezdk: béta
hemolizis juh- vagy lovért tartalmazd agaron, lipdz aktivitds, egér pathogenitds
intraperitonealis  fertdzés utan, tovabba patogenitds csirkeembridra, ¢és

keratokonjunktivitiszt okoz6 hatas.

Ralovich (1984) kézdlte, hogy virulens L. monocytogenes torzseknél az LDsy <10°-
107 baktérium egér intraperitonealis fertézésével meghatirozva. Az avirulens
torzseknél ugyanez az érték mintegy 1,5x10° baktérium. A vizsgalatkor a
megfigyelési id6 a fert6zés utan 7 nap. A csirkeembridok intravénas fertézésekor a
virulens torzseknél, négy napos megfigyelési idével az LDsy < 6x10* baktérium,
szikzsakba oltassal meghatarozva pedig LDso < 6x10* baktérium. Az avirulensnek
tekintett torzsekkel végzett intravénas fertézéskor az LDsy > 3x10° baktérium.
Keratokonjunktivitiszt a virulens torzsek esetében tobb mint 10° baktérium okoz

(pozitiv Anton-féle teszt), mig az avirulens térzseknek nincs ilyen hatasuk.

A L. monocytogenes elleni hatékony immunitashoz antigénstimulusra reagalé T
sejtek sziikségesek, mivel a mikroorganizmus a megfertézott szervezetben
intracelluldrisan helyezddik (OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals, 2004, Schneider 2004). Az immunitds kialakuldsa soran a
citokinek, ugymint az interleukinok (IL), interferonok (IF) és tumor nekrézis faktor
(TNF) aktivaljak az immunrendszert. Szamos citokin segiti a L. monocytogenes
elleni védekezést. Ezek kozé tartozik az IL-1, IL-2, IL-12, INF-y és TNF-a. A T
sejtes immunitds, ha jol funkcional, felismeri ¢s eliminalja azokat a L.
monocytogenes sejteket, melyek elkeriilik a neutrophil és macrophag sejteket. A
CDS8" T sejtek vesznek részt az elsddleges L. monocytogenes fertdzés lekiizdésében,
¢s immunmemoria kialakuldsdval jelentds védelmet nyujtanak a masodlagos
fert6zésekkel szemben (Seaman és mtsai 2000). Ugyanezen sejtek felismerik a
listeriakkal fert6zott sejteket, és lizdljak a fert6zott majsejteket (Jiang €s mtsai

1997).
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Szamos kozlemény foglalkozik L. monocytogenes vakcindk eldallitdsaval ¢és
vizsgalatdval. A vakcinatorzseket tobb esetben az emlitett virulencia-gének

kiiktatasaval allitottak eld.

Osebold és mtsai (1959) a formalinnal inaktivalt és aluminium-hidroxidhoz
adszorbedlt kisérleti és kereskedelmi L. monocytogenes vakcinaval juhokat nem
tudtak megvédeni a virulens baktériumtenyészettel i.v. végzett fertdzéssel szemben.
Miller és Czuprynski (2002) eredményei szerint egerek rekonvaleszcens szérummal
torténd kezelése, vagy formalinnal eldlt L. monocytogenes oralis adagoldsa nem
védte meg az egereket a gastrointestinalis fertdzéssel szemben. Hazankban
elsésorban kozegészségiigyi megfontolasbol csak inaktivalt oltéanyag volt
forgalomban az 1990-es évek kozepéig, mely a juh-listeriosis agyveldgyulladésos
korforméjanak megeldzésében szerény eredményeket hozott (Hajtos 2003). A
vakcina hatékonysagi vizsgéalatanak kidolgozasara végzett vizsgalatok is
sikertelenek voltak (Kulcsar 2005). Kézlemény jelent meg arrél is, hogy a LLO-t
nem termeld torzsek nem valtanak ki hatékony immunitdst a listeriosis ellen. Az
immunitas é16, LLO termelé L. monocytogenes torzsekkel valthato ki, és CD8" T

sejtekkel vihetd at mas allatba (Bouwer és mtsai 1999).

Potel ¢és Schulze-Lammers (1985) egy L. monocytogenes vakcina eldallitasat és
ellendrzését ismertették, mely 1968-ban keriilt kereskedelmi forgalomba
Németorszagban. A vakcina 1/2a és 4b szerotipusi L. monocytogenes R
telepformaju torzsekbél szerotipusonként legalabb10® €16 baktériumot tartalmazott.
Eldallitasa soran a tenyésztést 22 °C-on végezték, hogy a flagellaris antigéneket is
tartalmazza a vakcina. A vakcina hatékonysagi vizsgdlata egéren tortént, a K
véddindex meghatarozasaval. Az egereket 0,5 ml vakcina s.c. oltadsaval
immunizaltdk. Az immunizalt és kontrol egerek fert6zését tiz nap mulva végezték a
vakcinatorzsekkel egyez0 szerotipusu L. monocytogenes virulens torzsek
tenyészeteinek tizes 1éptéki higitasaival. A Kéarber szerint szamitott véddindexnek
legalabb 100-nak kell lenni. A szerzék megallapitjak, hogy a vakcinazott egerek

vérsavoinak ellenanyagtiterébdl nem lehet kovetkeztetni a vakcina hatékonysagara.

Norvégiaban 1984-ben keriilt kereskedelmi forgalomba egy L. monocytogenes

baktériumokat tartalmazé vakcina, mely juh adagonként 1/2a ¢és 4b tipustu
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torzsekb6l egyenként 10° baktériumot tartalmazott. Az adjuvansként szaponint
tartalmaz6 liofilizalt vakcinat visszaoldas utdn 2 ml-es adagban sc. oltottdk. A
vakcina alkalmazdsanak elsé két éves iddszaka alapjan kérddives felméréssel
megallapitottak, hogy a listeriosis eléforduldasa mintegy 4 %-rol 1,5 %-ra csokkent a
vakcindzas hatadsara. A kezelt allomanyok 85 %-4dban nem figyeltek meg a
vakcinazashoz kothetd nem kivant hatast. Az allomanyok 10 %-4ban par 4llatnal
étvagycsokkenést  észleltek, mig 5 %-aban néhany 4allatndl 4atmeneti
étvagytalansagot, vagy a vakcindzdshoz kothetd megbetegedést diagnosztizaltak.

Elhullast nem jelentettek (Gudding és mtsai 1989).

Meg kell emliteni, hogy a L. monocytogenes-t virus- ¢és daganatantigének
vakcinavektoraként eredményesen alkalmaztdk allatokon végzett vizsgalatokban,
ugyanis alkalmas idegen antigének cellularis immunrendszerbe juttatdsara. Peng ¢€s
mtsai (2004) két L. monocytogenes-alapu kisérleti vakcinat termeltek, melyek a
human papillomavirus-16 E7 oncoprotein ellen hatékony immunvalaszt tudtak

kivaltani egereken.

Zhao ¢és mtsai (2005) a L. monocytogenes dal dat génjeinek deletiojaval olyan
baktériumot allitottak eldé, mely nem tud D-alanint szintetizdlni. Az aminosavat a
gerincesek sem szintetizaljak. A torzset vakcinavektorként alkalmazva a vakcindhoz
adott d-alanin biztositotta egérkisérletben a L. monocytogenes ideiglenes tulélését,
ameddig az immunitas kialakult. A vakcinatorzs tovabbfejlesztését jelentette a L.
monocytogenes dal dat/pRRR torzs eldallitdsa, amikor is a pRRR suicid plazmid
hordozza a dal gént, és igy a baktérium rovid ideig szintetizalni tudja a D-alanint. A
L. monocytogenes dal dat/pRRR torzzsel oltott egerekben a baktérium 2-3 napig
életben marad, hatasara LLO-specifikus effektor CD8" T-sejtek jelennek meg
szervezetiikben, és az egerek kivédik a L. monocytogenes virulens torzzsel végzett

fertozést.

Angelakopoulos és mtsai (2002) a vakcinavektor L. monocytogenes torzseket gén-
deletioval allitottak el6. Az actd/plC gének deletiojaval eldallitott torzs
artalmatlansagi vizsgalatat onkéntes személyeken is elvégezték. A vizsgalat sorén
10°-10° baktérium peroralis adagoldsa utan nem észleltek lazas héemelkedést, vagy

hasmenést, és a vérbdl végzett bakterioldgiai vizsgdlat negativ eredményt adott. A
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vakcinatorzs liritése négy napon beliil megsziint, egy személy kivételével. Azoknal,
akik a legmagasabb dozist kaptdk L. monocytogenes elleni humordlis és celluléris

immunvalaszt mutattak ki.

Az elobbiekben emlitett irodalmi adatok tehdt mar az 1980-as évek végére
egyértelmiien igazoltak, hogy a L. monocytogenes hemolizinnek fontos szerepe van
a baktérium 4altal okozott betegség kialakuldsdban, és ezért a hemolizint a L.
monocytogenes {6 virulencia faktordnak tekintették. Nem volt adat arra
vonatkozoan, hogy a torzsek altal termelt hemolizin mennyisége és a virulencia
mértéke kozott van-e Osszefliggés. Intézetiinkben szamos kutatdst végeztiink az
allatkisérleteket kivalté alternativ vizsgalé modszerek alkalmazasa céljabol
(Bernath ¢és mtsai 1979, 1981; Soo6s 1983; Soo6s és Bernath 1985), ¢és
felhasznalasaval (Szent-Ivanyi és mtsai 1981). Meg kell jegyezni, hogy az alternativ
vizsgalo eljarasok kidolgozasat a szakirodalom jelenleg is igen fontosnak tekinti
(Anon 2005). Az emlitett okok miatt vizsgéltuk, hogy van-e szamszerii 6sszefliggés
a kiilonbozbé L. monocytogenes torzsek altal in vitro termelt hemolizin mennyisége,
¢€s az egér intraperitonealis fertdzésével meghatarozott virulencidjuk k6zott (Bernath

¢és Pitron 1989).

Annak ellenére, hogy Magyarorszagon csak inaktivalt L. monocytogenes vakcina
volt forgalmazasat engedélyezték, kilfoldi gyartok esetenként érdeklddtek
Intézetiinkben  ¢l6  torzset  tartalmazdé  vakcina  forgalombahozatalanak
engedélyeztetése ligyében is. Egy ilyen torzs hemolizintermelését és virulenciajat is

megvizsgaltuk (Bernath és Pitron 1989).

A Listeria monocytogenes torzsek altal termelt hemolizin mennyisége

és a virulencidjuk kozotti osszefiiggés vizsgalata — Anyag és modszer

Baktériumtorzsek és tenyésztésiik.
Az elsd vizsgalatban 12 L. monocytogenes torzzsel végeztilk a kisérletet. Egy
kiilf61di eredetli vakcinatorzs volt (R18), a tobbi torzset pedig emberbdl, egészséges

juhok bélsarabol, hiivelyébol, valamint listeriosisban elhullott juhokbol izolaltak. A
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vizsgalatot koriilbeliil egy ¢év elteltével a 12 torzs koziil 9-el megismételtiik (1.

tablazat 1.,2.,3.,6.,7.,8.,9., 11., és 12. sorszamu torzsei).

A torzsek hemolizald képességét egy egérpasszazs utan 5% juhvért tartalmazo
agarlemezen ellendriztiik, majd triptikdz-soy agaron (TSA) tenyésztettiik Cole-féle
edényben. A baktériumtelepeket 24 0Ords tenyésztés utdn edényenként 5 ml
fiziologids konyhasdoldattal lemostuk. Az igy kapott baktérium-szuszpenzidnak
meghataroztuk az ¢élécsiraszamat, és ugyanebbdl a baktérium-szuszpenzidbdl
végeztiik el a hemolizin mennyiségének mérését, valamint az LDsy meghatarozasat

egereken. Az ¢l6csiraszam meghatarozdsa TSA lemezen tortént.

Virulencia meghatarozdsa

A baktérium-szuszpenzidk huslevesben készitett 10-es alapi higitasi sorabdl
higitdsonként 6t-6t 18-20 g tomegli, CFLP-t6rzsbol szarmazé egérnek 0,5-0,5 ml-t
fecskendeztiink 1 p.-an. A megfigyelési id6 egy hét volt. Az LDsy értéket Reed
Muench modszerével szamitottuk ki (Horvath 1974).

Juhvorésvérsejtek radioizotopos jelolése

A juhvordsvérsejteket haromszor mostuk fizioldgias konyhasooldatban. Szaz ml 2
%-0s vOrdsvérsejt szuszpenzié centrifugalt iiledékéhez 12 MBq °'Cr tartalmu
Na,CrO4-t adtunk (MTA Izotép Intézete, Budapest; fajlagos aktivitasa 1046 GBq/g).
A voOrdsvérsejt-szuszpenziot 1 oraig 37 °C-on inkubdltuk, 10 percenkénti
felrazassal. A radioaktivitas 57 %-a kotddott a sejtekhez. Haromszori mosas utan a
vOrosvérsejt szuszpenziot 2 %-ra higitottuk fizioldgids konyhasdoldattal. A
radioaktivitas 98,9 %-a sejthez kotott volt. A mintdk radioaktivitdsat NZ 31 tipusu

Autogamma Spectrometerrel (Gamma Miivek, Budapest) mértiik.

Hemolizis meghatdrozasa
A baktérium-szuszpenzidk harmas 1éptékli higitasaibol 500 pl-t azonos mennyiségi
jelolt vordsvérsejt szuszpenzidoval inkubaltuk egy oran keresztiil 37 °C-on.

Centrifugalas utan a feliilisz6 radioaktivitasat mértiik.

Az clébbiekkel azonos modon bemért mintdkb6él meghataroztuk a teljes

hemolizissel felszabadithat6 radioaktivitast gy, hogy a vordsvérsejteket haromszori
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fagyasztassal, és a mintdkkal azonos mennyiségli desztillalt vizes kezelésével egy
ora iddtartamig roncsoltuk. A spontdn izotopfelszabaduldst ugy hataroztuk meg,
hogy az izotoppal jelolt vordsvérsejt szuszpenzidt egy Oran at inkubaltuk 37 “C-on,
majd centrifugalas utan a feliilusz6 radioaktivitdsat mértiik. Minden mintabol 3-3

parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

A hemolizis mértékét az alabbi mdédon szamitottuk ki.

Hemolizis-
sel felsza- minta feliiluszo6 radioaktivitasa, cpm — spontan felszabadulo6 radioakt., cpm

badulo = x 100

radioak- maximalis felszabadithat6 radioakt., cpm — spontan felszabadulé radioakt., cpm

tivitas %

Ezt kovetden kiszdmitottuk a listeria torzsek 50 %-o0s hemolizist okozo6 higitasainak
értékei €s egér LDso értékei kozotti korrelacios koefficienst, és a t értéket (Horvath

1974).

A Listeria monocytogenes torzsek altal termelt hemolizin mennyisége,

és a virulenciajuk kozotti osszefiiggés vizsgalata — Eredmények

A kisérletekben a L. monocytogenes torzsek 4altal in vitro termelt hemolizin
mennyisége ¢és egér intraperitonealis fertdzésével mért virulencia kozotti
Osszefliggést vizsgaltuk (Bernath és Szemerédiné Pitron 1989). Az elsé kisérletben
12 listeria torzs, majd egy €év mulva egy masodik kisérletben ezek koziil kilenc altal
termelt hemolizin mennyiségét, és egéren mért virulencidjat hasonlitottuk Ossze.
Mindkét esetben valamennyi torzs kétféle vizsgalata, ¢és az ¢élécsiraszam
meghatarozasa egyidejiileg, parhuzamosan tortént, az azonos koriilmények
biztositasa érdekében. A torzsek alap-baktériumszuszpenzidinak €lécsiraszamaban
¢észlelt kisfoku elétérés a hemolizis és egérvirulencia Osszefliggésének vizsgalatat
nem befolyasolta. A két §sszehasonlitott érték meghatarozasa ugyanis minden torzs
esetében egy baktérium-szuszpenziobol tortént. A szadmitaskor azt vettiik
figyelembe, hogy az adott torzsbdl késziilt baktérium-szuszpenzié hanyszoros
higitdsa okoz a vizsgalo rendszerben 50 %-os hemolizist, illetve mennyi egér LDso-t

tartalmaz 0,5 ml-ben.



22-

A 12 L. monocytogenes torzs hemolizal6 hatdsanak vizsgalati eredménye az 1.
abran lathat6. Megallapithatd, hogy a vizsgalt torzsek koziil 2 kevés, 9 kdzepes

mennyiségii, 1 nagy mennyiségli hemolizint termelt.

Hemolizis %

100 {
90 -
80 -
70
60
50

40
30
20-
10

1 3 9 27 81 243

Baktérium-szuszpenzio higitasa

1. abra 12 Listeria monocytogenes torzs hemolizintermeld képessége. A
horizontalis szaggatott vonal jelzi a tozsek 50 %-os hemlizintermeld
képességét.

A 12 L. monocytogenes torzs vizsgalatanak adatait, vagyis a felhasznalt higitatlan
baktérium-szuszpenzidok ¢éldcsiraszamat, tovabba ezek 50 % hemolizist okozo
higitasat és egér LDso értékét 0,5 ml baktérium-szuszpenzidoban az 1. tablazat

tartalmazza.

Az eredményekbdl megallapithatd, hogy esetenként nagy mennyiségli hemolizint
termeld torzshoz alacsony egér LDsg érték tartozik. Példaként emlithetd az R-18
jelzésti L. monocytogenes kiilfoldi eredetli vakcinatorzs (1. tablazat 2. sorszam),
mely avirulensnek minésiil (3,6x10° baktérium 10" egér LDsg), és a vizsgalt 12
torzs koziil csak egynek volt magasabb a hemolizin termelése. Maskor kevés
hemolizint termeld térzs 0,5 ml baktérium-szuszpenzidja viszonylag magas egér

LDsg —et tartalmazott. Ilyen példdul a 11. torzs.

A 12 torzs hemolizis és egérvirulencia vizsgalatokban kapott eredményébdl
kiszamithatdé volt a két jellemzd kozotti korrelacids egyiitthatdé, ami r = 0,408

értéknek felelt meg. Ha az elsd kisérletbdl csak azt a kilenc torzset vessziik
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figyelembe, melyek egy év mulva ujra vizsgalatra keriiltek, akkor az r = 0,448
értékl volt. Egy év elteltével ismételten vizsgalt 9 térzsnél a hemolizintermelés ¢és

egérvirulencia kozotti 6sszefliggést r = 0,163 korrelacids egyiitthato jellemezte.

1. tablazat A Listeria monocytogenes térzsek hemolizin termeld képessége és az
egér LDsy értékek

A torzs Baktériumszusz- | Baktériumszuszpen-
Egér
o penzié élécsira- zi6 50% hemolizist LDS%) /0,5
sor- jelzése szero- i o, 14
szAma tipusa szama 0,5 ml-ben okoz6 higitasa# m
1 Juh 1/2 3,8 x 10° 1:237,6 10%°
nyirokcsomo

2 R-18 1/2 3,6 x 10° 1:88 10"7

3 Bp-20" 4 3,6 x 10° 1:8,0 10°

4 Karancs 1/2 43x10° 1:54 10%%4

5 Sur” 1/2 7,0 x 10° 1:5.2 10%%

6 Sarszentagota 1/2 2x10" 1:4,8 10*°

7 22 Oe juh bélsar 1/2 2,4x10° 1:3.8 10*°

8 AU 1/2 3,3x 10° 1:2,97 10!

9 Péaszto” 12 2,7 x 10° 1:1,79 10%°

10 | Bodajk* 12 2,9x 10° 1:1,73 10%!7

11 |22 Oe juh| 112 3,8x 10° 1:—1,73" 10*?7
hiively

12 | OU juh nyirok- | 1/2 2,2x 10° 1:—2,47" 10"°
csomo

Juhagyvel6bdl izolalt torzsek. *~  Szamitott érték. # Az értékek a vizsgalt
baktériumtorzsek tenyészetének higitatlan alapszuszpenzidjara vonatkoznak.

Korrelacids egylitthato: r = 0,408 t=1,42
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A Listeria monocytogenes torzsek altal termelt hemolizin mennyisége,

és a virulenciajuk kozotti osszefiiggés vizsgalata - Megbeszélés.

Az eredmények alapjan els6ként allapitottuk meg, hogy nem mutathatdé ki
Osszefiiggés, a L. monocytogenes torzsek altal in vitro termelt hemolizin
mennyisége ¢és az egéren intraperitonealis fertdzéssel mért virulencia kozott.
Megallapithatd tehat, hogy egy L. monocytogenes tdrzs altal termelt hemolizin
mennyiségébdl nem lehet kovetkeztetni a virulencia mértékére (Bernath ¢és

Szemerédiné Pitron 1989).

A torzsek altal termelt hemolizin mennyisége és a virulencia kozotti Osszefiiggést
értékelve a miénkhez hasonld eredményrdél szamoltak be Kathariou és mtsai is
(1988). L. monocytogenes torzseket 4 °C-on tartésan tarolva, vagy 56 °C-on egy
¢jszakan at inkubalva ugynevezett hiperhemolizald torzseket allitottak eld. Az
eredeti ¢és a hiperhemolizdld mutans virulencidjat egér intravénds fertézéssel
vizsgaltak. A kétféle baktériumokat a kisérleti allatok 1épébdl ugyanolyan szamban
tudtak visszaizolalni. Megallapitottdk, hogy nincs kozvetlen 0Osszefiiggés a L.
monocytogenes altal in vitro termelt hemolizin és a virulencia kozott, mert a
hemolizintermelés valtozdsa nem befolyasolja a virulenciat. Meg kell emliteni, hogy
Kathariou ¢és mtsai kozleménye ugyan 1988-ban megjelent, de szerkesztOségbe
kiildésének idopontja 1987. julius 8., a mi dolgozatunknal ez az idépont 1987.

marcius 17. (Bernath és Szemerédiné Pitron 1989).

Késébb szdmos munka megerdsitette eredményilinket. Waseem és mtsai (1995)
ko6z61ték, hogy nyulon intravénas fertdzéssel végzett 6 passzazs sordn a vizsgalt L.
monocytogenes torzs morfoldgiai, biokémiai és szerologiai jellemzdi nem valtoztak.
Ezzel szemben a 6. passzazs utan izolalt térzsnek alacsonyabb volt az in vitro mért
hemolitikus aktivitdsa és magasabb a nytlon mért virulencidja, mint a kisérlet
kezdetén. Az eredménybdl arra kovetkeztettek, hogy a listeriolizin (hemolizin) in
vitro termelésének szintje nem parhuzamos a nytlon mért virulenciaval, ¢és
kozleményiinkre hivatkozva megéllapitottdk, hogy hasonl6 eredményrdl szadmoltunk

be korabban mi is (Bernath és Pitron- Szemerédi 1989).
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Talbouret ¢s mtsai (1991) és Roche ¢és mtsai (2001) is megerdsitették, hogy nincs
Osszefliggés a L. monocytogenes torzsek altal termelt hemolizin mennyisége ¢€s
virulencidjuk kozott. Meg kell emliteni, hogy az utébbi szerzdk a L. monocytogenes
plakk vizsgalatait HT-29 human adenocarcinoma sejtvonalon alkalmasnak tartjak a

virulencia mérésére.

Vizsgalatokkal igazoltak, hogy egyes virulenciatényezdk elvesztése jelentdsen
csOkkentette a L. monocytogenes virulenciajat, és néhany tényezd esetében ennek

mértékét szamszerlien is meghataroztak.

A L. monocytogenes prfA génje kodolja a PrfA (positive regulatory factor A)
proteint, mely a LIPI-1-ben taldlhat6 gének kifejezddését szabalyozza (Herler és
mtsai 2001). A PrfA negativ mutdns L. monocytogenes virulencidja az eredeti
torzsho6z viszonyitva mintegy ezerszeresen csOkken (Vazquez-Boland és mtsai

2001).

Az ActA sejtfeliileti proteinnek a L. monocytogenes gazdasejten beliili
helyvaltoztatasaban van szerepe. Az ActA hatdsdra az aktin molekulakbol
aktinszalak alakulnak ki, és a baktérium mas gazdasejtek irdnydba torténd mozgasat
inditja el. Az ActA proteint koédold act4 gén elvesztése esetén a L. monocytogenes
mintegy hatvanszor-hetvenszer kisebb mértékben tudja megfertézni az
epithelsejteket, mint az eredeti torzs (Vazquez-Boland és mtsai 2001).

Az AgrA protein a L. monocytogenes altal kivéalasztott szdmos protein, igy a LLO
termelddését is befolyasolja. Az agrA génszakasz elvesztése esetén egerek
intravénas oltdsaval meghatarozva mintegy tizszer nagyobb baktériumszam az LDs

érték, mint a gén deletioja eldtt (Autret és mtsai 2003).

A L. monocytogenes iap génjének elvesztése R teleptipus kialakuldsat eredményezi,
mert a baktérium nem termel p60 antigént. Ezek a torzsek az eredeti, virulens
torzseknek megfelelé mennyiségii LLO-t termelnek, de virulencidjukat elvesztették,

mert a baktérium nem tud bejutni a gazdasejtbe (Vazquez-Boland és mtsai 2001).

A felsorolt adatok egyértelmli magyardzatat adjak annak, hogy miért nem lehet egy

virulenciatényez0 mennyiségébdl kovetkeztetni a torzsek virulenciajanak mértékére.
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Hangstlyozva a hemolizin igen fontos szerepét, az emlitett tényezdk

Osszességiikben hatdrozzdk meg a torzsek virulencidjat.

2. ELJARAS SDS-PAGE PROTEINKEPEK SZAMITOGEPES ERTEKELESERE

Eljarasok SDS-PAGE proteinképek értékelésére — Irodalom

Az SDS-PAGE moédszert gyakran alkalmazzak kiilonb6z6 baktériumtorzsek protein-
Osszetételének  vizsgalatara. Az  immunogenitds  szempontjabol  fontos
proteinantigének meghatdrozdsdra a baktériumsejt feliilletén 1évé proteineket
vizsgaltak, és kimutatdsuk immunoblot eljarassal tortént (Lachmann és Deicher
1986; Groschup és mtsai 1991; Varga 1991; Timoney és Groschup 1993). A
baktériumfajok vagy torzsek protein-Osszetételének Osszehasonlitdsakor a teljes
baktériumsejtbdl késziilt fehérjekivonatot vizsgaltdk. A frakciok kimutatdsa
ilyenkor festéssel (Tamura és mtsai 1993; Bernath és mtsai 1998, 2001a; Dicker ¢€s
mtsai 2000), vagy a proteinek radioizotdpos belso jelolése esetén autoradiografiaval

tortént (Santha és mtsai 1988; Bernath és mtsai 1997).

Az SDS-PAGE eredményeinek értékelésére, a Dbaktériumtdrzsek protein-
Osszetételének Osszehasonlitasara tobbféle modszert alkalmaznak. Leggyakrabban
az elektroforézissel nyert proteinképben 1évé azonos molekulatomegii
proteinfrakcidokat, vagy hidnyukat értékelik vizudlis Osszehasonlitdssal (Berber
2004). A baktériumtorzsek SDS-PAGE proteinképe esetenként negyvennél tobb
frakcidot mutat, ezért értékelésiik bonyolult feladat (Clink és Pennington 1987). Az
értékeléskor a frakcidok startponttdol mért tdvolsdga mintegy 1 mm pontossaggal
mérhetd meg, de neheziti a pontos mérést, hogy gyakran eltérd szélességii
frakcidokat kell Osszehasonlitani. Esetenként csak a nagyobb frakcidkat veszik
figyelembe a proteinképek Osszehasonlitdsakor (Tamura és mtsai 1993), amelyek
kivalasztdsa szubjektiv. A vizsgdlt torzsek proteinképének denzitometrids
abrazolasa segiti a feladat elvégzését. A vizudlis vagy denzitometrias
Osszehasonlitas szamszerl értékeléssel is torténhet. Ilyenkor a két dsszehasonlitott
torzsben talalhatd egyezd és kiilonb6zé molekulatomegli proteinfrakciok szamabol
hatarozzak meg a hasonlosag szdzalékos aranyat (Clink és Pennington 1987). A

szamszerli eredmény segiti az értékelést, de az eljards hidnyossdga, hogy nem ad
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informaciot frakciok méretérél. A harmadik eljarast, a proteinkép denzitometrias
mérési eredményeinek szamitogépes Osszehasonlitdsat is régota alkalmaztak
(Kersters és De Ley 1975; Jackman 1982). Ilyenkor a proteinképeken a startponttol
azonos tavolsagokban mért denzitometrias értékeket hasonlitjdk Ossze. Az
0sszehasonlitandd proteinképekben 1évé homolog frakcidk mérésénél néhany tized
milliméteres eltérést nem lehet kikiiszobolni (Kersters és De Ley 1975). Egy
viszonylag kis eltérés a mintegy 100 denzitometrids mérési helyen eldnyteleniil
befolyésolhatja az eredményeket. A modszerrel az eredmények
reprodukélhatésaganak vizsgalatakor 82-97 % (Kersters és De Ley 1975), illetve 82
% hasonlosagot talaltak (Jackman 1982).

Az SDS-PAGE vizsgalat eredményét szamos tényez0 befolyasolja, mely nehézzé
teszi a vizsgdlat koriilményeinek reprodukdlasat. Ennek oka, hogy az
elekroforezissel elvalasztott komponensek makromolekuldk, és az elvéalasztas
koriilményeiben bekdvetkezd kis eltérések is befolyasoljak azok alakjat, feliileti
polaritas- ¢és toltésviszonyait, vagyis azokat a tulajdonsdgokat, amelyeken az
elvalasztas alapul. A proteinképek intenzitasa a festéstdl és festékkivondstol fiigg. A
festék-kimosasi eljaras nehezen standardizalhato (Békés és mtsai 1988). Az emlitett

okok miatt célszerii az egyidejuleg készitett proteinképek 6szehasonlitdsa.

A festésre haszndlt szinezékek a fehérjék aminosav oldallancaihoz kotédnek. A
fehérjesavok szinintenzitas kiilonbségei adodhatnak az eltér6 aminosav-
Osszetételbol, de az eltéré fehérjemennyiségbdl is (Békés és mtsai 1988). Az
emlitett hibalehetdséggel azonos baktériumfajhoz tartozé torzsek vizsgalatanal nem

kell szamolni.

Az elektroforézises proteinképek értékelésére az tgynevezett relativ mobilitas-
adatok bevezetését ajanljak. Ez azon alapul, hogy megfeleldé molekulatomegii
standardok keverékét, vagy egy referencia mintat kivalasztanak, melyet
standardként kezelnek, és mindig egyiitt futtatjdk a vizsgdlandé mintdkkal. A
referencia sdvok aktudlis mobilitasi adataibdl, meghatarozhato6 a vizsgaland6 minték
savjainak relativ mobilitasa, és az eredmények megfeleld értékelésével lehetséges

az egymastol kissé eltérd kisérleti korilmények (kiilonb6z6 gél-koncentracio,
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puffer, késziilék), illetve mas laboratéoriumokban kapott eredmények
Osszehasonlitdsa. Természetesen a kiértékelés egzaktsdgdval szemben tdmasztott

igény nagymértékben fiigg az alkalmazasi céltol (Békés és mtsai 1988).

A vizsgélat korilményeinek nehéz reprodukalhatésaga miatt munkank soran mindig
csak egyidejiileg eldkészitett mintdkbol, azonos -elektroforézisben kapott
elektroforegramokat hasonlitottunk 0&ssze. A mintdkkal egyidejlileg magas
molekulatomegli és alacsony molekulatomegii standardokat is elektroforetizaltunk
(Bernath és Morovjan 1998). Eldszor Mycoplasma gallisepticum torzsek protein-
osszetételét vizsgalatuk SDS-PAGE-el intézetiinkben, az MTA Allatorvostudomanyi
Kutatointézet szakembereivel egylittmiikodve (Santha és mtsai 1988). Az 1980-as
é¢vekben tobb uj mycoplasma fajt irtak le. A torzsek fajokba soroldsa elsésorban
szeroldgiai és biokémiai tulajdonsdgaikon alapult, részletesebb jellemzésiiket pedig
proteinjeik elektroforézis vizsgalata, DNS restrikcidés analizise, és a nukleinsav
hibridizacié tette lehetévé. Megallapitottak, hogy az Ureaplasma urealyticum
torzsek polipeptid és DNS restrikcios kép alapjan két csoportba sorolhatok (Razin
¢s Yogev 1986).

Az emlitett kutatdsi eredmények alapjan indokoltnak latszott, hogy elemezziik
kiilonbozé M. gallisepticum torzsek SDS-PAGE proteinképét és DNS hasitasi képét.
Hat M. gallisepticum tdrzs protein-Osszetételét vizsgaltuk proteinjeik L [*°S]
metioninnal  valdé  belsé jelolése ¢és  SDS-PAG  elektroforézise  utén
autoradiografidval. A vizsgalt torzseknek a fajra jellemzd egyforma proteinképe
volt, mely a torzsekre jellemzd kis kiilonbségeket mutatott. A vizsgalt torzsek
proteinképeinek a kiilonbségei kevésbé voltak kifejezettek, mint ugyanazon torzsek
DNS restrikcios vizsgalataval megallapitott genetikai kiilonbségek, de haromszor
ismételt vizsgéalatban is kimutathaték voltak (Sdntha ¢és mtsai 1988).
Eredményiinket, vagyis az M. gallisepticum térzsek SDS-PAG elektroforézissel
kapott proteinképeinek eltéréseit késdbb tobb kozlemény megerdsitette (Milosevic-
Berli¢ és mtsai 2000; Noormohammadi és mtsai 2002). Az utobbi szerzék a M.
gallisepticum ts-11 és S6 torzseivel végzett indirekt ELISA vizsgélatok alapjan
megallapitottdk, hogy az eltérd antigénprofil miatt a szerodiagnosztikai vizsgélat
érzékenységének a novelése érdekében célszerli azonos torzsbol szarmazd antigént

hasznalni.
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Az elmualt évtizedekben t6bb koérokozd  baktériumfaj vizsgédlata soran
megallapitottadk, hogy valamely molekulatomegii protein a koroktan, vagy az
immunogenitds szempontb6l meghatdroz6. Régota vannak ilyen adatok egyes
baktérium exotoxinokra vonatkozoan. A Clostridium perfringens € prototoxin 37,6
kD, az ¢ toxin 31,6 kDa (Sakurai és Nagahama 1985), a B toxin pedig mintegy 30
kD molekulatomegii (Varga 1998).

Szamos kutatd vizsgalta az E. rhusiopathiae protektiv antigénjeit. Megallapitottak,
hogy a f6 immunogén antigén 64-67 kD tomegli (Timony és Groshup 1993;
Kitajima és mtsai 2000). Sato és mtsai (1999) szerint a 64-67 kD tdmegili proteinbdl
0,58 pg, a 43 kD-osbol pedig 0,63 pg egerek immunizalasakor az 50 %-os
véddadag. A 43 kD-os protein a f6 immunogén antigén degradacios terméke.
Yamazaki ¢s mtsai (1999) igazoltak, hogy 100 pug 64-67 kDa tomegii protein
kétszeri adagolasdval immunizdlhatdék voltak a sertések. Kitajima és mtsai (2000)
immunoblot eljarassal megallapitottak, hogy az E. rhusiopathiae 2a tipusu torzsek
kozott a 67 kD tomegli protektiv antigén termelése szempontjabol Iényeges
kiilonbségek vannak. A nagyobb mennyiségli ilyen antigént tartalmazéd térzsekbol
készitett vakcindk jobban immunizadltdk az egereket, mint amelyek kevesebbet

tartalmaztak.

A vakcindk gyartasa sordn is alkalmazzak az SDS-PAGE modszert, egyrészt az
antigéntermelés ellendrzésére, masrészt azt vizsgaljak, hogy az inaktivilds nem
roncsolja-e el a protektiv antigéneket. Ilyen hasznositasrol szamoltak be Chapek és
mtsai (2004) a M. bovis vakcina gyartadsanal, amikor a Vsp C, Vsp A és Vsp O

antigének épségét vizsgaltak vakcina eldallitasa soran.

Az SDS-PAGE proteinképek értékelésére kordbban alkalmazott eljardsok nem
szolgaltattak adatot a frakcidokban 1évé protein mennyiségére vonatkozodan. Ezért
vizsgalatokat végeztiink egy olyan szamitogépes vizsgalé moddszer alkalmazasaval
(Quantiscan for Windows, Biosoft, Cambridge, UK), mely az egyes frakciok

nagysagara vonatkozoan is ad informaciét (Bernath és Morovjan 1998).
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Eljaras SDS-PAGE proteinképek szamitogépes értékelésére — Anyag és

modszer

Baktériumtorzs és tenyésztése

A vizsgalatokat E. rhusiopathiae la szubtipusu torzzsel végeztiik, melynek jelzése
ATCC 35426 (A-360). A torzs tenyésztéstdl kezdett négy parhuzamos vizsgalatat
végeztik el, egyidejli minta-eldokészitéssel, SDS-PAGE—el ¢és értékeléssel. A
kovetkezd szemiszintetikus folyékony taptalajt hasznaltuk: 9 g Na,HPO4 x 2 H,0, 5
g Pepton Bacto D, 5 g élesztkivonat, 0,5 g L-arginin, 0,5 g Tween 80, 1000 ml
desztillalt viz. A pH-t nNaOH-al 7,8-8,0-ra allitottuk. Az autoklavozas aramlé
gbzben 30 percig tortént (Feist 1976). A torzset 24 6ras agartenyészetrdl oltottuk a
folyékony taptalajba, és 37 “C-on 24 6raig inkubaltuk. A tenyészetek bakteriologiai

tisztasagat agar taptalajon ellendriztiik.

A vizsgalati anyag elokészitése elektroforézishez

A Dbaktériumtenyészetet centrifugdltuk 3000 g-vel 30 percig, a baktériumokat
haromszor mostuk foszfat pufferben. Ezutan az iiledéket reszuszpendaltuk azonos
mennyiségli foszfatpufferben. A mintegy 500 pl mennyiségii baktériumszuszpenziot
jéggel hutottik, feltarasat 50 W teljesitményli ultrahangkezeléssel végeztiik 30
masodpercig, Laborsonic L (B. Braun Diessel Biotech, Melsungen, BRD)
késziilékkel. A mintdk centrifugdldsa utdn meghataroztuk a feliiluszok
proteintartalmat Folin fenol reagenssel (Lowry és mtsai 1951). Az elektroforetizalt
mintdk mennyisége 50 pl volt, mely harom mintdban 25 pg proteint, egyben pedig
mintegy 50 pg proteint tartalmazott.

SDS-PAGE elektroforézis

A fliggéleges SDS-PAGE elektroforézist BIO-RAD protean II. késziilékkel
végeztik. A startgél 4%-os, az elvalasztd gél 10%-os volt. A vizsgdlandé mintakkal
egyitt mindig futtattunk magas- és alacsony molekulatomegii standardokat is. A

proteinfrakciok kimutatasa Coomassie Brillant Blue festéssel tortént.

Az eredmények értékelése
A Dbaktériumtorzsek ¢és a standardok gél-elektroforetogramjat szaritas nélkiil,

scanner-el digitalizaltuk, és a digitalizalt képet Quantiscan for Windows (Biosofft,
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Cambridge, U.K.) program segitségével értékeltiik. A proteinképek tengelyének
vonaldban megkaptuk a proteinkép denzogramjat. A denzogramon a proteinfrakciok
csucsokként jelentek meg. A denzogramot a csucsoknak megfeleléen 13 részre
osztottuk. Szamitdgépes program segitségével, integralassal meghataroztuk az egyes
szakaszokra esd csucsok alatti teriiletet, melyeknek Osszege a goOrbe alatti teljes
teriilet. Az adatokbdl kiszamithatd, hogy az egyes szakaszok teriilete mennyi
szazalékat  képviselik a  teljes teriiletnek. Vizsgélatunkban mindegyik
elektroforetogramot 13 érték jellemzett, melyekbdl két proteinkép hasonlosaga a
Pearson-féle korrelacios egyiitthatd (Johnson és Wichern 1982) kiszamitdsaval
hatarozhatd6 meg. Az eredményeket 1000-el szoroztuk a tortszdmok kikiiszobdlése
érdekében. Ilyen modon 1000 a teljes azonossagnak felelt meg, mig teljesen eltérd

adatok esetén az érték 0.

Eljaras SDS-PAGE proteinképek szamitogépes értékelésére - Eredmények

Az E. rhusiopathiae la szubtipusit ATCC 35426 (A-360) torzs négy parhuzamos
vizsgalatat végeztiik el. Az SDS-PAG elektroforézissel és Coomassie Brillant Blue
festéssel kapott proteinképeket (2. abra) scanner-el digitalizaltuk. A Quantiscan for
Windows (Biosoft, Cambridge, U.K.) program segitségével a proteinképek
tengelyének vonaldaban megkaptuk a proteinkép denzogramjat. A denzogramot a
csucsoknak megfeleléen osztottuk fel (3. abra). Az egyes szakaszokra esd csucsok
alatti teriilet (Peak1-13) Osszege a gOrbe alatti teljes teriilet (Peak 14) (3. abra). A
teljes proteinképet a 7827,57 szam jellemzi, a 64-67 kDa-os cstcsot pedig az
1065,29 szam. Az adatokbol kiszamithatdé az egyes szakaszok teriilete mennyi
szazalékat képviselik a teljes terliletnek. Az E. rhusiopathiae ATCC 35426 (A 360)
torzsbol nyert mintdban példaul a 64-67 kDa molekulatomegii protein 13,6
aranyszamot adott. Vizsgdlatunkban mindegyik elektroforetogramot 13 érték
jellemzett, melyekbdl két proteinkép hasonldésdga a Pearson-féle korreldcios
egyiitthatd (Johnson ¢és Wichern 1982) kiszamitasaval hatarozhat6 meg. A
proteinképek hasonlésaganak értékelését valamennyi lehetséges parositasban
elvégeztik. Egy proteinkép masik harom képhez viszonyitott hasonldsdganak

mértéke a 2. tablazatban lathat6.
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Erysipelothrix rhusiopathiae ATCC 35426 (A360) torzs SDS-PAGE protein
elektroforetogramjai. Jelzések: 1-4: négy teljes parhuzamos vizsgalat

eredménye. H: = magas molekulatomegli standardok. L = alacsony
molekulatomegtli standardok.
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Position (top to bottom)

Peak Position Units Net Area
Peak 1 25.16 25.00 347.48
Peak 2 41.94 41.00 1065.29
Peak 3 65.81 65.00 676.05
Peak 4 73,58 73.00 636.7€
Peak 5 95.48 95,00 835.81
Peak € 109.68 109.00 347.57
Peak 7 -127.10 - 127.00 1032.10
Peak B 151.61 151.00 576.33
Peak 9 177.42 177.00 563.90
Peak 10 206.45 206.00 558.38
Peak 11 218.71 218.00 405.95
Peak 12 229.03 229,00 478.29
Peak 13 239.61 239.00 303.67
Peak 14 12710 127.00 76827.57

Erysipelothrix rhusiopathiae ATCC 35426 torzs SDS-PAGE protein
képének denzogramja. A proteinkép a csticsoknak megfeleléen van

felosztva: 1-13. A vékony vertikalis vonalak jelzik az értékelési szakaszok
hatarait.
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Az E. rhusiopathiae ATCC 35426 (A 360) torzsnek a tenyésztéstol kezdett négy
parhuzamos vizsgdlatakor a Pearson-féle korrelacids egyiitthatdé (Johnson ¢és
Wichern 1982) kiszamitasaval az eredmények 988+0,55 egyezést mutattak. Jelentds
mértékben az sem befolydsolta az eredményeket, hogy az 1. sorszdmi minta
mintegy kétszeres proteinmennyiséget tartalmazott. Ennek a proteinképnek a

hasonlésdga a masik harom proteinképhez viszonyitva 98546 volt (2. tablazat).

2. tablazat E. rhusiopathiae ATCC 35426 jelii torzs négy egyidejii parhuzamos

vizsgalataval nyert proteinképek Osszehasonlitasa Pearson

korrelacioval.
A proteinképek A denzitometrias gorbe alatti A proteinképek hasonlésaga
. . teljes teriiletet reprezentalo foil s
sorszama a 3. abra szAm a masik harom
szerint proteinképhez viszonyitva
1 15 448 985+ 6
2 6351 992 + 4
3 6 562 987 + 7
4 7828 991 + 4

Eljaras SDS-PAGE proteinképek szamitogépes értékelésére — Megbeszélés

Baktériumtorzsek SDS-PAGE proteinképeinek értékelésére egy szamitogépes
programot (Quantiscan for Windows, Biosoft, Cambridge, UK) alkalmaztunk
(Bernath és Morovjan 1998). A program funkciojaban hasonl6é a denzitométrekhez,
¢s alkalmas PAGE, agaroz gél és vékonyréteg-kromatogafias képek értékelésére. A
program elfogad értékelésre képeket kozvetleniil is megfeleld scannerrdl, és

csaknem valamennyi nem tomdritett TIF vagy BMP file értékelhetd vele.

Munkank soran vizsgéltuk, hogy az eljards mennyire alkalmas baktériumok SDS-
PAGE proteinképeinek értékelésére, ennek kapcsan ellendriztik a modszer
pontossagat. Az E. rhusiopathiae ATCC 35426 (A 360) torzsnek a tenyésztéstol

kezdett négy parhuzamos vizsgalatakor a Pearson-féle korreldcidos egyiitthato
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(Johnson és Wichern 1982) 988+0,55 volt, tehat az eredmények jO egyezést
mutattak (Bernath és Morovjan 1998).

Az SDS-PAGE-t gyakran hasznaljak egy fajhoz tartozd baktériumtorzsek
proteinképének vizsgalatara és Osszehasonlitasara. A Quantiscan for Windows
(Biosoft, Cambridge, UK) szdmitogépes program a proteinképet denzogramként
abrazolja, melyen a proteinfrakcidk cstcsokként jelennek meg. A denzogramokon a
proteincsucsoknak megfeleld szamu értékelési szakasz jelolhetd ki. A szamitogépes
program altal meghatarozott a teljes gorbe alatti és az egyes szakaszokra jutod
teriiletekbdl kiszamithaté, hogy az egyes ¢értékelési szakaszok terlilete hany
szazalékat képviseli a teljes gorbe alatti teriiletnek. Ezekbdl az aranyszamokbol a
Pearson-féle korrelacios egyiitthatd (Johnson és Wichern 1982) kiszamitdsaval
meghatarozhat6 két minta proteinképének hasonldosaga. Mdasrészt az aranyszam
informécidét jelent valamely frakcid6 nagysagarol, példdul egy baktériumfajhoz

tartozo torzsek egyidejli vizsgalata, és 0sszehasonlitdsa esetén.

A vizsgéalatkor az értékelési szakaszhatarok igen pontosan beallithatok.
Természetesen minden vizsgalatba beiktattuk alacsony és magas molekulatomegii
standardokat is. Amennyiben a proteinképek hossza nem azonos egy vizsgalatban,

akkor az értékelési szakaszhatarok kijel6lésénél linearis korrekciot kell alkalmazni.

A baktériumtdrzsek proteinjeinek SDS-PAGE elektroforézis vizsgalatdndl az
eredmények reprodukalhatosagat befolyasold tényezdk kozott emlitik a tenyésztés
feltételeit, az extraktumok centrifugaldsanak idejét, sebességét és az elektroforézis
soran lehetséges eltéréseket (Kersters és De Ley 1975). Az SDS-PAGE vizsgalat
eredményét befolyasolja minden olyan valtozds, mely hatdssal van a vizsgalt
makromolekuldk alakjara, feliileti polaritas- és toltésviszonyaira (Békés és mtsai
1988). Valamennyi tényezd standardizdlasa kiilonb6zé iddpontokban végzett
vizsgalatoknal rendkiviil nehéz. Az elvégzett kisérletek igazoltak viszont, hogy egy
baktériumtorzs SDS-PAGE vizsgalati eredménye jol reprodukalhatdé egyideju
tenyésztés, minta-elékészités, elektroforézis ¢és megfeleld értékeld eljaras

alkalmazdsakor (Bernath és Morovjan 1998).

Meg kell jegyezni, hogy az Aaltalunk vizsgalt eljaras fluorografidaval eldallitott
autoradiografias képek értékelésére nem alkalmazhatd. Lagy P sugarzokkal végzett

autoradiografias vizsgalatoknal a modszer érzékenységének novelése érdekében a
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PAG-t szerves scintillatorral kell kezelni. Ezt az autoradiografias modszert
fluorografidnak nevezik, melyben a direkt sugdrhatds helyett fényhatds exponalja a
rontgenfilmet. A fluorografia *°S  izotop hasznalatakor mintegy 15-sz6r
érzékenyebb, mint a direkt autoradiografia. A direkt ionizal6 sugarzassal ellentétben
a fluorografianal a rontgenfilm nem tiikr6zi pontosan a sugarzas mennyiségét. A
jelenség kiilonosen hosszabb ideig torténd expondldsnal jelentkezik, és a

rontgenfilm fiziko-kémiai tulajdonsagaibol adédik (Laskey 1993).

3. PSEUDOMONAS  AERUGINOSA KIMUTATASA  VIZMINTAKBOL
IMPEDIMET-RIAVAL

A viz Pseudomonas aeruginosa fert6zottségének jelentésége. Az impedimetrias
modszer alkalmazasa baktériumok kimutatasara — Irodalom

A Ps. aeruginosa a természetben széles korben elterjedt, kimutattdk allatok
bélsarabol, takarmanyokbodl, vizbol és élelmiszerekbdl. A baktériumnak koéroktani
szerepe van mastitises esetek kialakulasaban embernél ¢és allatoknal egyarant.
Vérfert6zést okoz6 Ps. aeruginosa torzseket izolédltak rdkos, HIV fertézott, vagy
rosszindulatu hematoldgiai elvaltozasos betegekbdl, tovabba korhazak sziilészeti és
intenziv sebészeti osztalyan apolt paciensekbdl. Ujabb vizsgalatok kimutattdk, hogy
a vérfertdzést okozd torzsek 14 %-a széleskorli gyogyszer-rezisztenciat mutatott
(Tacconelli és mtsai 2002). A korszerii gyogykezelés ellenére a Ps. aeruginosa
okozta vérfertdzések 18-27 %-a végzetes kimenetelli (Kuikka és Valtonen 1998). Az

emlitett kozlemények a Ps. aeruginosa fertézések novekvd szamara utalnak.

A Ps. aeruginosa-t tartalmazo viz (Zietz és mtsai 2006), és a baktériummal
szennyezett feliiletek fert6zés forrasai lehetnek az ¢élelmiszeriparban (Deza és mtsai
2005). Tejelé tehenek Ps. aeruginosa tégygyulladdsat gyakran a fert6zott
togymosoviz okozza (Erskine és mtsai 1987; Las Heras és mtsai 1999, 2002). A
baktérium kimutatasa kiilonésen fontos vesedializis allomasokon, és viz-ioncseréld
rendszerekben. Az ioncserélt viz hasznalata engedélyezett a nem steril
gyogyszerkészitmények eldallitasanal (pl. oralis-, bor-, orr-/fiil-, vagy rectalis-
/vaginalis-adagoldsu termékek). Az FEuropean Pharmacopoeia (2005) eldirdsai
szerint az emlitett termékek nem tartalmazhatnak Ps. aeruginosa-t. A kozmetikai
készitményeknek  ugyancsak  menteseknek  kell  lennidk  Pseudomonas

baktériumoktdl, mivel jelenlétiik egészségiigyi kockazatot jelent (Campana és mtsai
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2006). Az idézett irodalom igazolja a Ps. aeruginosa vizbdl valdé kimutatasanak

fontossagat.

A direkt impedimetriat alkalmaztak coliform baktériumok (Martins és Selby 1980),
Escherichia coli (Colquhoun és mtsai 1995), Bacillus stearothermophilus (Flint és
Brooks 2001) kimutatdsara. A vizsgalomodszer elve roviden a kovetkezékben
Osszegezhetd. A mikroorganizmusok metabolizmusa soran a folyékony taptalaj
kémiai Osszetétele megvaltozik a benne 1évd tapanyagok atalakitdsaval, amikor
beldlilk ionos jellegi végtermékek képzddnek. Ennek megfelelden valtozik a
valtédram vezetésével szembeni ellendllas (impedance = valtodaramu ellenallas). Az
impedimetrias vizsgalat tehat a vatoaramu ellendllds valtozasanak mérésén alapul,
melyet a késziilék reciprok értékként, a vezetoképesség valtozasaként jelez. A mérés
soran a vezetOképesség novekedésének kimutatdsdhoz sziikséges 1dé forditva
ardnylik a mintdban a vizsgalat kezdetekor meglévd mikroorganizmusok szdmahoz
viszonyitva (Cady és mtsai 1978). A szakirodalomban ko6zo6lt kimutatasi idok 2,6

ora ¢és 11,4 6ra kozott valtoztak (Cady és mtsai 1978; Silverman és Munoz 1979).

Szita és Biro (1990) korabban kifejlesztettek egy szelektiv taptalajt a Z-levest a Ps.
aeruginosa tenyésztésére, amely azon az elven alapul, hogy a baktérium jol
szaporodik olyan kozegben, mely ammonidt és acetdtot tartalmaz nitrogén és
szénforrasként. Az acetamid a legegyszerlibb vegyiilet, mely ammoniat és acetatot
tartalmaz savamid kotésben, a Ps. aeruginosa képes bontani, és az igy keletkezett
komponenseket hasznositani tudja. A Z-leves alkalmazéaséaval a Ps. aeruginosa-t jo
szelektivitassal mutattak ki vegyes mikroflorat tartalmazo6 nyers tejmintakbol (Szita

¢s mtsai 1998).

Vizsgélatunk célja olyan 0j eljaras, kifejlesztése volt, mely lehetdvé teszi a Ps.
aeruginosa kimutatdsat vizmintdkbol az impedimetrids modszer és az emlitett

szintetikus szelektiv taptalaj alkalmazésaval.

Pseudomonas aeruginosa Kimutatasa vizmintakbol impedimetriaval — Anyag

és modszer

Taptalaj
Szita és mtsai (1998) altal a Ps. aeruginosa izolalasara kifejlesztett szintetikus szelektiv
taptalaj (Z-leves) Osszetétele 1000 ml-ként a kovetkezd: 5 g acetamid, 3 g kalium-

hidrogénfoszfat, 3 g kalium-dihidrogénfoszfat, 1 g kalium-tetrationdt és 0,05 g
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magnézium-szulfat heptahidrat; pH 7,2. A taptalajt autoklavozassal sterilizaltuk 120 °C-on
20 percig. A kétszeres erdsség Z-leves készitésekor az 0Osszetevok megduplazott
mennyiségét adtuk 1000 ml desztillalt vizhez. Az MPA (Membrane filter method for
enumeration of Ps. aeruginosa) agar 0sszetétele a kovetkezo: 7 g kalium-hidrogénfoszfat,
3 g kalium-dihidrogénfoszfat, 1 g ammonium-szulfat, 0,1 g magnézium-szulfat
heptahidrat; 0,1 g élesztdkivonat; 1,5 g palmitinsav, 10 ml Triton X-100 és 15 g agar; pH
7,2. A taptalaj sterilizalasa autoklavozassal tortént 120 °C-on 20 percig (Szita és mtsai

2007).

Baktériumtorzsek
A Z-leves szelektivitdsat kiillonbozé baktériumtorzsek szintenyészeteinek leoltasaval

vizsgaltuk (3. és 4. tablazat).

3. tablazat. A Z-leves szelektivitasanak ellen6rzésére hasznalt Pseudomonas
nemzetségbe tartozo baktériumtérzsek

Baktériumfaj Torzsek jelzése

Ps. aeruginosa ATCC 10145, NCIB 9494,
ATCC 11229, ATCC 15442,
ATCC 27853, ATCC 9027,
NCTC 10332

Ps. caryophilli ATCC 25418

Ps. cepacia ATCC 25416

Ps. putrefaciens ATCC 8071

Ps. putida ATCC 12633

Ps. testosterone ATCC 11996

Ps. maltophilia ATCC 13637

Ps. diminuta ATCC 11568

Ps. marginata ATCC 10248

Ps. delafieldii ATCC 17505

Ps. solanacearum NCPPB 325

Ps. facilis ATCC 11228

Ps. saccharophila ATCC 15946

Ps. ruhlandii ATCC 15749

Ps. vesicularis ATCC 11426

Ps. aceris ATCC 10853

Ps. palleronii ATCC 17724

Ps. lemoignei ATCC 17989
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4. tablazat. A Z-leves szelektivitasanak ellenOrzésére hasznalt, nem Pseudomonas

nemzetségbe tartozo baktériumtorzsek

Baktériumfaj Torzsek jelzése
Bacillus cereus ATCC 14579
Bacillus megaterium ATCC 14581
Bacillus subtilis ATCC 6051
Bacillus lentus ATCC 10840
Staphylococcus aureus ATCC 12600
Staphylococcus epidermidis ATCC 14990
Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305
Micrococcus luteus ATCC 4698
Enterobacter aerogenes ATCC 13048
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Citrobacter freundii ATCC 8090
Salmonella enteritidis ATCC 13076
Proteus vulgaris ATCC 13315
Yersinia enterocolitica CIP Y.E. 160
Aeromonas hydrophila ATCC 7966
Aeromonas punctata ATCC 15468
Plesiomonas shigelloides ATCC 14029
Escherichia coli NCTC 9001
Escherichia coli ATCC 11775

A kisérlet sordn Ps. aeruginosa szintenyészetének, és kiilonbozd vizmintdknak az

impedimetrids vizsgalatat végeztiik el.

Megvizsgaltuk, hogy a mintdkban 1évd Ps. aeruginosa mennyisége milyen mértékben
befolyasolja az impedimetrias vizsgélat eredményét. A Ps. aeruginosa ATCC 1014 torzs
Z-levesben készitett 24 oOras tenyészetébdl 10-es 1éptékli higitasi sort készitettiink

ugyanabban a taptalajban, €s a higitasokat megvizsgaltuk impedimetrias modszerrel.

Osszesen 440 csapviz-, 160 kutviz-, 250 uszodaviz-minta, és 186 dializis-allomésrol
szarmaz0d vizmintdt vizsgaltunk. A mintdk Magyarorszag kiilonbozd teriileteirdl
szarmaztak, és a mintavétel olyan 1000 ml-es iivegekbe tortént, melyek a vizmintak

klormentesitése céljabol 0,5 g natrium-tioszulfatot tartalmaztak.
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Impedimetrids modszer

A vizsgalatokhoz a BacTrac 4100 tipusu (SyLab) impedimetrids mérési rendszert
alkalmaztuk, mely lehetdvé teszi 240 minta egyidejii vizsgalatat azéltal, hogy méri a
taptalaj valtéaramu ellenéllasanak valtozasat, és mértékét a vezetOképesség valtozasaként

adja meg.

A vizmintdk 100 ml-ét vizsgaltuk Pseudomonas aeruginosa jelenlétére, vagy hidnyara. A
mintdkat steril filteren szlrtiik (Millipore, lyukméret 0.45 pm, atmér6 47 mm), és a
filtereket behelyeztiik a BacTrac késziilék mérdcellaiba., melyek 10 ml Z —levest
tartalmaztak. Az inkubacié id6tartama 24 ora volt 37 °C homérsékleten. Az impedancia
automatikus mérése egy oOraval a levesek beoltdsa utan (felmelegités) kezdodott, és 10
perces 1dokozokkel tortént. A mikroorganizmus szaporoddsa egy id6 utdn kimutathatd
impedancia valtozast okozott, mely meghaladta az 5 %-ot (Cady ¢és mtsai 1978), a
kiiszobértéket (4. abra). A BacTrac késziilékkel kapott eredményt negativnak értékeltiik,

ha az impedimetrids gorbe nem keresztezte a kiiszobérték vonalat.

valtoz

30

ség-

vezettképes

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

inkubacits ids, ora

4. abra. Pseudomonas aeruginosa-t tartalmazo vizminta vizsgalatakor kapott impedimetrias
gorbe. A  baktérium acetamid metabolizmusa eredményeként a taptalaj elektromos
vezetOképességének valtozasa a vizszintes szaggatott vonallal jelzett 5% kiiszobértéket 7 oranal
rovidebb i1d6 alatt meghaladta.
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Osszehasonlito vizsgadlatok a Pseudomonas aeruginosa kimutatdsdra

Az impedimetrids vizsgélatokkal egyidejiileg a vizmintdk Ps. aeruginosa fertdzottségét
minden esetben megvizsgaltuk mas eljarassal is. A 440 csapviz, 160 kutviz és 250
uszodaviz-mintdk mindegyikébol 100 ml mennyiséget sziirtiink 0.45 pm-es Millipore
membransziirén; azutdn a filtereket 10 ml Z-levesbe helyeztik. Ugyanezekbdl a
vizmintdkbol szlirés nélkiil 100 ml mennyiséget bevittiink 100 ml dupla erdsségli Z-
levesbe. Ezutdn a beoltott leveseket inkubaltuk 37 °C-on 48 o6raig, mely utan a Ps.
aeruginosa jelenlétét opaleszcencia €s a taptalaj zold elszinezddése jelezte. A folyékony
taptalajbol kioltasok torténtek MPA agarra, és a kifejlodott telepeket biokémiai
modszerekkel azonositottuk. A 186 dializis-vizmintat szintén szirtiik 0,45 pum-es Millipore
membransziirébn és a szlirodket MPA agarra helyeztilk. A telepeket, melyek ebben az
esetben egyetlen mintabol néttek ki, biokémiai probakban azonositottuk. A Ps. aeruginosa
azonositasaba beletartozott a pozitiv oxidaz proba, az indol termelés hidnya, a pozitiv ureaz
proba, a glukoz oxidativ metabolizmusa, €s a nitrat teljes redukcioja nitrogénné (Szita és
Bir6 1990; Szita és mtsai 1995). A nem Ps. aeruginosa, de esetlegesen acetamid-
metabolizalo, fluoreszcenciat nem mutatd torzsek kiszirése érdekében a fluoreszcein

termelést ultraibolya megvilagitassal vizsgaltuk (hulldimhossz maximum 365 nm).

Pseudomonas aeruginosa Kimutatasa vizmintakbol impedimetriaval —

Eredmények

Az elso kisérletben Ps. aeruginosa Z-levesben készitett tenyészetébdl 10-szeres higitasi
sort készitettlink, melyekbdl 1-1 ml mennyiséget a BacTrac késziilék 9 ml Z-levest
tartalmazd mérdcelldiba helyeztink. A 5. dbra mutatja a jellegzetes impedimretrias
gorbéket. Lathatd, hogy a kiiszobérték eléréséhez sziikséges id6 forditva aranylik a vizsgalt
kimutatasi 1d0 tarsult, a nagyobb fert6zottséghez pedig révidebb. A vizsgalatban a

kimutatasi id0 7 ora és 26 6ra kozott volt (4. €s 5. abra).

A laboratoriumi torzsek vizsgalata sordn csak a hét Ps. aeruginosa torzs szaporodott a
taptalajban és fluoreszkalt UV fény alatt. A tovabbi 19 Pseudomonas torzs, mely 17 fajhoz
tartozott, és a 18 masik baktériumfaj, melyek az 3. és 4. tablazatban vannak felsorolva,

nem fejlédtek a taptalajban.
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5. abra. Pseudomonas aeruginosa tenyészet tizes 1éptékii higitasi soraval kapott impedimetrias

gorbék. Balrdl jobbra: higitatlan tenyészet, €s a tenyészet 10-1 to 106 higitasainak eredményei. A
horizontélis szaggatott vonal a kiiszobérteket képviseli a taptalaj 5 %-os vezetdképesség
valtozasanal. A negativ kontrol minta eredménye a kiiszobérték alatt helyezddik.

A 850 kiilonb6z6 vizminta vizsgélata Ps. aeruginosa fertézottségre vonatkozodan a
kovetkezd eredményt adta. A 440 csapviz-minta kozil 32 volt pozitiv mindkét

modszerrel (Z-levesben torténd hagyomanyos tenyésztés vagy impedimetria).

Kilencvennégy minta volt pozitiv mindkét modszerrel a 160 kutvizminta koziil. A
vizsgalt 250 uszodaviz-minta koziill 188 volt kontamindlt Ps. aeruginosa-val.
Ugyanugy mint az elébb emlitett esetekben, a pozitiv mintdk az alkalmazott

modszerektdl fiiggetleniil azonosak voltak (Z-leves vagy impedimetria).

Osszesen 186 dializis vizmintit vizsgidlunk impedimetridval és MPA tiptalajon,
melyek koziil egyetlen pozitiv minta volt, mégpedig az impedimetrias vizsgalo

modszerrel.

Mindegyik vizsgalatban negativ és ismerten pozitiv minta is vizsgalatra keriilt.
Amikor a mintdk szaporodoképes Ps. aeruginosa-t tartalmaztak, akkor az
impedimetrids gorbe még azeldtt keresztezte a kiiszobérték vonalat, mieldtt a

taptalaj opaleszcens lett. Az ilyen taptalajokbol izolalt torzsek fluoreszceint
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termeltek (fluoreszkaltak UV fényben), és a biokémiai vizsgalatok minden esetben

megerdsitették, hogy az izolatum Ps. aeruginosa.

A vizsgéalatok sordn nem észleltliink tévesen pozitiv eredményt még a kiilonbodzo
mikrobakkal erdsen szennyezett uszodaviz mintdkban sem, mivel minden izolalt
baktérium Ps. aeruginosa-nak bizonyult. A vizmintak vizsgalati eredményeit a 5.

tablazat tartalmazza.

. 5. tablazat. Vizmintdk Pseudomonas aeruginosa fert6zottségének kimutatasara
végzett vizsgalatok eredménye

Pozitiv mintiak szima
Vizminta | Mintaszam
Impedimetria Z-leves MPA agar

Csapviz 440 32 32 nv

Kutviz 160 92 92 nv

Uszodaviz 250 188 188 nv

Dializis viz 186 1 nv 0

nv = nem vizsgalt.
Pseudomonas  aeruginosa Kimutatasa vizmintakbol impedimetriaval—
Megbeszélés

Munkankban azt tanulmanyoztuk, hogy Szita és mtsai (1998) altal kifejlesztett

szelektiv taptalaj alkalmazhatd-e impedimetrias vizsgalatban Ps. aeruginosa
kimutatasara vizmintakbol (Szita és mtsai 2007). Csapviz-, katviz- és uszodaviz-
mintdkat vizsgaltuk meg egyrészt impedimetrias eljarassal, masrészt Z levesben
vagy MPA agaron tortént tenyésztéssel, és a Ps. aeruginosa-t ugyanazokbol a
mintdkbol mutattuk ki a két eljarassal. A dializis-vizmintdknal volt egy kivétel,
amikor egy mintabol csak az impedimetrids vizsgalat adott pozitiv eredményt. Ilyen
modon az eredmények megerdsitették, hogy az 10j modszer alkalmas a Ps.
aeruginosa fert6zottség kimutatasara vizmintdkbol. Az eljaras

elénye, hogy
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alkalmas nagyszamu minta egyideji vizsgalatara. Az altalunk alkalmazott BacTrac
4100 tipust (SyLab) impedimetrids miiszerrel 240 minta egyidejii vizsgalata volt
lehetséges. Az alkalmazott szintetikus tdptalaj nem tartalmazott gatlo anyagokat,
melyek a téaptalaj érzékenységét csokkentették volna. A taptalaj egyszerii, jol

meghatarozott kémiai 6sszetevoket tartalmaz €és alacsony koltséggel eldallithato.

Az eljaras Ps. aeruginosa mintabeli mennyiségétdl fiiggéen 7-26 o6ran beliil pozitiv
eredményt ad. Ez azt jelenti, hogy az impedimetrias eljards vizmintdk magas Ps.
aeruginosa fertézottsége esetén sokkal rovidebb ido alatt kimutathatd, mint a

hagyomanyos mddszerekkel

Ellendriztiik az alkalmazott taptalaj szelektivitasat. A Ps. aeruginosa mellett ezért
bevontunk a vizsgalatba a Pseudomonas nemzetséghez tartozé 17 masik fajt, és 18
tovabbi baktériumfajt. A vizsgédlatok igazoltdk az impedimetrids vizsgalathoz
hasznalt taptalaj szelektvitasat, mivel a Ps. aeruginosa-n kiviil egyetlen mas
baktériumfaj sem szaporodott benne. A Z-leves jo szelektivitdsat megerdsitette azon
eredmény is, mely szerint nem észleltiink téves pozitiv eredményt még a

bakteriologiailag erdsen szennyezett uszodaviz-mintak vizsgéalatakor sem.

Az 1036 vizminta vizsgalata igazolta, hogy az impedimetrids modszer a Z-leves
hasznélataval megfeleld a Ps. aeruginosa automatizalt kimutatdsara (Szita €s mtsai

2007).

A Z-leves szabadalmazott Magyarorszagon: C 12N 1/20, 1987. Egyiittmiikodés
alakult ki a Sy-Lab Gerdte GmbH-val (Neupurkensdorf, Ausztria) az impedimetrias
vizsgalo eljards kereskedelmi hasznositdsdra, melynek keretében tobb orszagban

folyamatban vannak a bevezetd vizsgélatok.
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1. A LIBA VEROMLESES VESE- ES BELGYULLADASA BETEGSEG VIZS-
GALATA.

A liba véromléses vese- bélgyulladasa betegség — Irodalom

Libainfluenza (tovdbbiakban Derzsy-betegség) reconvalescens szérummal napos
korban oltott libaallomdnyokban nagyszamu elhullast észleltek 1969 nyaran
Magyarorszagon. Az oltéanyag nem kivant hatasanak kivizsgéaldsa soran az érintett
gazdasdgokban felhasznalt két kiillonb6z6 gyartasi szamu szérum 2 ml-es adagjaval
egynapos koru libakat oltottunk. A szérumos oltas 73% illetve 33% ardanyt elhullast
okozott a kezelés utani 13. és 29. napok kozotti idoszakban (Bernath és Szalai

1970).

A libahullak szervdorzsolékének baktériummentes szlirletével sc. fertézott
valamennyi 1-2 napos koru liba 5-9 nap alatt elhullott a betegségben. Ugyanezzel a
szlirlettel 2 hetes korban fert6zott libaknak csak mintegy 50 %-a hullott el 8-10
nappal a fert6zés utan, mig a 24-30 napos libak erds sc. fert6zés utan sem mutattak
semmilyen koros tiinetet a 30 napos megfigyelési id6 alatt (Bernath és Szalai 1970).
Schettler (1976) 4 hetesnél iddsebb libak fertézésekor 21-90 nap, vagy annal is
hosszabb inkubacidés iddot figyelt meg. A betegség kialakulasaban szerepet
tulajdonitanak a stresszhatasoknak is. Megfigyelték ugyanis, hogy a polyomavirus
okozta sporadikus elhulldsok atmenetileg jelentdsen megemelkedtek az alloményt

ért stresszhatasokra (Palya és mtsai 2004).

A kislibak elhullasat igen révid, 1-3 6ras betegség eldzte meg. Az allatok heveny
esetekben hig véres bélsarat dritettek, {iltek, nehezitetten I¢élegeztek, majd
kozvetleniil az elhullas el6tt komatdézus allapotba keriiltek. A heveny lefolyéasu
esetekben a legjellemzébb korbonctani elvaltozasok a kovetkezOk voltak: a bor
alatti kotdszovetben oedema ¢és vérzések, ugyancsak vérzések a savoshartydk alatt
¢s a maj burka alatt, a testiiregben szalmasarga savo, a vékonybél-nyalkahartya
gyulladédsa, mely a hatrabb esdé bélszakaszokon és a vakbélben sokszor véromléses
volt (Bernath és Szalai 1970; Doméan 1970; Siiveges ¢és Szécsényi 1970). A vesék

bovériségét és duzzanatat, a legfiatalabb korban elhullott allatoknal esetenként a
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bursa Fabricii vérzéses gyulladasat is megfigyelték (Bernath és Szalai 1970). A
hosszabb lappangdsi id0 utdn elhullott allatokban zsigeri koszvényt is leirtak
(Domén 1970; Siiveges és Szécsényi 1970). Ilyenkor a koérbonctani elvaltozasok
enyhébbek voltak, de bélhurut, a bor alatti kotészovet 6démaja és a testiiregben

kevés szalmasarga savo ilyenkor is megfigyelhetd volt (Bernath és Szalai 1970).

Rovidesen kozlemény jelent meg a jellemzd korszovettani elvaltozdsokrol is. A
legjellemz6bb korszovettani elvaltozasok vesecsatorndcskdk hamjanak elhalésa,
savos-vérzéses-interstitialis vesegyulladas, és a véromléses-alhartyas bélgyulladas
voltak. Esetenként a bursa Fabricii véromléses-clhalasos gyulladasa is

megfigyelhetd volt (Szalai és Bernath 1971).

Kisérletek igazoltdk, hogy a beteg libak altal iritett virus a veliikk egyiitt tartott
oltatlan kontroll tarsaikra is atterjed. A napos korban fertdzott libak mellé helyezett
15 kontaktkontroll naposliba koziil 5 allat 13-24 napos korban hullott el a
betegségben (Bernath és Szalai 1970).

A vizsgalati eredmények arra utaltak, hogy az 1969-ben észlelt nagyaranyt
elhullasokat nem a Derzsy betegség korokozdja, hanem més virus okozta. A
tinetek, a korbonctani és korszovettani elvaltozasok és fertozési kisérletek
eredménye mellett elsésorban a napos libdkon végzett szérumvédési vizsgalataink
alapjan allapitottuk meg: ,,4 vizsgalt betegség nem azonos az un. libainfluenzaval,
ezt azzal is bizonyitottuk, hogy a libainfluenza elleni kiilénféle hiperimmun és
rekonvaleszcens szérumok a korokozoval szimultan oltva felemelt adagban sem
biztositottak semmiféle védelmet. A lappangasi ido nem hosszabbodott meg, a
korbonctani elvaltozdasok sem voltak enyhébbek, mint a csak szervdérzsélékkel oltott
kontrollcsoport allataiban”. A korokozo ellen hiperimmun szérumot allitottunk eld
(Bernath és Szalai 1970). A szérum ,,2 ml-es adagban 100%-ban, 1 ml-es adagban

86,7 %-ban kivédte az igen erds szimultan fertozést” (Szalai és Bernath 1971).

Ezt kovetden jeles szerzOk ,, A viziszdrnyasok fertézo betegségei elleni védekezés
immunologiai kérdései” cimli cikkben az ugynevezett libainluenzarél kozolték,
hogy ,, Elméletileg szamolni kell ugyanis uj virusvariansok felbukkanasaval,

amelyek ellen a jelenleg termelt szérum nem véd. Ismereteink nagyon korldtozott
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voltara és az emlitett veszély lehetdoségére figyelmeztet egyebek mellett az 1969 évi
2. termelési szamu rekonvalescens szérummal bekovetkezett oltdsi baleset” (Derzsy
¢s Szedd 1973). Az idézet ugy értelmezhetd: a szerzok lehetségesnek tartottak, hogy
az 1969-ben megfigyelt tomeges megbetegedéseket az ugynevezett libainfluenza
egy virusvariansa okozta. A szakirodalomban 1980-ban, és azt kovetden megjelent
kozlemények szerz6i mar elfogadtak alldspontunkat, hogy az 1969 évi tomeges
libaelhullasok oka a libak véromléses vese- bélgyulladas megbetegedése volt, és
megfogalmaztak azt is, hogy a betegséget elsdként kiilonitettiik el az addig ismert

libabetegségektdl (Schettler 1980; Kisary 1993; Guerin és mtsai 2000).

Magyarorszag utan eldszor Németorszagban észlelték a betegséget az 1970-es évek
kozepén. Igen nagy veszteséget okozott olyan esetekben, amikor a libdk vagasakor
gyljtott teljes vérrel, vagy reconvalescens savoval oltottdk a napos koru libakat. A
savokat esetenként maguk a gazdak allitottak eld, és felhasznalasig fagyasztva
taroltak. Egy ilyen esetben 3000 naposlibat oltottak teljes vérkészitménnyel. Az
elhullasok 2 hetes korban kezdddtek, és 4 hetes korra valamennyi liba elhullott.
Egy masik helyen a termeld altal gyijtott szérummal 900 naposlibat oltottak, és a

kezelés utan 3 hét alatt valamennyi liba elhullott.

Oltéanyaggyartd cégek 4altal termelt reconvalescens savok alkalmazéasa is
megbetegedéseket okozott. Egészségesnek tartott libak vagasakor gyljtott savoval
1000 libat oltottak, és 4 hetes korra az allatok csaknem 70 %-a elhullott. Masik
esetben reconvalescens szérumot termeltek, fenollal kezelték. A szérummal oltott
400 liba 70 %-a elhullott a szérumos kezelés utan 3 héten beliil. Egy oltéanyag-
termeld hizottlibak vagéasakor szérumot gyujtott, mellyel négy egymast kdvetd
keltetésbdl szarmazo 12 000 libat oltottak. Az oltds utan 4 hét alatt az allatok tobb
mint 90 %-a elhullott (Schettler 1976). Az elhullasok a tiinetek jelentkezése utan
rovid idon belil torténtek. A korbonctani és korszovettani vizsgalatok eredménye
alapjan a szerzo megallapitja, hogy hasonlé ahhoz a betegséghez, melyrdl Bernath
¢s Szalai (1971) beszamolt, és melyet ,,hemorrhagic nephritis and enteritis of geese
(HNEG)”- nek neveztek. A szerzé az altala ismertetett 6t esetet mindegyikét a

fert6zott szérummal tortént kezelés kovetkezményének tartotta (Schettler 1976).
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A németorszagi esetekkel csaknem egyidejliileg Franciaorszagban is sulyos
veszteségeket okozott a betegség. Az elhulldsok 4-10 hetes korban torténtek.
Ezekben az esetekben nem vezették vissza szérumos kezelésre a libak fert6zodését,
igy az allatok magasabb kora az elhullaskor a betegség jarvanyos terjedésébdl

addodhatott (Schettler 1977, 1980).

A kozelmultban Dél-Németorszagban ismét beszdmoltak megbetegedésekrdl, mely 4
hetes kort libadllomanyokban két helyen jelentkezett. A két allomény mintegy 300
km-re volt egymadstél, de ugyanabbol a keltet6bdl szallitottdk a naposlibakat.
El6szOr véres bélsariirités volt a legjellemzObb tiinet, és az allatok igen rovid idon
beliil elhullottak. Késdébb zsigeri kdszvény volt a leggyakoribb koérbonctani
elvéltozas. Elhullasokat mintegy 5 hét idétartamig észleltek az dllomanyokban, ¢és a
veszteség aranya 43,8 %, illetve 29,2 % volt. Az elhullott allatok szerveibdl a liba
polyomavirust PCR vizsgalattal is kimutattdk (Miksch és mtsai 2002).

A betegség korokozojat Guerin ¢és mtsai (1999, 2000) azonositottak a virus
strukturdlis jellemz0i, és a virusgenom egy 1175 bazispar nagysdgu szakaszanak
szekvencia-analizise alapjan. A korokozot a polyomavirus nemzetség j fajaként a
Goose hemorrhagic polyomavirus (GHPV) névvel jeldlték. Guerin és mtsai (1999)
kozolték, hogy a libak polyomavirus altal okozott megbetegedése a franciaorszagi

libadlloméanyokban a legnagyobb veszteséget okoz6 fert6zo6 betegség.

Magyarorszagon a 2000 és 2003 kozotti idészakban az Orszagos Allategészségiigyi
Intézet miikodési teriiletén 41 ludalloményban allapitottdk meg a polyomavirus
okozta megbetegedést. Az érintett allomanyok 1000-4000 létszamuak voltak. A
betegség leggyakrabban 3-6 hetes allomanyokban fordult eld. Néhany esetben
fiatalabb, valamint iddsebb 4lloményokban is megallapitottdk a betegséget,
legkorabban 4 napos, legkésébb 17-20 hetes ¢letkorban. Az elhullas mértéke 4% ¢és
67 % kozott valtozott. Az elhulldsok 1-2 honapon keresztiil folyamatosan
jelentkeztek, vagy rovid megszakitassal két elhullasi hullam is kialakult. A
korbonctani elvaltozasok koziil leggyakrabban a bélfal megvastagodasat, a

nyalkahdrtya kipirultsagat, valamint a vesék duzzanatit ¢és voOrdsbarna
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elszinezodését talaltak. Ritkabban a bor alatti kotoszovetben vérzések, oedema, a
testiiregben és szivburokban szalmasdrga savo, elhuz6dd esetekben pedig zsigeri
koszvény is gyakran el6fordult. Korszovettani vizsgalattal a vesében a
hugycsatornacskak zonalis elhalasat és vérzéseket talaltak. A bélnyalkahartyaban
hamelhalassal, mirigyelhalassal, vérzésekkel és fibrinkivalassal kisért gyulladast, a
majban savos gyulladast, egyéb szervekben vérzéseket észleltek (Palya és mtsai
2004, 2005). Intranuklearis magzarvanyokat ugyanigy nem talaltak, mint ahogyan a
korabbi korszovettani vizsgalataik soran Szalai és Bernath (1971), Schettler (1977),

tovabba Guerin és mtsai (2000) sem.

Figyelemre mélto, hogy 2002-ben ¢s 2003-ban a polyomavirus okozta esetek szdma
novekedett Magyarorszdgon (Ivanics ¢és mtsai 2003; Glavits és mtsai 2005).
Kisérletesen fertézott napos, vagy 10 napos libdk vizsgalatdval megallapitottak,
hogy a fertézés idOpontja €s a szeroldgiai adthangolodas kozott 8 hét telt el, ami
magyardzza a gyakorlatban észlelt, hosszl ideig elhuzddo elhullasokat (Glavits és

mtsai 2005).

A virus izolalasa libaembrio-fibroblaszt, libaembrio-md; ¢és libvese-
szovettenyészeteken sikertelen volt. A VPl gén nukleotidsorrendje alapjan
megallapitottdk, hogy a magyarorszagi liba polyomavirus izolatumok genetikailag
nagyon kozel allnak egymashoz, tovabba a francia és német izoldtumokhoz. A
Magyarorszagon 1969-ben sulyos libaelhullasokat okoz6 torzs megegyezett a
francia torzzsel, ¢és kiilonb6zott a napjainkban hazankban izoladlt térzsektdl,
valamint a német izoldtumt6l. A jelenleg izolalt hazai tdrzsekben a francia
izolatumhoz képest két, harom és négy nukleinsavvaltozast figyeltek meg. A
vizsgalt torzsek kozott aminosavszekvenciaban nem volt kiilonbség (Palya és mtsai

2004, 2005).

A Polyomaviridae csalad Polyomavirus nemzetségébe tartozd polyomavirusok
mintegy 45 nanométer atmérdjli, ikozaéderes szimmetriaju, burok nélkiili,
koriilbeliil 5000 bazispar hosszu, duplaszali cirkularis DNS genommal rendelkezd

virusok. A genom két irdnyban irddik at, a korai és késdi gének kifejezddése
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céljabol. Egy szabdlyozo6 régid tartalmazza a genetikai informdcidt a virus DNS
szaporodasahoz, és virus mRNS-ekre torténd atirdsdhoz. A korai mRNS-ek kodoljak
a nagy tumor antigént és a kis tumor antigént, melyek multifunkcionalis szabalyozd
proteinek. A kés6éi mRNS-ek kddoljak a virus strukturalis proteinjeit, a VP1, VP2 és
VP3 proteineket, melyekbdl a virus kapszid képzddik (Johne és Miiller 2003; Pérez-
Losada és mtsai 2006). Az avian polyomavirus tovabbi strukturalis proteinje a VP4

(Johne ¢és Miiller 2004).

A polyomavirusok egyetlen fajhoz, vagy kozeli fajok csoportjahoz adaptalédtak (6.
tablazat). Az emlds fajokban az elsé fertdzés altalaban az élet korai szakaszaban
torténik, és tlinetmentes. Szakirodalmi adatok szerint csaknem minden human
betegség, melyet a polyomavirusok okoznak, a szervezet immunhianyos allapotahoz
kotédik (Crandall és mtsai 2005). A virusok aktivalodasa a T sejtek elégtelen
milkodéséhez kapcsolodik (Ahsan €s Shah 2006). A polyomavirus 1-10 %-ban okoz
vesekarosodast veseatiiltetések utan. Elsédleges okozdja a BK virus, melyet 1971-
ben mutattak ki eldszor, egy veseatiiltetett személy vizeletébdl. Vesekdrosodast
okozhat tovabba a JC virus, mely ugyancsak human polyomavirus, de valdszintileg
az SV40 majom-polyomavirus is lehet korokozd (Pavlakis és mtsai 2006). Az
immunszupressziv kezelés a f6 kockazati tényezd a betegség kialakulasa
szempontjabol (Hirsch és mtsai 2006; Vats és mtsai 2006). A BK és JC virus
hemorrhagids cistitist is okozhat csontvel§-atiiltetett személyekben. HIV fert6zott
egyénekben a JC virus, de a BK polyomavirus is, progressziv multifokalis

leukoencephalopathia okozoja lehet (Ashan és mtsai 2006; Pavlakis és mtsai 2006).

A madar polyomavirusokat eldszor papagajfajokbdl izolaltdk (Bernier és mtsai
1981; Bozeman ¢és mtasai 1981), valamennyi esetben heveny lefolyast betegség
kapcsan. Tipustorzsiik a Budgerigar fledgling disease polyomavirus (BFPyV). A
virus 2-3 hetes kort torpepapagdj-fidkak hirtelen elhulldsat okozza, esetenként 100
%-0s mortalitdssal (Miiller és Nitschke 1986; Guerin 2000). A betegséget a
kozelmultban allapitottak meg Olaszorszagban (Bert és mtsai 2005) ¢és Szlovakiaban
(Literak és mtsai 2006). Pintyfajokbol és solyomfélébdl is izolaltdk a virust (Johne
¢s Miiller 1998). A Budgerigar fledgling disease polyomavirus név helyett Johne ¢€s

Miiller (1998) az Avian polyomavirus elnevezést javasolta.
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6. tablazat. A Polyomaviridae csalad Polyomavirus nemzetségébe tartozo
polyomavirusok R. Johne és H. Miiller (2007) kézleményének tablazata

alapjan
Gazdafaj A virus neve és elsé leirasanak ideje Betegség temészetes fert6zottség
esetén
BK polyomavirus (1971) | Nephropathia veseatiiltetés utan
JC polyomavirus (1971) | AIDS-es betegekben progressziv
multifokalis leukoencephalopathia
Ember KI polyomavirus (2007) | Nem ismert; valdszin{i légzdészervi
megbetegedéshez tarsul.
WU virus (2007) | Nem ismert; valoszin(i 1égzdszervi
megbetegedéshez tarsul.
Simian virus 40 (1960) | Nem ismert
Simian virus 12 (1963) | Nem ismert
Majom Baboon polyomavirus 2 (1989) | Nem ismert
B-lymphotropic polyomavirus (1979) | Nem ismert
Chimpanzee polyomavirus (2005) | Nem ismert
Szarvasmarha Bovine polyomavirus (1977) | Nem ismert
Nyul Rabbit kidney vacuolating virus ~ (1966) | Nem ismert
Horesog Hamster polyomavirus (1968) | Bértumorok
Patkany Athymic rat polyomavirus (1984) | Athymusos szértelen patkanyok
nyalmirigygyul-ladésa
Murine polyomavirus (1953) | Nem ismert
Egér :
Murine pneumotropic virus (1953) | Szoposegér 1égzdszervi megbetegedése
Papagdj és mas Budgerigar fledgling disease polyoma- Torpepapagéj-fidka betegség; polyoma-
madarfajok virus (Avian polyomavirus™) ~ (1981) | virus betegség mas madarfajokban
Liba Goose hemorrhagic polyomavirus (2000) | Libak véromléses vese- bélgyulladasa
Pintydke Finch polyomavirus (2006) | Polyomavirus betegség
Varju Crow polyomavirus (2006) | Nem ismert

Az elnevezést Johne és Miiller (1998) ajanlotta.

Jelenleg 4 olyan polyomavirus ismert, melyet madarfajokbol izolaltak: a BFPyV, a
GHPV, a Finch plyomavirus (FPyV) és a Crow polyomavirus (CPyV) (Johne ¢s
Miiller 2007) (6. tablazat és 6. abra).
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6. abra. 15 polyomavirus filogenetikai viszonyai a nagy tumor antigén teljes
aminosavszekvenciai alapjan (Johne és Miiller 2007).

BKPyV = BK polyomavirus; SA-12 = Simian agent 12 (Simian virus 12);
JCPyV = JC polyomavirus; SV-40 = Simian virus 40; KIPyV = KI
polyomavirus; WU = WU virus; HaPyV = Hamster polyoma-virus; MPyV
= Murine polyomavirus, LPyV = B-lymphotropic polyomavirus, BPyV =
Bovine polyomavirus; MPtV = Murine pneumotropic virus; APV =
Budgerigar fledgling disease polyomavirus, mas néven Avian polyomavirus
(Johne ¢s Miiller 1998); GHPV = Goose hemorrhagic polyomavirus; FPyV
= Finch polyomavirus, CPyV = Crow polyomavirus.

DNASTAR software csomag, MegAligm modul, Clustal W algoritmus
(LASERGENE) (Johne és Miiller 2007).

A kiilonb6zé madarfajokbol 2000 el6tt izolalt polyomavirusok (6. tablazat) f6
capsid proteinjét (VP1) kodold génszakaszok 99 % genetikai hasonlosagot mutattak.
A liba megbetegedést okoz6 GHPV ¢és a térpepapagdj tipustdrzs VP1-et kodolo
génszakasza viszont csak 59 % hasonlésagu. A GHPV igy a madar polyomavirustél
761 megkiilonboztethetd, ) virusnak tekinthetd (Guerin és mtsai 2000). A GHPV
teljes, 5256 bazispar méretli virusgenomjat Johne és Miiller (2003) irtak le, és
javasoltak a GHPV ¢és az Avian polyomavirus Avipolyomavirus szubgenusba
sorolasat. Az avian polyomavirus és a GHPV nagy kdérokozoképességének okat nem
ismerik. Feltételezik, hogy az avian polyomavirusnal ez a tulajdonsdg a VP4
proteinhez kapcsoldodik, mely a sejteket karositja a virus kiszabadulasa el6tt.
ORF-X-nek (open reading frame X), mely 169 aminosavat kodol (Johne és Miiller
2003, 2003a).
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A libak véromléses vese- bélgyulladas megbetegedése vizsgalata soran
megallapitast nyert, hogy a GHPV a vérerek endothelsejtjeinek magvaban
szaporodik (Bernath és mtsai 2002; Lacroux és mtsai 2004; Dobos-Kovacs €s mtsai
2005). Lacroux és mtsai (2004) az endothelsejteken kiviil libavese-sejttenyészeten
valo virusszaporodasrdl is beszamoltak. Johne és Miiller (2003), tovabba Palya ¢és
mtsai (2004, 2005) vizsgalatai az allitdst nem erdsitették meg. A betegség
korfejlodésének vizsgalata sordn mi sem észleltiink virusszaporodast a kiilonb6z6
szervek parenchyma sejtjeiben. Libavese-szovettenyészeten végzett 6t passzazs utan
a szovettenyészetre vitt virust PCR modszerrel sem lehetett kimutatni (Bernath és

mtsai 2006).

Guerin ¢és mtsai kozolték (1999), hogy a liba polyomavirus altal okozott nagy
veszteségek csokkentése érdekében vakcina eldallitasat tervezik. Vakcina
eldallitasanak tervérdl, vagy kisérleti vakcina eldallitdsarol tovabbi szakirodalmi
adatok is taldlhatok. Johne és Miiller (2003) kozolte, hogy GHPV specifikus
virusszerli részecskék eldallitdsan dolgoznak, vakcinatermelés céljabol. Palya
(2006) rekombinans baculovirus felhaszndlasaval GHPV VP1 proteint termelt. A
GHPV VP1 proteinb6l két olajemulzios vakcinat allitott eld. Az egyik vakcina a
masikhoz viszonyitva tizszeres mennyiségii antigént tartalmazott. A napos korban
egyszer vakcinazott, vagy 18 nap mulva ismételten immunizalt libakat a masodik
vakcindzas utan 21 nappal virulens GHPV-al im. oltassal fertézték. A fertézés utan
a vakcinazott libacsoportok koziil egyben nem volt megbetegedés, hdromban 5 %-
nyi elhullas volt, ugyanakkor a kontroll csoportban a libdk 65 %-a elhullott, a

GHPYV altal okozott jellegzetes tiinetek és koérbonctani elvaltozasok mellett.

Zielonka ¢és mtsai (2006) a GHPV {6 strukturalis proteinjét, a VPl-et
rekombinacidéval Sacharomyces cerevisiae ¢élesztdgomba-sejtekben, illetve Sf9
rovarsejtek felhasznaldsaval allitottak eld, diagnosztikai készitmény és vakcina
készitése céljabol. A rovarsejtekben kifejez6d6 GHPV-VPI1 virusszeri részecskék
form4ajaban termelddott. A 45 nm  atmérdji  részecskéket nem lehetett
megkiilonboztetni a fertdzOképes polyomavirustdl, de a termelés hatékonysaga

alacsony volt a majom polyomavirus SV-40-VP1 kifejez6déséhez viszonyitva.
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Elesztdsejtekben a GHPV-VP1 kisebb, 20 nm &tmérdjii részecskék forméjaban
termelddott, és csak a GHPV-VP2-vel egyiittesen eredményezett 45 nm atmérdji
virusszerli részecskéket. Mindkét modon eldallitott virusszerli részecskék
hemagglutinaltdk a csirke erythrocytdkat. A termékeket antigénként haszndltdk
diagnosztikai vizsgalatokban. Libdk véromléses vese-bélgyulladas betegségben
szenvedd libaallomanyban ELISA probaval és hemagglutindcio-gatlasi probaval
87,5 % aranyban GHPV-specifikus ellenanyagokat mutattak ki, mig egy egészséges
libadllomanyban valamennyi vizsgalat negativ eredményt adott. Ugyanakkor
GHPV-specifikus ellenanyagokat mutattak ki két masik 4lloményban, ahol a
betegséget nem észlelték, és ez az eredmény a GHPV széleskort elterjedtségére utal

(Zielonka és mtsai 2006).

Vizsgélati eredmények igazoltdk a virus horizontélis terjedését (Bernath és Szalai
1970; Stiveges ¢és Szécsényi 1970). Feltételezik, hogy a virussal fert6zodott liba
perzisztens mddon fertdzott maradhat (Shettler 1976; 1980; Palya és mtsai 2004,
2005), és ennek a virus vertikalis terjedésében lehet szerepe (Lacroux és mtsai
2004). A virus vertikalis terjedésére adat is utalt, ugyanis Palya ¢és mtsai (2005)
négynapos korban megfigyeltek polyomavirus altal okozott elhullast, mig Bernath
¢és Szalai (1970) szerint a fertdzési kisérletben a legrovidebb lappangasi id6 5 nap
volt. Az emlitetteket figyelembe véve libaembriokon végeztiink fertdzési
kisérleteket, és vizsgaltuk, hogy kikelhetnek-e fert6zott kislibak, és lehet-e
jarvanytani szerepiik a virus terjesztésében. Tovabba vizsgaltuk, hogy a libaembridk

alkalmasak-e a virus titralasara (Bernath és mtsai 20006).

Libak véromléses vese- és bélgyulladasa betegség korfejlodése. A liba

polyomavirussal fertozott libaembriok vizsgalata — Anyag és modszer
1. A betegség elso észlelése idejébdl szarmazo fertozé anyag vizsgalata
Fert6zo anyag

A betegség elsd észlelésekor végzett fertdzési kisérletek soran elhullott libak

majabol és veséjébdl fiziologias konyhasodoldattal 20 %-os szervdorzsoléket, és
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beldle baktériummentes szilirletet készitettiink (Bernath és Szalai 1970), melyet

mintegy 30 évig -20 °C-on fagyasztva taroltunk (Szirlet 69).

Kiserleti dllatok és fertozésiik

A fert6z6 anyag 2 ml-ét négy 1 napos koru libaknak bor ald oltottuk, és ezutan az
allatokat 30 napig megfigyeltiik. A kisérleti allatokat izolatorokban tartottuk. Az
allatok ivovizet és 15 Kgray gammasugdrzassal kezelt baromfi inditotapot ad

libitum kaptak (Bernath és mtsai 2001).

PCR és szekvenaldas

Diagnosztikai céllal a Guerin és mtsai (2000) altal leirt primereket (VP1F: GAG
GTT GTT GGA GTG ACC ACA ATG, illetve VPIR: ACA ACC CTG CAA TTC
CAA GGG TTC) hasznaltuk a cikkben leirtak szerint. Vizsgéalatainkhoz primereket
terveztiink a virus VP1 génjére, amelyekkel egy 598 bazis hosszusagu
fragmentumot amplifikaltunk. A reakciokoriilmények a kovetkezdk voltak: 94 °C 15
masodperc, 55 °C 1 perc, 72 °C 1 perc 30 cikluson at, és végiil 72 °C 7 perc. Az 50
ul végtérfogatu reakcidelegyet 0,2 mM dNTP, 10 pmol primer (HR2: ACG GCA
CTG CTA CCA CCT CC, illetve HF1: GAG CCC CTC AGC CAA AAC CA), 10
mM Tris-HCI pH 9,0, 50 mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 1 U Taq DNS polimeraz (Zenon
Biotechnoldgia Kft, Szeged) alkotta. A PCR terméket 2 %-0s agar6z gélben futattuk
meg, majd etidium-bromiddal festettik és UV fény alatt detektdltuk (Herolab
Molekulare Trenntechnik, Wiesloch). A szekvendlds ABI PRISM (Applied
Biosystems Inc., Foster City, Ca.) késziilékkel tortént. A tOrzs azonositdsat a
BioEdit 4.8.7 programmal (North Carolina University) végeztiikk (Dobos- Kovéacs ¢és
mtsai 2005).

2. A betegseg korfejlodésének vizsgalata

Fertozo anyag

A Dbetegség elsO észlelése idején készitett fertézéanyaggal eldzetes vizsgalatot
végeztiink azért, hogy ellendrizziik fert6zOképességét, ¢s megfelel6 mennyiségi
fertéz0anyagot nyerjiink. Az anyaggal 6t naposlibat oltottunk sc., melyek a 7. vagy

a 8. napon hullottak el. A méjakat és veséket antibiotikum-antimikotikum (Sigma-
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Aldrich) tatalmu PBS-ben homogenizdltuk. A szuszpenzidét 4000 g-vel
centrifugéaltuk 30 percig 4 °C-on, majd a feliiluszot steril filterpapiron szirtiik. Ezt a
1épést megismételtiik, majd 100 ml feliillaszohoz ugyanennyi kloroformot adtunk.
Az oldatot 2 6rdig razattuk, azutan centrifugaltuk 8000 g-vel 15 percig 4 °C-on. A
feliiluszot LC2.29 laminar boxban tartottuk 1 orat, hogy a kloroform nyomait
eltavolitsuk. A feliiluszoban elektronmikroszkoppal és PCR-el ellendriztiik a GHPV
jelenlétét (Bernath és mtsai 2001).

Kiseérleti dllatok és a fertozési kisérlet elrendezése.

A vizsgélatokat 24 egynapos koru liban végeztiik. Elhelyezésiik HM1500 (Montoir-
Andersen) izolatorokban tortént, negativ nyomas mellett, az EU eldirdsainak
megfelelden (European Council Directive 86/609/EEC Nov. 24, 1986). Az allatok
ivovizet és 15 Kgray gamma-sugarzassal kezelt baromfi inditétdpot ad libitum
kaptak. Két kontroll libat elvéreztettiink a kisérlet elétt, hogy ellendrizzik az
allatok meghatarozott virusoktél valé mentességét EM és PCR vizsgalatokkal. Ot
naposliba szerveibdl fert6zé anyagot termeltiink. A tobbi o6t kisliba kotaktkontroll
volt. A f6 kisérletben 12 libat fertztiink 2 ml fert6z6 anyaggal sc.. Az allatokat
naponta megfigyeltiik. A fertdzott allatok kozil a kisérlet 3., 4., 5., és 6. napjan 2-2
allatot extermindltunk. A fertdzés utdni 7. napon egy kisliba elhullott, kettd a
betegségre jellemzd klinikai tiineteket mutatott, egy pedig egészséges volt. A két
beteg ¢és az egy egészséges libat még ugyanazon a napon exterminaltuk. A fert6zott
allatokkal egyiitt tartott kontaktkontroll libak koziil egy a 21., egy pedig a 33. napon
hullott el. A tovabbi 3 kontaktkontroll kislibat a kisérlet kezdetétdl szamitott 32.

napig megfigyeltiik (7. tablazat).

Korbonctani és korszovettani vizsgalat

Az elvéreztetett és az elhullott allatok korbonctani vizsgdlatra kertltek, ¢és
korszovettani vizsgdlatot is végeztiink. A szervekbdl (vese, bélcsatorna, maj, 1ép,
tido, szivizomzat, vazizomzat, agyveld, thymus, Fabricius-toml6) kis darabokat 8
%-0s neutralis formaldehidoldatban fixaltunk, majd paraffinba 4agyaztuk. A
metszeteket hemalaun-eozinnal festettiik meg. A metszetek elbirdlasat NFPK (Carl
Zeiss, Jena) kutatomikroszkoppal végeztiik. A korszovettani felvételeket Docuval

(Carl Zeiss, Jena) fotomikroszkoppal készitettiik (Dobos-Kovacs és mtsai 2005).
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7. tablazat A naposlibakon végzett fertdzési kisérlet elrendezése

Fertozott libak szama Kontroll libak szama
Fertozés
uténi Xn=12 Xn=7
nap . , . pes
Elvéreztetett Elhullott Kisérlet elotti Kontakt
0 — — 2 —
3 2 — — —
4 2 — — —
5 2 — — —
6 2 — — —
7 3 1 — —
21 — — — 1"
32 — — — 17+3"

" = elhullott

"= megfigyelve a 32. napig

Elektronmikroszkopos vizsgalat

A kisérleti allatok veséjébdl, bélcsatornijuk tobb szakaszabol, majabol, 1épébdl,
thymusabol, Fabricius-tomldjébdl minden esetben, alkalmanként a tiidébdl és az
agyvel6bél is, 1 mm’ nagysagu szervrészlet mintakat vettiink. A mintakat 0,2 M-os
fosztat-pufferral (PB) késziilt 4%-o0s paraformaldehid ¢és 0,2%-os glutaraldehid
oldat pH 7,3-es keverékében +4 °C-on, 3-4 oOran at eldfixaltuk. Ezutin a
szervmintdkat 0,2 M-os PB-ben 4x5 percig mostuk, majd 0,2 M-os PB-vel késziilt
1%-0s OsO4 oldatban 2 6ran at szobahdmérsékleten utanfixaltuk, majd 0,2 M-os PB-
ben ujbol kimostuk. Ezt kovetden felszallo alkoholsorozatban viztelenitettiik és
Durcupanba agyaztuk. A Durcupan miigyanta polimerizalasa 56 °C-on 48 oOra
hosszan tortént. A blokkokbo6l 40-60 nm vastagsagi metszeteket készitettiink. A
metszeteket 2,5 %-o0s uranylacetattal és pH 7,3-as Reynold-féle 6lomcitat oldattal
kontrasztoztuk és JEOL-JEM 100S jelzésii transzmisszios elektronmikroszkoppal

biraltuk el (Dobos-Kovacs és mtsai 2005).
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3. Embrionalt libatojdsokon végzett vizsgalatok

Virus
A virustartalmu fert6z6 anyag ¢lévirus-tartalmat libaembridk chorioallantois-
membranjara (CAM) oltassal, és Spearman-Kéirber moddszerrel (Allan és Hebert

1968) szamitva 10**° EIDs(/0,2 ml-nek hataroztuk meg.

Embrionalt libatojasok

Az embriondlt libatojasokat liba-parvovirustdl mentes alloménybol szereztiink be.
Ot libaembrion vizsgaltuk PCR médszerrel, hogy az embriok liba hemorrhagis
polyomavirus (GHPV), liba parvovirus (GPV) és liba circovirus (GCV) fertdzéstol
mentesek-e. Az elsé kisérletben hisz embridt oltottunk a fert6z6é anyag 0,2 ml-ével.
Ezek koziil tiz 14 napos embriot CAM-ra, tiz 7 napos embriot szikbe fertdztiink, ot

embrid pedig fertézésmentes kontroll volt.

A masodik kisérletben 25 embrionalt tojason titraltuk a virust az OMCL (Official
Medicines Control Laboratory) altal auditdlt modszer szerint. A fert6z6 anyagbdl
tizes alapu higitasi sort készitettiink 107 higitasig. A higitasokbol 0,2 ml-t oltottunk
ot-6t 14 napos libaembrio CAM-jara. Ot embriét kontrollként vizsgaltunk. A
tojasokat naponta ldampaztuk. Az elhullott libaembriok koérbonctani vizsgalatat, és a
szerveikbdl vett mintak korszovettani és elektronmikroszkdpos vizsgalatat is
elvégeztiik. A fertézott tojasokbol kikelt kislibakat és egy kotroll-libat HM 1500
izolatorban (Montair-Andersen) helyeztiik el (Bernath és mtsai 2006).

Polimeraz lancreakcio

Az emlitett harom virus kimutatdsara PCR-vizsgalatokat végeztiik a tojas
szikanyagabdl, az embriok veséjébdl, bélcsatornijabol és a CAM-bol vett mintakon.
A fertézés elbtti vizsgalatok célja az volt, hogy ellendrizziik az embridk
mentességét az emlitett virusoktol, mig a kisérlet sordn a PCR az
elektronmikroszkopos vizsgalattal parhuzamosan alkalmazva igazolta a virus
jelenlétét. A virus-DNS izolalaséara a szokasos fenol-kloroform eljarast alkalmaztuk.
A PCR vizsgalatoknal GPV-re Sirivan és mtsai (1998), GHPV-re Guerin és mtsai
(2000), mig GCV-re Ball és mtsai (2004) altal leirt primereket és feltételeket
alkalmaztuk. Az igy nyert anyagot 2 %-o0s agardzgélen torténd futtatds utan 0,1 %

etidiumbromid festést kovetden, UV fénynél vizsgaltuk.
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Korbonctani vizsgdlat
A fertézést kovetd 9., 10., 11., 12. napon, amikor a fert6zott embriok koziil az elsd
elhullasokat észletiikk, az elhullott embridkon kiviil egy kontroll embrié is

korbonctani vizsgalatra keriilt (Bernath és mtsai 2006).

Elektronmikroszkopos vizsgalat
Az elektronmikroszkopos vizsgéalatokat az embridk szerveibdl (m4aj, vese, bél és

agyveld) és a CAM-bol végeztiik el.

Liba véromléses vese- bélgyulladasa betegség korfejlodése. A polyomavirussal

fertozott libaembriok vizsgalata — Eredmények

1. A betegség elso észlelése idejébdl szarmazo fertozo anyag vizsgalata

A betegségben elhullott libak szervdorzsdlékének baktériummentes sziirletével 1
napos koru libakat fertéztiink 1971-ben. A fert6z6anyagot mintegy 30 évig —20 °C-
on taroltuk majd ugyanazzal a sziirlettel a fert6zési kisérletet megismételtiik. Ezzel
a fert6zé anyaggal oltott naposlibak mindkét esetben a fertézés utan 11 nap
lappangasi 1id6 utan hullottak el. Az eredmény arra utal, hogy a korokoz6é nem
karosodott kimutathaté mértékben a hosszu tarolasi id6 alatt. A fertdz6 anyagbol, €s
ezzel az anyaggal fertdzott és elhullott négy liba szerveibdl (bursa Fabricii, maj,

1ép, vese) elvégzett PCR vizsgalattal liba polyomavirust mutattunk ki (7. abra).

M 1 2 3

7. abra. A képen a liba polyomavirus okozta betegségben elhullott 1., 2. és
a 3. kisliba vese mintdjabol nyert PCR termék lathato.
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A parvovirus kimutatasara irdnyulo vizsgalat negativ eredménnyel zarult (Bernath

¢s mtsai 2001).
2. Libdk véromléses vese-bélgyulladas megbetegedésének korfejlodése

Két kontroll libat elvéreztettiink a kisérlet el6tt, és EM tovabba PCR moddszerrel
ellendriztiik, hogy az allatok GHPV, GPV ¢és GCV fertdzéstdl mentesek-e. Ezek a

vizsgalatok negativ eredményt adtak.

Az eldkiséreltben 6t naposlibat fertztiink, melyek a 7. vagy a 8. napon hullottak el

a betegségben.

A f6 kisérletben 12 egynapos koru libat fertéztiink 2 ml fertézé anyaggal bér ala. Ot
kisliba kontaktkontroll volt. Az 4llatokat naponta megfigyeltiikk. A fert6zott allatok
koziil a kisérlet 3., 4., 5., és 6. napjan 2-2 allatot exterminaltunk. A fert6zés utani 7.
napon egy kisliba elhullott, kettd a betegségre jellemzd klinikai tiineteket mutatott,
egy pedig egészséges volt. A két beteg és az egy egészséges libat még ugyanazon a
napon exterminaltuk. A fertézott allatokkal egyiitt tartott kontaktkontroll libak
koziil egy a 21., egy pedig a 33. napon hullott el. A tovabbi 3 kontaktkontroll
kislibat a kisérlet kezdetétdl szamitott 32. napig megfigyeltiik (7. tablazat).

A beteg kislibakon igen rovid ideig, mindossze 1-3 oraig lehetett betegségre utalo
tineteket latni. Allas kozben gyakran egyenstlyukat vesztették, és véres bélsarat

uritettek (8. abra), néha csoriikre tamaszkodtak.

8. abra Egyenstlyzavart mutatd kisliba. Véres bélsariirités.
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Néhany allaton idegrendszeri tiinetek, igy nyak és fejcsavargatds, imbolygd jaras is
megfigyelhetd volt. Az allatok az elhullas eldtti utolsé fél 6raban iilve, nehezitetten
1élegeztek. KésObb aluszékonnyd valtak, és rovidesen elhullottak. A beteg allatok

egyetlen esetben sem gyogyultak meg.

Korbonctani vizsgadlat
A fertézés utdan a 3., 4., 5. és 6. napon exterminadlt 4llatokban érdemleges

korbonctani elvaltozas egy esetben sem taldltunk.

A kisérlet soran elhullott és betegen elvéreztetett dllatokban észlelt makroszkopos
bonclelet megegyezett a kordbban leirtakkal (Bernath és Szalai 1970; Siiveges és
Szécsényi, 1970). Testszerte, de leggyakrabban a nyaktdjék bor alatti
kotoszovetében, a combok belsé felilletén 1évo lazarostos kotdszovetben, a
Fabricius-tomld falaban és kornyezetében, a bélfodorban oedemat, a szivburokban
és a testiiregben savos folyadékot taldltunk. Ugyszintén testszerte, de leggyakrabban
a hashartya, a sziv kiilsé hartyaja alatt, ritkdbban a majburok alatt, az izmok kdozti
kotészovetben és a fasciak alatt pontszerii vérzések voltak. A vesében rendszeresen,
a Fabricius-tomlében ritkdbban, az agyburkokban ¢és az agyveld allomanyaban
elvétve szétfolyo, az agyveld allomanyaban ezen kiviil még roncsold (apoplexias)

vérzés volt a bonclelet (9. abra).

9. abra. Duzzadt, b6vérh vesék, mellettiik a savoshartya alatt vérzések.
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A vékonybélben gyakrabban, a vakbélben ritkdbban szabad vérzéseket észleltiink, és
ilyenkor a vér a bél iiregébe keriilt (10. abra). Ezen kiviil altaldban heveny
veseelfajulas, ritkdbban heveny majdystrophia is jelentkezett. A 1ép elvaltozast nem
mutatott. Az emlitett elvaltozasok allatonként valtozo sulyossagban fordultak eld ¢€s

nem is minden allatban alakult ki mindegyik.

10. abra Véromléses bélgyulladas. A savoshartya feldl is megfigyelhetd a bélszakasz
vOros elszinezédése. Vérzések a Bursa Fabricii allomanyaban

A kisérlet kezdete utani 21. napon elhullott kontaktkontroll libdban kiterjedt
agyvérzést, a 32. napon elhullottban a béntalomra jellemzd tipusos boncleletet,

testszerte oedemat, vérzéseket és vérzéses bélgyulladast figyeltiink meg.

Korszovettani vizsgalat

Az elhullott vagy betegként ledlt allatok veséiben, a tubulusokban, féleg az
elsédleges kanyarulatos csatornacskak hamsejtjeiben vacuolas elfajulas, vagy
acidophil sejtelhalas és egyidejlileg karyopycnosis fordult elé (11. abra). E mellett
az interstitiumban koriilirt gécokban vagy kiterjedt teriileteken friss kapillaris

vérzéseket lehetett megfigyelni.
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11. abra. A vese tubulus-hamsejtek vacuolas elfajulasa. HE.-festés. Vonal = 25 pum.

A vékony- és a vakbélben néhany bélboholyr6l, vagy szinte mindegyikrdl az
epithelsejtek savokilépés miatt Osszefiiggden levaltak (12. abra). Az epithelsejt
rétegétdl megfosztott bolyhok kapillarisai szabadda valtak. Ilyen bélbolyhok
kapillarisaibol néha szamottevd mennyiségtii vér jutott ki, amely a levalt

epithelsejtekkel egyiitt a béltartalomhoz keveredett (13. abra).

H
‘!
12. abra A vékonybélben a bélboholy epithelrétege savokilépés miatt levalt.
HE.-festés. Vonal = 50 um.
13. abra Az epithelréteg nélkiili bélboholyhokbol kiindulé vérzés lathato a

kép bal oldalan, mellette a jobbra 1év6 bélboholyhokban az
epithelréteg levalt. HE.-festés. Vonal = 100 pm.
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A Dbélbolyhok atrophidja a heveny esetekben nem volt megfigyelheté és a
kehelysejtek aktivitasanak jelei sem mutatkoztak. Egy-egy allatnél, kevés helyen a
bélbolyhok propridjaban heterophil granulocytds besziirddés fordult els. A
vékonybélben a fenti szovettani elvaltozasok egyedenként valtozé mértékben, de a

bél minden szakaszaban elofordultak.

A majban csupan néhany esetben lehetett a megszélesbedett Disse-terekben
savokilépést megfigyelni. Ritkan a sinusoidokbol kiinduld vérzést lehetett latni. A
tiddben gyakorta heveny vizenyé mutatkozott, ¢és ugyanilyen tartalom a
bronhusokba és 1égcsObe is atjutott. A szivizomzatban, vazizomzatban a szovetkozi
vizenyé mellett némelykor kapillaris vérzések mutatkoztak. A Iépben, thymusban
érdemleges szerkezetvaltozast nem lehetett latni. A Fabricius tomldben ¢és

kornyezetében szovetkdzi vizenyd és kapillaris vérzések is eléfordultak.

Az agyveldben alkalmanként perivascularis vizeny6t, diszkrét kapillaris vagy néha

roncsold vérzéseket figyeltiink meg.

Elektronmikroszkopos vizsgalat
A kisérletesen fert6zott kislibak veséiben a muscularis tipust arteridktdl a
glomerulus kapillarisokig az endothelsejtjek sejtmagvaban 40-45 nm nagysagu,

burok nélkiili virusokat figyeltiink meg (14. és 15. abra).

14. abra Vese, arteriola. Polyomavirusok az endothelsejt magjaban. A
vérérben vordsvérsejt és heterophil granulocyta. Az insert a A-al
jelolt teriilet nagyitasa. Vonal = 100 nm.
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15. abra Vese, glomerulus kapillaris. Az egyik endothelsejt magjaban
polyomavirusok, a masik endothelsejt elhalt (magja pycnosisos,
citoplazmaja szerkezet nélkiili). Az insert a A-al jeldlt teriilet
nagyitasa. Vonal = 100 nm.

A virust tartalmazé endothelsejtek vagy még szabalyos sejtstruktarat mutattak, vagy
finom szerkezetiik felbomlott. Gyakran egyes endothelsejtek elhaltak. Szdmos
elhalt, pycnosisos magvu endothelsejtben virust nem talaltunk. Ezek az elhalt sejtek
is rendszerint a vérér alaphartyajan foglaltak helyet. Az érintett vérér alapharty4ja
vagy szabalyos Osszefiiggd zonat képzett, vagy helyenként elmosoddott és szerkezete
nem volt kivehetd, fellazult. A vérér koriil altalaban enyhe oedema mutatkozott. A
tubulus-hamsejtekben virust egy esetben sem figyeltiink meg. A tubulus-
hamsejtekben korszovettani vizsgalattal vizforgalmi zavarokra utalo elvaltozasokat,
zavaros duzzadast, reveribilis és irreverzibilis jellegli vacuolas-hydropicus

elfajulast, vagy collapsust lehetett kimutatni.

A bélcsatorndban a bélbolyhok tengelyében futd kapillarisok endothelsejtjeiben, a
sejtmagokban virusok voltak megfigyelheték (16. abra).

Az enterocytakban virust egy esetben sem lehetett megfigyelni. A bélbolyhok
allomanyaban el6forduld vérzések az elhalt endothelsejteket tartalmazo vérerekbdl
diapedezis Utjan, a nagyobb mértékii szabad vérzések pedig a ,lecsupaszodott”

bélbolyhok vérereibdl rhexis révén indultak ki.
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16. abra Vékonybél. Bélboholy-kapillaris. Az egyik (a) endothelsejt
magjaban ¢és citoplazmajaban polyomavirusok. A masik (b)
endothelsejt elhalt, citoplazméja szétesett, benne polyoma-virusok.
Az elhalt endothelsejtb6l kiszabadulé ¢és a vérplazmaba keriilt
polyomavirusok csoportja (—). Az insert a A-al jelolt teriilet
nagyitasa. Vonal = 100 nm.

17. abra Agyveld. kapillaris. Az endothelsejt magjaban (—) polyomavirusok.
A kapillaris kérnyezetében oedema. Vonal = 1000 nm.

A majban, a 1épben, a thymusban, a Fabricius-tomldben, a tiidében és az agyveldben
szintén csak a vérerek (az arteriolak és kapillarisok) endothelsejtjeiben lehetett a
fenti virusokat megfigyelni (17. abra). A szervek parenchyma-sejtjeiben egy

alkalommal sem taldltunk virusokat. Csupan egy esetben, az egyik bélboholyban
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figyeltink meg egyetlen makrophag sejtben virust ugy, hogy az az elhalt és

virustartalmu endothelsejtet phagocytédlta (Dobos-Kovacs és mtsai 2005).

3. Vizsgalatok libaembriokon

Korabbi kisérleteinkben az amnion-allantois zsidkba fertdzott libaembriok nem
hullottak el a megfigyelési 1d0 végeéig, ezért ezt a fertdzési modot az értekezésben
targyalt kisérletben nem alkalmaztuk. A libaembridk fert6zését el6szor CAM-ra és
szikzsdkba végeztiilk annak megallapitasara, hogy milyen hatdsa van a virusnak az
embriokra. A szikzsadkba oltott 7 napos embrioknal viszonylag hossza, 14-17 nap
volt a lappangasi 1d6, mig a CAM-ra oltott 14 napos embriok 8-10 nap elteltével
hullottak el. A bdralatti kotdszovetben és a savoshartyak alatt vérzések, testliregben
savos folyadék, és a boralatti kotdészovet oedemaja volt a jellemzd tliinet mindkét

fertdzési modnal.

A f6 kisérletben csak a CAM-ra torténd fertézést alkalmaztuk. A 10%%-10%% EIDs¢/0,2 ml
mennyiségii liba-polyomavirussal fert6zott libaembriok a fert6zést kovetd 9-14. napon
pusztultak el. A 101%°-10%%° EIDs5¢/0,2 ml fert6zo virus alkalmazasa esetén ez az idotartam
meghosszabbodott a fertdzés utani 14-16 napra. A 105% EIDs0/0,2 ml, és a 10%%° EIDsy/0,2
ml mennyiségii liba polyomavirussal fertdzott csoportbdl egy-egy embri6 életben maradt,

¢s a kontroll libaval egy idoben kikelt. A részletes adatokat a 8. tablazat tartalmazza.

Az elpusztult embriok korbonctani elvaltozésai hasonldéak azokhoz, mint
amilyeneket a korabbi naposlibakon végzett kisérletek soran megfigyeltiink (Dobos-
Kovacs és mtsai 2005), azonban néhany jelentds kiilonbség észlelheté volt. A
nagyobb ferté6z6 adagok alkalmazasa esetén (10*?°-10%% EIDs¢/0,2 ml) az
agyvelében taldlhaté diffuz, vagy koriilirt multiplex vérzések voltak a
legjellemz6bb korbonctani elvaltozasok. Az agyveldbeli diffuz vérzések miatt a 15
libaembri6 koziil 13 esetében az agykoponya mérete megnétt €s boltozatossa valt. A

csontok eltavolodtak egymastol (18. abra).



-67-

8. tablazat  Libaembriok kisérleti fertdzésével kapott korbonctani elvaltozasok

Lib
tha , Leggyakoribb korbonctani elvaltozasok
polyomavirus Elhullas
PR g a fert6zés utani
fert6z6 dozis agyban egyéb szervekben
EID50/0,2 ml napon
10*% 10-12 Diffuz vérzés Nephrosis
Nebhrosis &
10>% 9-11 Diffuz vérzés CPATOSIS €3
veseveérzések
Nephrosis &
10> 13-14 Diffaz vérzés CPATosis s
vesevérzések
10" 14-16 — Vesevérzések
1 kisliba kikelt
10%% 15-16 — Testszerte oedema
1 kisliba kikelt
Kontroll _ _ _

18. abra Kisérletesen fert6zott 6t libaembrio, melyekben kiterjedt agyveldi vérzések
alakultak ki (jobb oldalon), és egy negativ kontrol embrid (balrdl). Négy embrid
a liba polyomavirus 10%*° EIDs(/0,2 ml, mig egy a virus 10 335 E1Ds/0,2 ml
mennyiségével volt fertézve.
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Az agykoponya emlitett elvaltozasa nem alakult ki azokon az embriokon, melyeket
10'°-10%° EIDs¢/0,2 ml virusmennyiséggel fertéztink. Ezekben az esetekben
oedema ¢és Kkiterjedt vérzések voltak a bor alatti kotészovetben, és gyakran
veseelfajulas is eléfordult. Erdekes modon a bélcsatornaban nem lattunk
kérbonctani elvaltozasokat, és a CAM feliiletén sem voltak vérzések. A kontroll

embriok vizsgalata negativ eredményt adott.

Az agyveldbeli elvaltozasok fénymikroszkdpos vizsgdlati eredménye a 19. dbran

lathato.

Az elektronmikroszkopos vizsgalat eredményei 0sszhangban voltak a korbonctani
leletekkel. Burok nélkiili, 40-45 nm méretli virionokat figyeltiink meg a bélbolyhok-
, a veseglomerulusok-, valamint az agy-kapillarisainak endothel-sejtjeiben, a

sejtmagokban (20. abra).

19. abra Kapillaris vérzések az agyveldben. Kdoszovettani kép. HE festés.
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20. abra Agyveld, elektronmikroszkopos felvétel. Polyomavirusok egy
kapillaris endothel sejtjének magjaban. Vonal = 1000 nm.

A virionok elszoérva, parakristadlyos formaban helyezkedtek el a sejtmagban (21.
abra), formailag azonosak voltak a koradbbi fert6zési kisérleteinkben

megfigyeltekkel (Dobos-Kovacs ¢és mtsai 2005).

200 i

21. abra. Parakristalyos elrendez6désii liba polyomavirusok egy intestinalis
kapillaris endothel sejtjének magjaban. Vonal= 200 nm.
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Két fertézott libaembrid kikelt, de gyengébb fizikai allapotuak voltak, mint az
egészséges kontroll liba. A liba polyomavirus fertdzottség miatt ez a két kisliba 4
napos korban elhullott. A bdr alatti kotészovet oedemdja, és enyhe nephrosis €s
vérzéses bélgyulladas voltak a korbonctani elvaltozasok. A kontaktkontroll kisliba
egészséges maradt a 32 napos megfigyelési id6 alatt. A fert6zott és kontaktkontroll
libakbol kloakatamponnal mintat vettiink, és PCR vizsgédlatot végeztiink annak
vizsgalatara, hogy van-e virusiirités és lehetséges-e a virus horizontalis terjedése. A
fert6zott allatokbol vett kloakatampon PCR vizsgélata pozitiv, mig a kontroll libaé
negativ eredményli volt. A kontaktkontroll liba veséjének liba polyomavirus

kimutatasara iranyuldé PCR vizsgélata ugyancsak negativ eredménnyel zarult.

Liba véromléses vese- bélgyulladasa betegség korfejlodése. A polyomavirussal

fertozott libaembridk vizsgalata — Megbeszélés

A kozelmultban a betegség elsO észlelése idejébdl szarmazo fert6z6 anyagbol, és ezzel az
anyaggal fert6zott és elhullott négy liba szerveibdl (bursa Fabricii, maj, 1ép, vese) elvégzett
PCR vizsgalattal liba polyomavirust mutattunk ki (Bernath és mtsai 2001). Korabbi
vizsgalataink soran a tlinetek, a koérbonctani-, korszdvettani- és a koérokozot tartalmazéd
anyaggal végzett fertdzési-vizsgalatok alapjan, és elsdsorban a fertdzott kislibakon végzett
szérumvédési kisérletek eredményeire alapozva allapitottuk meg, hogy az 1969 évi
tomeges libaelhullasokat nem az ugynevezett libainfluenza okozta (Bernath és Szalai 1970,
1971; Szalai és Bernath 1971). Ujabb vizsgalataink mégis indokoltak voltak, mert az 1969-
ben észlelt megbetegedések koroktananak ujabb fontos bizonyitékat jelentette, hogy

kimutattuk a liba polyomavirust a korabeli fert6zo anyagbdl (Bernath és mtsai 2001).

A libék polyomavirus okozta betegségét ismereteink szerint 1969 utdn hosszu ideig,
egészen az 1990-es évek végéig nem észlelték Magyarorszagon (Ivanics és mtsai
2003). A korokoz6 a kornyezeti hatasoknak jol ellendlld virus, igy felmeriil a
kérdés, hogy mely tényezOk eredményezhették ezt a hosszli iddszakot, mely alatt a
betegséget nem diagnosztizaltdk hazdkban. Okat pontosan megallapitani nem lehet,

de meg kell emliteni a kovetkezdket. Az 1969 évi megbetegedések Derzsy-betegség
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elleni reconvalescens szérumos oltasok utan, kizardlag nagyiizemi alloméanyokban
jelentkeztek. Az elsd észleléskor tehat a betegség nem természetes uton, nem
jarvanyszertien terjedt, hanem virust tartalmaz¢é libainfluenza elleni szérummal
torténd kezelés utan betegedtek meg a kislibak. Valamennyi beteg kisliba elhullott,
gyogyulast egyetlen esetben sem észleltek. Ahol a betegség jelentkezett ott egyes
helyeken a kislibdk mintegy 50 %-a, de legtobbszor 80-90 %-a elpusztult, majd az
érintett 4lloméanyokat felszdmoltdk. Az 1960-as évek végén a Derzsy-betegség
sulyos veszteségeket okozott, de voltak fert6zéstél mentes libadllomanyok is.
Ezekb6l a Derzsy-betegségtél mentes torzsadllomanyokbol szarmazéd tojasokat
hasznaltdk keltetésre. A felsorolt tényezdk feltehetdleg egyiittesen eredményezték
azt, hogy a betegséget hosszil ideig nem észlelték Magyarorszagon (Berndth és

mtsai 2001).

Meg kell emliteni azt is, hogy Schettler (1980), tovabba Palya ¢és mtsai (2004)
feltételezték, hogy egyes tlinetmentes libak virushordozok Ilehetnek. Ezt a
véleményt a leglijabb vizsgdlatok igazoltak. Zielonka ¢és mtsai (2006) a liba
polyomavirus (GHPV) VP-1 antigén felhasznaldsaval szerologiai moddszereket
fejlesztettek ki a GHPV specifikus ellenanyagok kimutatasdra. Az ELISA ¢és
hemagglutinaci6 gatldsi probaval ismerten liba polyomavirussal fert6zott
allomanyban 85,7 %-o0s pozitivitdst mutattak ki. Egy masik allomany vizsgalata,
ahol nem észlelték a betegséget, negativ eredményt adott. Ugyanakkor GHPV
specifikus ellenanyagokat mutattak ki két olyan allomanyban, ahol a betegség
tiinetei nem jelentkeztek. Ez az eredmény a szubklinikai vagy nem diagnosztizalt

fertdzések 1étezésére utal.

A kozelmultban Roy és mtsai (2004) kozolték, hogy az avian polyomavirusokat
hatékonyan  tudtdk  kimutatni  formalinnal  fixalt, paraffinba  4gyazott
készitményekbdl PCR  mddszerrel. Ilyen készitmények nyilvan  hazai
laboratoriumokban is rendelkezésre allnak. Vizsgalatuk, vagy fagyasztva tarolt
libaszervek vizsgalata tovabbi informécioét adhatna arrél, hogy voltak-e nem
diagnosztizalt megbetegedések a betegség ujabb hazai megallapitdsa eldtti
idészakban. Az 1992-1997 kozotti idészakban o6t kiilonbozé libadlloméanybol
begytjtott, és fagyasztva tarolt libaszerveket megvizsgaltuk Intézetiinkben PCR
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modszerrel, a betegség korokozojanak kimutatasa céljabol. Valamennyi esetben

negativ eredményt kaptunk (Bernath és mtsai 2002).

Vizsgalatokat végeztiink a betegség korfejlodésének a tisztdzasara. A libak
polyomavirus okozta megbetegedésének pathogenezisében az a meghatarozo
tényezd, hogy a koérokozé a szervezet kiilonféle nagysagl vérereinek, de leginkabb
az arterioldk ¢és a kapillarisok endothelsejtjeinek magjdban multiplikaloédik. A
virusszaporodas kovetkeztében az endothelsejtek funkcidja karosodik. A virus
multiplikdcidja endothelsejt-elhalashoz vezet. Emiatt a vérerek, féleg a kapillarisok
faldnak atjarhatosaga fokozodik. Erre a kapillaris-permeabilitdsi zavarra lehet

visszavezetni a beteg allatokban testszerte mutatkozé oedemat.

Ugyancsak a vérérfal atjarhatésdga miatt johetnek létre a testszerte megfigyelt
diapedezises, kapillaris vérzések is, melyek egyes szervekben, igy a vesében, és az
agyvelében némelykor sulyos fokuak is lehetnek. A bélcsatorndban a bélbolyhok
allomanyaban el6fordulé diapedezises vérzések mellett sulyos foku szabad
vérzésekkel is talalkoztunk, mely rhexises eredetli. A rhexises vérzés kialakulasanak
elézménye az lehet, hogy a bélboholy-kapillarisokbol kidramlo savé nagyfoku
enterocyta-levalast okoz, majd a bélbolyhok szabaddd valt vérereinek fala

mechanikai hatasokra megnyilik. Ezt a vérérfal elézetes karosodasa eldsegitheti.

A vesében a tubulushamsejtek regressziv elvaltozasai nem virus okozta primer
hatdsra jonnek létre, hanem a kapillarisok endothelsejtjeinek karosoddsa miatt

kialakulo vérkeringési zavar kovetkezményei lehetnek.

A virust a morfoldgiai vizsgalatok soran egyik szervben sem taldltuk meg az

ugynevezett parenchymasejtekben.

Heveny esetekben, amikor a naposlibdk a fert6zés utan 7 nap mulva elhullottak a
testszerte eléforduld savokilépés és vérzések mellett 4altalaban nem lehetett
gyulladdsos-sejtes  besziirddést észlelni. Egyes 4llatokban azonban az
epithelrétegiiktél megfosztott, csupasz bélbolyhok propridgjdban heterophil
granulocytds beszlir6dést lehetett megfigyelni, amely reaktiv elvaltozas Iehet

(Dobos-Kovacs és mtsai 2005). Az elhullasokat mindossze egy-két oras betegség
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elézte meg. A betegség heveny lefolydsa magyardzatul szolgalhat arra, hogy a
gyulladasos elvaltozasok csak a fentebb emlitett esetekben voltak kimutathatodk.
Hosszabb lefolyasu esetekben viszont tobb munkacsoport is leirt gyulladdsos

elvaltozasokat (Szalai és Bernath 1971; Lacroux és mtsai 2004).

Lacroux és mtsai (2004) szerint a virus libavese—szovettenyészeten szaporithato,
azonban ezt a megallapitast nem erdsitette meg Johne és Miiller (2003), Palya és
mtsai (2004, 2005), és a mi munkacsoportunk sem. Eredményeink szerint nem
alakultak ki citopathogén elvaltozasok libavese szovettenyészeten, €s Ot passzazs
utan PCR moédszerrel sem lehetett virust kimutatni (Bernath és mtsai 2006). Ezek az
eredmények dsszhangban vannak Bernath és mtsai (2002), Lacroux ¢és mtsai (2004),
tovabba Dobos-Kovécs és mtsai (2005) megfigyeléseivel, melyek szerint a virus az
endothelsejtek magjadban szaporodik, az igynevezett parenchymasejtekben nem. Ez
magyarazatot adhat arra, hogy miért voltak sikertelenek a virus szaporitasara

iranyulo kisérleteink libavese—sejtenyészeten.

A liba polyomavirussal fertdzott embriokbol kikelt két kisliba. Ezek az &llatok
gyengébb fizikai allapotuak voltak, mint a kontroll kisliba, és a klokéajukbol vett
tamponminta PCR vizsgalataval kimutattuk a liba polyomavirust. A két kisliba négy
napos korban elhullott a betegségben, de addig egy izolatorban helyeztiik el ket a
kontroll kislibaval. Ez alatt az id6 alatt nem fert6zték meg a kontroll kislibat. Erre
az eredményre magyardzatot adhat az i1dé rovidsége, amelyet az dallatok egyiitt
toltottek, valamint a specidlis elhelyezés. A kislibdk ugyanis rdcsozaton voltak,
amelyen nem halmozodhatott fel bélsar, és ez csokkentette a liba polyomavirus
atjutasanak az esélyét a kontroll allatba. Ennek ellenére megallapithatjuk, hogy a
liba polyomavirussal fertdzott libaembridkbol két két kisliba ki tudott kelni, és
iritette a virust, mely a GHPV vertikalis atvitelének lehetdségére utal, és arra, hogy

a virus atvihetd fertézésmentes libadlloményba fert6zotten kikelt libakkal.

A Derzsy betegség elleni szérum alkalmazasa kapcsadn 1969-ben észlelt nagyaranyt
libaelhullasok is felhivtdk a figyelmet arra, hogy az allatgydgyészati készitmények
mikroorganizmusokkal vald fertdzottsége igen nagy veszélyt jelent (Bernath és
Szalai 1970; Bernath és mtsai 2001). Tobb esetben kimutattdk az allatgyogyaszati

vakcinak fertézottségét mycoplasmakkal, BVD virussal, csirkeanémia virussal
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(Vannier 1996). Az oltoanyag-termelésben felhaszndlandd bioldgiai készitmények
(szérum, sejttenyészetek, sejtvonalak) esetleges pestivirus fert6zottségét eldzetesen
ellendrizni kell (OIE, Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals, 2004). A humdan szérumkészitményeknél a legnagyobb kockazatot a
Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), hepatitis B virus (HBV) ¢és hepatitis
C virus (HCV) fertézottség jelentette az elmult évtizedekben, de komoly

eloérehaladast értek el a szlirdvizsgéalatok bevezetésével (Castle 2004; Seitz 2004).

A human- és allatgyogyaszati-készitmények torzskonyvezésének f6 célja, hogy csak
egyenletesen jO6 mindségli, artalmatlan és hatékony készitmények keriiljenek
forgalomba (Bernath 1995; So6s 2000). A torzskdnyvezés kdvetelményrendszerének
egyre boviilé rendeleti szabdlyozasa eldsegiti a fenti célok megvaldsitasat, de
minden részletkérdésre értelemszertien nem térhet ki (Bernath 2006; Bernath és
Némethné Konda 2006). Id6rdél idére 1j tipusu készitményeket és 0j vizsgalo
modszereket fejlesztenek ki, és ennek megfelelden a torzskonyvi kovetelmények is

valtoznak (Bernath ¢s mtsai 1996).

Elfogadott allaspont, hogy a készitmények alkalmazasa bizonyos kockazattal jar, a
nulla kockazati szint elérése nem lehetséges. Az elfogadhatd kockazati szintet
nagymértékben befolyasolja a rendelkezésre all6 vizsgald modszerek érzékenysége.
Specifikus, érzékeny modszerek csokkenthetik az elfogadhatd kockazat szintjét.
Ezért nélkiilézhetetlen az 1j, korszerli eljardsok bevezetése ¢és alkalmazasa az
allatgyogyaszati készitmények mindségének biztositasara és ellendrzésére. A
vakcindk eldallitdsara  haszndlt sejtvonalak, virustdrzsek idegen  virus
fert6zottségének kimutatdsara jelenleg a PCR modszer tekinthetd leginkabb

elfogadhatonak (Bernath és mtsai 1996; Vannier 1996).

Az OIE megfogalmazta az elveket a ,,Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals” (2004) cimi konyv ,,Tests for sterility and freedom from
contamination of biological materials” fejezetében, melyeket az allatok kezelésére
alkalmazand6 biologiai készitmények eldallitasanal ¢és ellendrzésénél, igy a
szérumok vonatkozdsaban is be kell tartani, és alkalmazni kell. A fertdzottségtol
valdé mentesség alatt meghatarozott fertézoképes organizmusok hianya értendo,

melynek biztositasa csak a felhasznalt alapanyagok, feldolgozésuk ¢€s tarolasuk
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megfeleld ellendrzésével érhetd el, €s a termékeket is ellendrizni kell. A szérumokra

vonatoz6 szabalyok réviden a kovetkezok.

— A szérumokat egészséges allatokbol kell nyerni, melyek amennyire csak
lehetséges mentesek a kezelt allatfajra atviheté korokozoktol. Mentesek

barmely olyan allatfajra atvihetd korokozotol is, mely kapcsolatba keriil a

kezelt allatokkal.

— Amennyiben virust, vagy baktériumot hasznalnak a szérum termelésé¢hez,
akkor azoknak, ¢és a virusszaporitashoz hasznalt sejttenyészeteknek
mentesnek  kell  lennilik  szennyezd  baktériumoktdl,  gombdktol,
mycoplasmaktol, virusoktdl és mas pathogénektdl, melyek atvihetdk a kezelt

allatfajra, vagy azzal érintkez6 allatfajokra.

— A szérum minden gyartési tételét ellendrizni kell sterilitasi vizsgdlattal.

— A szérum minden gyartasi tételét ellendrizni kell olyan vizsgalo eljarasokkal,
melyek megfeleléen bizonyitjdk, hogy a szérum mentes idegen virusoktol.
Az ilyen vizsgald eljardsokba beleértendék az olyan sejttenyészeteken
végzett vizsgalatok, melyeken azok a virusok szaporithatok, melyek irant a
szérummal kezelendé 4llatfaj is fogékony. Beleértendék tovabba az

embrionalt tojasokon, €s sziikség esetén az allatokon végzett vizsgalatok is.

A liba polyomavirusol, és a virus altal okozott betegség korfejlodésérdl az utobbi években
a kutatds sok uj megallapitast tett. Ezek tiikrében az OIE kézikonyvében megadott
ellenérzé modszerek koziil az embrionalt libatojason végzett vizsgalat (Bernath és mtsai
2006) alkalmas lett volna az 1969-ben nagyarany libaelhulldsokat eldidézd két
reconvalescens szérumbol a korokozd polyomavirus kimutatdsara, kiilondsen
chorioallantois-membranra torténd oltds esetén. A célallatokon végzett artalmatlansagi
vizsgélatot mindig a hasznalati utasitaisban megadott legfiatalabb koru allatokon kell
elvégezni. A Derzsy betegség elleni szérumot naposkori libakon alkalmaztak.
Naposlibakon végzett artalmatlansadgi vizsgalat ugyancsak kimutatta volna a
polyomavirust. A szovettenyészeten végzett vizsgalat viszont minden bizonnyal negativ

eredményt adott volna a szérumok polyomavirus fertézottsége ellenére, mivel liba eredetli
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szovettenyészeteken sem volt sikeres a virus szaporitdsa (Johne és Miiller 2003; Palya ¢és

mtsai 2004, 2005; Bernath és mtsai 2006).

Az European Pharmacopoeia Fifth Edition (2005), Supplement 5.1, 5.2.9. Evaluation of
Safety of Each Batch of Veterinary Vaccines and Immunsera fejezetének eldirasa szerint
immunszérumok artalmatlansagi vizsgélatdt a hasznalati utasitasban ajanlott legfiatalabb
korti céléllaton kell végezni, az ajanlott adagolasi modon. Madaraknal altaldban 10
kisérleti allaton végzik a vizsgalatot. Az oltott allatok megfigyelési ideje legalabb 14 nap.
Az celhullott allatok korbonctani vizsgalatdit el kell végezni, mikroszkdpos ¢s
mikrobiologiai vizsgalat indokolt lehet. Az 1969-ben nagyaranyu elhullast okozo6 szérumok
2 ml-es adagjaval sc. naposlibékat oltottunk Intézetiinkben. A legrovidebb lappangasi id6

13 nap volt (Bernath és Szalai 1970), tehat ez a vizsgalat is kimutatta a nem kivant hatast.

Az allatgyogyaszati készitmények alkalmazasanak veszélyét mar mintegy tiz évvel ezelott
is sokkal kisebbnek tartottak, mint az ¢él6 allatok, és allati eredetii termékek
kereskedelméhez fiz6d6 kockazatot (Vannier 1996). Elmondhaté az is, hogy az
allatgyogyaszati készitmények eldallitdsat szabalyozé Eurdpai Unids eldirasok, a
tagallamok kozotti harmonizacio, a korszerti technikai kovetelmények, 0 technolégidk, a
gyartok altal bevezetett mindségbiztositasi elvek és intézkedések hatasara a készitmények
alkalmazéasanak kockazata napjainkban mar jelentdsen kisebb, mint korabban volt (Vannier

1996; Bernath ¢és mtsai 1996; Bernath 2006).

5. COLOSTRUM LYMPHOCYTAK INTESTINALIS ABSZORBCIOJA
MALACOKBAN ES BARANYOKBAN

Colostrum lymphocytak intestinalis abszorpcioja —Irodalom

A syndesmochorialis placentaszerkezetli allatfajokban (16, szarvasmarha, juh,
kecske, sertés) az T1jszilott allatok passziv védelmének kialakuldsaban a
colostrummal felvett materndlis immunglobulinok igen fontos szerepet toltenek be

(Porter és mtsai 1970; Newby és mtsai 1982; Mayer és mtsai 2002).

A colostrumba iranyuld IgG szekréciot régota receptor medialt folyamatnak tekintik

(Dixon és mtsai 1961). A folyamatot a neonatalis Fc receptor (FcRn) medialja



-77-

(Kacskovics és mtsai 2000). A receptor enyhén savas kornyezetben megkoti az IgG
molekulat, mig semleges-enyhén lugos kozegben szétvalik az 1gG/FcRn komplex
(Kiss ¢és mtsai 2004; Mayer ¢és mtsai 2004). Az FcRn receptort szarvasmarha-
tégyben kizardlag az acinusok és ductusok epithelsejtjeiben mutattak ki. Ez az
eredmény arra utal, hogy az FcRn kozvetleniil befolyasolja a colostrum illetve a tej
IgG tartalmat. Juhok ¢és szarvasmarhdk tégyszovetének immunhisztokémiai
vizsgalatdval megallapitottdk, hogy a receptor az ellés eldtt 10 nappal diffuzan tolti
ki a citoplazmat az acinus és ductus sejtekben. Az ellés utdn 1 nappal, 5 nappal ¢€s
14 nappal az FcRn féleg az el6bbi sejtek apicalis oldalan jelenik meg, majd az ellés
utani 75. napon ismét diffaz lokalizaciojat figyelték meg. Az FcRn eloszlasanak
valtozdsa arra utal, hogy fontos szerepet jatszik az IgG transzportban a

colostrumképzés idején (Mayer és mtsai 2002, 2004).

Az 10jsziilott emésztOcsatornajaban a hamsejtek pynocytosis Utjan veszik fel az Ig-
okat. A kéréddzoéknél valamennyi Ig molekula felszivodik, kozottiik az IgA is, de ezt
kovetden az IgA kivéalasztodik a bél lumene felé (Tuboly 1998; Mayer és mtsai
2004). A szekretoros IgA polimer immunglobulin receptor kozvetitésével keriil a
nyalkahartya felszinére. A fiatal kér6édzo allatoknal a mar vérbe jutott IgGl egy
része a vékonybél cryptasejtjeinek aktivitdsdval keriil ismét a bélbe, és ott

hozzéjarul az emésztdtraktus specifikus immunvédelméhez (Mayer és mtsai 2004).

Kimutattak tovabba, hogy a kiilonb6zé emlds allatfajokban a vemhesség végén, az
anyai szervezet Un. common mucosal system-jébdl lymphoid sejtek, kozottiik T és B
lymphocytdk kumuldlédnak a tejmirigyben (Evans ¢és mtsai 1982). Ezek
transepithelialisan az alveolusokba jutnak, és a colostrummal az ujsziilott

emésztdcsatorndjaba keriilnek (Seelig és Beer 1978).

A colostrumban, illetve a tejben taldlhatd sejtek tipusa allatfajonként kiilonbozo,
valtozik a laktaci6é idGtartama alatt és az egyed kondicidjatol fiiggden. Négyféle
sejttipus taldlhaté az emld szekrétumaban: lymphocytak, macrophagok, neutrophyl
¢s epithelialis sejtek. Kozolték, hogy a tdgyszekrécioban 1évé lymphocytak
tobbsége a mesenterialis nyirokcsomokbol szarmazik (Kumar és mtsai 1989; Le Jan
1996). A sertés colostrumaban a lymphocytak aranya 10-25 %, az epithelialis sejtek
aranya tobb mint 20 % (Le Jan 1996). A juh colostrumaban 1évé sejtek 6-11 %-a
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lymphocyta (Lee és Outteridge 1981). A szarvasmarha colostrum kevesebb, mint 68
% lymphocytat, és tobb mint 23 % macrophagot tartalmaz (Liebler-Tenorio 2002).
Vizsgaltak tehat, hogy milyen sejtek taldlhatok a colostrumban, de kérdéses maradt
szerepiik az ujsziilottek immunstatusanak kialakuldsaban. Feltételezték, hogy az
emésztocsOben van védohatasuk, vagy medidtor anyagaikkal stimuldlhatjadk az

Ujsziilott immunrendszerének miikddését (Ogra és mtsai 1977).

Schnorr és Pearson (1984) vizsgalatai igazoltdk, hogy 0jsziilott baranyokban a sajat
anyai  colostrum lymphocytdk  abszorbealodnak az  emésztOcsatornabol.
Feltételezték, hogy baranyokban az abszorbealodott colostrum Ilymhocytak
immuninformaciét vihetnek at az ujsziilottbe, és szereplik lehet immunrendszeriik

fejlodésében (Tuboly és mtsai 1995, Tuboly és Bernath 2002).

Ujsziilott borjakon is vizsgaltdk a colostrum lymphoid sejtek abszorbcidjat az
emésztocsObol. A jelolt sejteket jejunumban és az ileumban a Peyer-plakkokban
mutattak ki, és a vizsgdlati eredménybdl arra kovetkeztettek, hogy a sejtek

felvételének ezek az els6dleges helyei (Liebler-Tenorio €s mtsai 2002).

Egy munkacsoport tagjaként vizsgaltam, hogy a colostrumbdl és a vérbdl szarmazo
lymphoid sejtek abszorbealddnak-e az ujsziilott malacok emésztdcsatornajabol, és

bejutnak-e a bélfodri nyirokcsoméba (Tuboly és mtsai 1988).

Colostrum lymphocytak intestinalis abszorpcidja malacokban — Anyag és

modszer

Kiserleti allatok
Négy magyar hussertés fajtaju koca (,,A”, ,,B”, ,,C”, ,D”) 23 Ujsziilott malacain
végeztik a kisérletet. A malacokat a megsziiletés pillanatdban anyjuktol

elvalasztottuk.

Lymphoid sejtek szepardlasa
A kocaktodl az ellést kovetden 50-50 ml vérmintat vettiink, majd 5 NE oxitocin i.v.
beadasa utan 100-100 ml colostrummintat gyijtottiink. A vérmintakbol a lymphoid

sejteket Ficoll Paque-al szeparaltuk, majd PBS-ben haromszor mostuk, és a
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sejtszamot 2x10%ml-re 4llitottuk. A colostrummintdk centrifugaldsa utan az
iiledéket PBS-ben reszuszpendaltuk, Ficoll Paque-al szeparaltuk, majd haromszor

PBS-ben mostuk. A sejtszamot 3x10°-ra allitottuk (Tuboly és mtsai 1988).

A sejtek jelolése
A lymphoid sejtek jelolését Barth és Gillespie (1974) modszerével végeztik. A

jeloléshez Na’™

TcOy4 izotonids NaCl oldatat hasznaltuk, aktivitasa jeloléskor 100
MBg/ml volt, a radioizotopos szennyezd ~’Mo pedig kevesebb mint 0,01 %. A
lymphoid sejtek szuszpenzidjahoz ml-ként 37 MBq Na’*™TcO, —ot adtunk és 37 °C-
on 15 percig inkubaltuk, idénkénti keveréssel. Ezutan a °™ Tc-t redukaltuk olyan
modon, hogy a sejtszuszpenzidkhoz ml-ként 0,04 ml steril SnCl,x2H,O oldatot
adtunk cseppenként, alland6 keverés kozben. Az o6nklorid oldatot frissen készitettiik
savas citrat dextr6z oldatban (30 g Na;CeHsO, 0,15 g NaH,PO4 és 2,0 g dextroz egy
liter desztillalt H,O-ban, a pH 7,4-re allitdsa utan szlréssel sterilizdlva). Az
onklorid oldat hozzaadasa utan a sejtszuszpenzidkat 37 “C-on 15 percig inkubaltuk.
Ezutan 2x400 pl mintat vettiink a sejtekhez kotott radioaktivitds meghatarozasara. A
sejteket haromszor mostuk pufferral a szabad radioaktivitas eltavolitasa érdekében.
Ismét 2x400 pl mintat vettiink a szabad radioaktivitas meghatarozasara. A jeldléskor
a radioaktivitas 1,9-5,1 %-a kotddott a sejtekhez, mig a haromszori mosas utan
radioaktivitds 93-95 %-a sejthez kotott volt. A radioizotopos méréseket NZ 310

tipusu Autogamma Spectrometerrel (Gamma Miivek, Budapest) végeztiik (Tuboly és

mtsai 1988).

A kisérleti allatok kezelése

A jelzett sejteket a sziiletést kovetd 7-10. oOraban juttattuk a malacok
emésztdcsatorndjaba. Az ,,A” és ,,B” koca malacain laparatomiat végeziink és a
sejteket kozvetleniil a duodenumba injektaltuk. A ,,C” és ,,D” koca malacainak orr-
nyelécsd szondan adtuk be a sejtszuszpenziot. Az egyes kocdk malacait ugy
osztottuk meg, hogy azok vagy a sajat anyai colostrumbo6l vagy vérbdl szarmazo
sejteket, illetve idegen koca colostrum setjeit kaptdk. A ,,B” ¢és ,,C” koca malacai
kozil harom 56 °C-on inaktivalt sajat anyai colostrum sejteket kapott. A

colostrumsejtekkel kezelt malacok kisérleti elrendezését a 9. tablazat mutatja be.
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9. tablazat Lymphoid sejtek  abszorbcidjanak  vizsgalata  Wjsziilott
malacokban

A colostrum
A malacok kezelésére hasznalt i i
Kocak jelzése Malacok jelzése lymphoid sejtek
lymphoid sejtek eredete applikalasanak
moédja (5-5 ml)
Al és A2 A koca colostrumabdl
A Laparatomia utan
A3 és A4 B koca colostrumabol gyomorba
A5 és A6 A koca vérébdl
B1 és B2 B koca colostrumabol
B Laparatémia utan a
B3 és B4 B koca vérébol
duodenumba
B5 B koca colostrumabol (inaktivalt)
Cl és C2 C koca colostrumabol
C C3 és C4 B koca colostrumabol Orr-nyel6cso
. o szondaval
C5 és Co6 C koca vérébol
C7 és C8 C koca colostrumabél (inaktivalt)
El1,E2, P
. o Orr-nyeldcsé
D E3. E4 Idegen kocék colostrumébol
T szondaval

A kisérletbe vont malacokat a jelzett sejtek bevitele utdn a 8. oOraban 16
mg/testtomeg-kg ketaminHCl adagoldsa utan elvéreztettiikk, és beldlik vér és
szervmintakat vettiink a duodenum ¢és jejunum bélszakaszokbdl, valamint a bélfodri
nyirokcsomokbol. A malacok vérmintdibol a fehérvérsejteket Ficoll Paque-al
szeparaltuk. A mosott sejtek 10°/ml—es szuszpenzi6jabol keneteket készitettiink. A
szervmintakbol kriosztatban készitettink meszeteket. A meszeteket ¢és a
vérkeneteket autoradiografidsan vizsgaltuk olyan moddon, hogy a lemezeket Ilford
Nuclear G-emulzioba martottuk, majd 6 napon at 4 °C-on soOtétkamraban
exponaltuk. A duodenum ¢és jejunum mintakbol szdvettani vizsgalatot, és
elektronmikroszkopos vizsgalatot végeztiink. Az elektronmikroszképos vizsgélat

Philips 201 CS miszerrel tortént (Tuboly és mtsai 1988).
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Colostrum lymphocytak intestinalis abszorpcioja malacokban — Eredmények

A colostrum lymphoid sejtek intestinalis abszorpcidjanak vizsgalata az ujszilott

malacokban a kdvetkezé erdeményre vezetett.

A technetiummal jelolt sajat anyai colostrum sejtekkel kezelt ujsziilott malacok
duodenum- és jejunum-epitheliumaban a sejtek kimutathatok voltak, kriosztatban

készitett szovetmetszetek autoradiografids vizsgalatdval (22. és 23. abra).

Ugyanezekben a malacokban a colostrum sejtek a ductus lactedlis-bol készitett
kenetekben, valamint a mesenterialis nyirokcsomok corticalis részében (24. abra) is

kimutathatok voltak, autoradiografiaval.

& o ¥

22.4abra Technetiummal (Na’*™TcO,) jeldlt colostrum lymphoid sejtek a duodenum

epitheliumban. Kriosztat metszet, autoradiografia, 120 x.

23. 4bra Technetiummal (Na’™TcOy) jeldlt colostrum lymphoid sejt a bélboholy
intercellularis réseiben. Autoradiografia, HE, 260 x.
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24. dbra Technetiummal  (Na”™TcO4) jelolt colostrum lymphoid sejtek a
mesenterialis nyirokcsomo6  corticalis részében. Kriosztat —metszet,
autoradiografia, 260 x.

A radioizotoppal jelzett idegen anyai colostrumsejtek a malacokban csak a
duodenum ¢és jejunum epitheliumaban voltak megtalalhatok, a ductus lactealis
nyirokfolyadékaban és a nyirokcsomdkban azonban nem. A sajat anyai vérbdl
szarmazo jelzett lymphocytak abszorbcidjat sem a duodenumban, sem a jejunumban

nem lehetett megfigyelni.

Azokban a malacokban, amelyeket inaktivalt sajat anyai colostrumsejtekkel
kezeltink a duodenum, jejunum ¢és mesenterialis nyirokcsomd mintaiban a

fiziologiai szoveti kép volt megfigyelhetd, a sejtek nem abszorbedlodtak.

A malacok vérmintaibol szeparalt fehérvérsejtek kozott jelzett sejteket nem

talaltunk.

A sajat anyai colostrumsejtekkel kezelt malacok duodenum és jejunum mintaibol
készitett metszetekben fénymikroszképos vizsgalattal a lymphoid sejteket a bél
lumenben, gyakran a bélbolyhok csucsi részeinél, egyesével, csoportokban, vagy a

bélboholy epithel sejtjei kozott lehetett észlelni (25. abra).
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Elektronmikroszkopos vizsgalattal foként a jejunum nyalkahartyajanak epithel
sejtjei  kozott, a kitdgult intercellularis résekben lehetett megfigyelni a

lymphocytakat (26. abra).

25. abra Jejunum. Lymphoid sejtek (—) a bélboholy epithel-sejtjei kozott. Félvékony
metszet, toluidinkék festés, 400 x.

26. abra Lymphocyta a jejunum epithel sejtjei kozotti résben. EM felvétel, 9600 x.
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Az idegen anyai colostrum sejtekkel kezelt malacok belében epithelsejtek kozott
lymphoid sejtet csak elvétve lehetett kimutatni, a ductus lactealis lymphaban ¢és a
nyirokcsomokban azonban nem. A sajat anyai vérbdl szdrmazd colostrumsejteket
nem nem lehetett kimutatni sem a malacok belének epithel sejtjei kozott, sem a

bélfodri nyirokcsomdkban.

Colostrum lymphocytak intestinalis abszorpcioja malacokban— Megbeszélés

A syndesmochorialis placentaju allatok colostruméaban a lymphoid sejtek jelenlétét
mar régebben megfigyelték (Lee és Otteridge 1981; Evans ¢és mtsai 1982). Ennek
ellenére a materndlis immunitds sajatossagainak tanulmanyozdsa elsdsorban a
colostrumban foglalt immunglobulinokra korldtozédott, mig a lymphoid sejtek

szerepét nem vizsgaltak.

A colostrum lymphoid sejtjeinek abszorbciojat az jsziilottek emésztdcsoveébdl, és a
sejtek bejutasat a nyirokkeringésbe eldszor patkany (Seelig és Billingham 1981), és
juh modell kisérletekben igazoltadk (Schnorr és Pearson 1984; Schelddrake ¢és
Husband 1985).

Vizsgélataink alapjan elséként kozoltik (Tuboly és mtsai 1988), hogy 0jsziilott
malacokban a sajat anyai colostrum lymphocytdk a bélfalon keresztiil
abszorbealodnak. Vizsgalatunk igazolta, hogy az abszorbcié az epithel réteg
intercelluldris résein keresztiil torténik. Megallapitottuk azt is, hogy az anyai
colostrumban 1évé lymphoid sejtek 8 ora alatt a nyirokutakon at eljutnak a
mesenterialis nyirokcsomokba. Feltételeztiik, hogy a lymphocytak
immuninformacidt vihetnek az ujsziilott malacokba, és szerephez juthatnak az

Ujsziilott immunstatusanak kialakuldsdban (Tuboly és mtsai 1988).

A sajat anyai lymphocytdk abszobciodjat ujsziilott malacok bél lumenébdl vizsgalati
eredményeik alapjan mas szerzék is megerdsitették, koézleményiinkre torténd

hivatkozéassal (Williams 1993; Le Jan 1996).

Ugyancsak elséként kozoltiik, hogy a sajat anyai vérbdl szarmazo6 lymphoid sejtek

nem abszorbealodnak az Gjsziilott malacok emésztdcsdveébol, mely arra utal, hogy a
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folyamatban szelektivitas érvényesiil (Tuboly ¢és mtsai 1988). Az abszorpcid
mechanizmusa hasonld lehet ahhoz, mint amilyen a lymphoid sejtek tejmirigy
alveolusaiba vald atjutdsat szabalyozza (Seelig és Beer 1978; Manning és Parmely

1980).

Vizsgalati eredményiinket, mely szerint az 0jsziilott malacokban az anyai vérbdl
szarmaz6 lymphoid sejtek nem abszorbealodnak Williams (1993) kutatdsai is
igazoltdk. Williams colostrumot nem kapott malacok vizsgélataval megallapitotta,
hogy a jeldlt anyai colostrum fehérvérsejtek szdjon torténd beadasa utan 2 ora
elteltével kimutathatok voltak a vérben. A maximalis szdmot a vérben 5-7 oOra alatt
érték el, és 24 o6ra mulva a mdjban, tiidében, nyirokcsomokban, 1épben is
kimutathatok  voltak. Colostrummentes malacok  bélcsatorndjabol  kivett
szovetrészeken is vizsgalta a jeldlt anyai colostrumsejtek abszorbcidjat.
Megallapitotta, hogy 24-48 ora elteltével a duodendlis és jejunalis epithelsejtek
kozott, a lamina propria irdnydba haladtak a sejtek. Az ileumbdl szdrmazo
készitményben nem észlelték a sejtek abszorbcidjat. Az anyai vérbdl szarmazo jelolt
leukocitak nem abszorbealddtak a gasztrointestinalis szovetekbe sem in vivo, sem in
vitro. Amikor a sejteket a malacok véndjaba fecskendezték, akkor ugyanugy
eljutottak szervekbe, mint a colosrtrumb6l a bélfalon keresztiil abszorbealodo

sejtek.

Uj megallapitas az is, hogy az idegen koca colostrumabél szarmazo lymphoid sejtek
csak a duodenum és a jejunum epitheliumédban lehetett kimutatni, a bélfodri
nyirokerekbdl vett lympha mintdkban és a nyirokcsomokban nem (Tuboly és mtsai
1988). Az eredmény ugyancsak arra utal, hogy a sejtek abszorpcidjaban

szelektivitas érvényesiil.

Az immunglobulinok felszivodasanak tanulményozasa sordn megallapitottdk, hogy
azok endocytosis utjan jutnak a bélhamsejtek citoplazméjaba (Széky és mtsai 1979).
A lymphoid sejtek abszorpcidja viszont az epithel réteg intercellularis résein
keresztiil torténik. A colostrum-sejtek abszobcidja aktiv folyamat, melyet sertésnél
in vivo vizsgalatok bizonyitottak (Tuboly és mtsai 1988), és késébb in vivo és in
vitro vizsgalatok is megerdsitettek (Williams 1993). Ugyanis csak a sajat anyai

colostrum lymphocytak abszorbealddtak, az anyai vérbol szarmazdk nem.
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A malacok mintegy 500-700 millié €16 anyai sejtet vesznek fel naponta (Le Jan
1996). A sertés colostrum 107/ml lymphoid sejtet tartalmaz és ezek 11-26 %-a
lymphocyta. (Evans és mtsai 1982). A T lymphocytak aranya 70-90 % (Le Jan
1996). Az emlitett sejtek a bélnyalkahartyan abszorbedlddnak, és ebbdl arra Iehet
kovetkeztetni, hogy immunkompetenciajuk ¢és antigén-elkdtelezettségiik mellet
hozzajarulhatnak az 1jsziilott immunredszerének a fejédéséhez. Ezeknek a
folyamtoknak a minél alaposabb megismerése a sertés vonatkozdsdban azért is
fontos, mert a malacok immunrendszerének miikkodéképessége lassabban alakul ki,
mint mas allatfajokban. A B lymphocytak szama példaul csak 30 nap alatt éri el

felnott allatokra jellemz6 szintet (Tuboly €és mtsai 1988).

A vizsgalatokban a colostrumsejtek jeldlése a Technetium-99 radioizotoppal tortént.
Barth ¢és Gillespie (1974) igazoltdk ennek a radioizotopos jelolésnek eldnyds
tulajdonsagait. Megallapitottdk, hogy a jelolés nem befolydsolja kimutathatd
mértékben a jeldlt sejtek fehérje és nukleinsav anyagcseréjét, a radioizotdp spontan
felszabadulasa alacsony, a szabad izotép nem kotédik ujbol a sejtekhez.
Technetiummal jeldlt fehérvérsejteket alkalmaznak példaul gyulladasos teriiletek
azonositasara, ¢és a képfelbontas ¢és a radioaktivitdas mérése szempontjabol
megfelelébbnek talaltak, mint a °'Cr , “’Ga vagy az '''In jellést (Menzies-Gow és
mtsai 2003). A fehérvérsejtek technetiumos jelolése a mi vizsgdlatunk soran is jol

alkalmazhat6 volt az autoradiografias vizsgalatokban.

A vizsgalatok egyértelmiien igazoltdk, hogy a colostrumbol lymphocytdk atjutnak
ujsziilott borjakban, baranyokban és sertésekben a nyirokkeringésbe és a bélfodri
nyirokcsomokba. Tobben vizsgaltdk, hogy a colostrumbdl az ujsziilottek szerveibe
juto sejtek befolyadsoljdk-e az 1jsziiléttek immunallapotat. Williams (1993)
fitomitogén proliferativ hatasat vizsgalta colostrumot nem szopott, de fluoreszcein-
izothiocianattal jelolt anyai colostrumsejtekkel per os kezelt, és kontroll malacokon.
Az anyai colostrumsejtekkel kezelt malacok B sejtjeire szignifikansan nagyobb

hatéasa volt a fehér zsalya mitogénnek, mint a kontroll malacok B sejtjeire.

Riedel-Caspari (1993) vizsgalatai szerint a colostralis lymphocytdk megnovelik a
borjak védettségét E. coli fertézésekkel szemben. A szerzd borjakat fert6zott a

sziiletés utan 3 oraval egy enteropathogén E. coli torzs 10° telepformald egységnyi
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tenyészetével. Kozvetleniil a fertézés utan, és a két kovetkezd napon 10 allatnak
sejtmentes colostrumot (COL —) adott, mig a masik 10 allatnak colostrum sejtekkel
kiegészitettet (COL +). A COL + borjak a kisérlet elsé hetében a fert6z6 E. coli—t a
bélsarban szignifikdnsan kevesebb szamban {iritették, és a baktérium kimutathato-

saganak als6 hatarértékét hamarabb érték el, mint a COL — borjak.

Liebler-Tenorio (2002) kozolte, hogy a colostralis leukocytdk kétféle modon
gyakorolhatnak hatast az 0jsziilottek immunrendszerére. Egyrészt a bélcsatorndban
a colostralis leukocytak 4altal termelt oldhatéo tényezOket abszorbedlhatja az
epithelium és/vagy a sejtek atjutnak a bélbarrieren, és kozvetlen kapcsolatba

keriilnek az 0jsziilott immunrendszerével.

Le Jan (1996) szerint a colostrumban 1évd sejtek az Ujsziilottben résztvesznek a
lokalis immunitas kialakuldsdban, és modulaljdk az 1jsziilott bélcsatornajanak
immunsttatuszat, abban a kritikus iddszakban, amikor kialakul az antigénekre a

megfeleld reakcid (védelem, tolerancia, allergia).

A colostrumsejtek funkcidja a kdvetkezo (Le Jan 1996):

— A T lymphocytak feltehetéleg immunfunkcidokat kozvetitenek az
ujsziilottnek, és citokineket valasztanak ki. A T8 sejtek lehetové teszik az
immunrendszer kontrollalt aktivalasat. A B lymphocytdk dimer IgA-t

valasztanak ki.

— A colostrumban 1évd neutrofil sejtek fagocitdldo és mozgasképességiiket
tekintve csokkent funkciondlis képességliek. Szerepiik a tejmirigy
védelmében lehet. Megfigyelték, hogy a colostrum-sejtek szeparalasakor, a

mosasok soran ezeknek a sejteknek a tobbsége elpusztul.

— A colostrumban 1évé makrofagok in vitro vizsgalatokban aktivak voltak.
Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy fagocitéozissal és IgA kivélasztassal
hozzéjarulnak az Ujsziilott immunvédelméhez. Alapvetd szerepilk az

ujsziilottekben a citokin termelés, és ezen kiviil antigén-prezentalo sejtek.

— Az epithelsejtek a tejmirigy alveolaris epitheliumrol valnak le, ¢és

hozzéjarulnak szekretorikus IgA tovabbitdsdhoz az ujsziilott bélcsatornajaba.
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A koca colostrumaban 1évé epithelsejtek in vitro tenyészthetdék. Ez arra utal,
hogy citokin termeléssel és antigén prezentdcioval kapcsolatba tudnak 1épni
az 0jsziilott immunrendszerével. Igen nagy jelentdségli lehet az 0jsziilott
immunrendszere szdmara, hogy az anyai sejtek révén hozzajut olyan
feldolgozott antigénekhez, melyre Oonmagaban nem lenne képes. Ilyenek

lehetnek példaul azok az antigének, melyekhez IgA kapcsolodott.

A kérédzokben, nyulban és sertésben az anyai colostrum-sejtek tehat
abszorbealodnak az ujsziilottek bélesovébol. Kisérleti eredmények bizonyitottak,
hogy a sejtek mintegy 60 6rdig biztosan fennmaradnak az jsziilottek szervezetében.
Ez az iddtartam elegenddé arra, hogy a sejtek kifejthessék funkcidjukat (Le Jan

1996).

Az ember haemochorialis placentdval rendelkezik, igy még a méhen beliili életben,
a placentan keresztiil jutnak IgG osztadlyba tartoz6 ellenanyagok a magzatba.
Szadmos vizsgalatot végeztek annak megallapitdsara, hogy milyen hatassal van az
anyatejjel torténd taplalas az 0jszilott immunrendszerére (Hanson és mtsai 2002).
Korabban elsdsorban azt feltételezték, hogy az anyatejjel a gyermek kész
véddéfaktorokhoz jut, mint amilyen az IgA ellenanyagok, laktoferrin,
oligoszacharidok, melyek receptoranalogként funkcionalnak. Ezek a tényezdk
szamos fert6zés ellen védelmet nyujtanak. Ujabban tobben megallapitottdk, hogy az
anyatejjel torténd taplalas stimulusokat kozvetit a gyermek immunrendszeréhez,
lehetdséget ad a fertdézések elleni nagyobb védelemre, még az anyatejjel torténd

taplalas befejezése utani idészakban is.

Silfverdal és mtsai (1997) az anyatejjel torténd taplalas hatasat vizsgaltdk az invaziv
Haemophilus influenzae b tipus altal okozott fertézésekre. Azok a gyermekek, akik
13 hétnél hosszabb ideig kizardlag anyatejet kaptak szignifikdnsan védettebbek
voltak a fertézéssel szemben, mint akiket rovidebb ideig taplaltak ilyen mdédon. Ez a
hatds 12 honapos korig volt kimutathaté. Ugyancsak Silfverdal és mtsai (1999)
értékelték az anyatejjel torténd taplalas védohatasat Haemophilus influenzae okozta
meningitis kialakuldsdra a svéd lakossag adatainak értékelésével. Az anyatejjel
torténd taplalas kedvezo hatasat 5 €s10 éves korig kimutattdk, de 15 éves korban

mar nem.
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Az anyatejjel torténd taplalas idOészakaban, vagy azt kovetden a vakcindzasokra
kialakul6 nagyobb immunvalaszt ugyancsak olyan adatnak tekintik, mely
alatdmasztja, hogy az emlitett tapladlas aktivan stimuldlhatja a gyermek
immunvalaszat. Ilyen hatasokrol szamoltak be tetanusz és diphtheria toxoidok,
Haemophilus influenzae b tipus, és ¢l0, oralis adagolasu poliovirus vakcinakkal
torténd immunizalas esetén. BCG vakcina ugyancsak erdsebb T sejtes immunvalaszt
valtott ki az anyatejjel taplalt gyermekekben (Pabst és mtsai 1989; Greenberg és
mtsai 1994; Hanson 2002).

Mais esetben huméan adatok elemzésekor nem észleltek a vakcindzaskor kedvezd
hatast. Ezt els6sorban ¢l6 virusvakcindkndl (polio-, influenza-, rotavirus)
tapasztaltak, és Hanson szerint (1998, 2002) olyan helyeken fordulhat eld, ahol a
betegség endémids, és az anyatejben 1évé IgA neutralizdlja a vakcinavirust.
Haemophilus influenzae b ¢és tetanusz vakcina egyiittes alkalmazasakor is
beszamoltak olyan esetrél, amikor az anyatejjel torténd tapldldsnak nem volt
kedvezd hatdsa az immunvalaszra. A szerzd szerint az ilyen esetek dsszefiigghetnek

a szoptatasi iddszak hosszaval, és az anya immunstatuszaval is (Hanson 1998).

Eredményeinket Osszefoglalva: vizsgalataink igazoltdk, hogy a colostrumbdl a sajat
anyatol szarmazo lymphocytak bejutnak az ujsziiltt malacok nyirokereibe, bélfodri
nyirokcsomdiba. Az emésztOcsatornabol a sejtek abszorbcidja szelektiv moddon
torténik. Az eredményekbdl arra kovetkeztettiink, hogy a Ilymphocytak
immuninformaciét vihetnek at az ujsziilottbe, és szereplik lehet immunrendszeriik

fejlodésében (Tuboly és mtsai 1988, 1990; Bernath és mtsai 1989a).

Donovan ¢és mtsai (2007) kutatdsi eredményei bizonyitottak, hogy szarvasmarha
virusos hasmenése (bovine virus diarrhoea, BVD) ellen inaktivalt vakcinaval
immunizalt tehenek borjaiba a colostrum leukocytdk immuninforméciot visznek at.
A colostrum szopasa utan 1-2 nap mulva a borjak vérébol izolalt leukocytak
szignifikdnsan nagyobb proliferaciot mutattak BVD virus antigénhatdsra, mint az
elsé szopas eldtt vett vérmintdikbol izolalt sejtek. A anyai leukocytdk a szopas utan
24 6ran beliil hozzajarulnak az 0jsziilott védelméhez a virusfertdzéssel szemben. Az
anyaallat vakcinazdsaval biztosithatd, hogy az 1jsziilott a colostrummal

antigénhatasra reagald anyai leukocytakhoz jusson. Az emlitettek alapjan a szerzok
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megallapitottak: nyilvanvald, hogy az atvitt ellenanyagok egyszerli mérése nem
elegendd az anyabol az ujsziilottbe atjutd immunitds mértékének teljes felmérésére
(Donovan ¢és mtsai 2007). Az allatgydgyaszati oltéanyagok ellendrzése soran a
készitmények mindségét, artalmatlansagat és hatékonysagat értékelik. Donovan ¢s
mtsai (2007) kutatasi eredményeik alapjan, az alkalmazott oltéanyag hatékonysaga
egyik Osszetevdjének, a cellularis immunvalasznak szerepét hangsulyozzak, és ezért

megallapitasuk az oltdéanyagellendrzés szempontjabol is figyelemre mélto.

A colostrum lymphocytak abszorbcidojanak vizsgalata soran elért kutatési
eredményeink iranti érdeklddést jelzi, hogy az International Society for Research on
Human Milk and Lactacion 10. kongresszusan, melyet az UNICEF és a WHO
tamogatasaval rendeztek Tucson-ban (Arizona, USA) 2001-ben, a nemzetkozi
tarsasag vezetoségének meghivasara plendris eldadast tartottunk “Intestinal
absorbtion of colostral lymphoid cells in newborn animals” cimmel (Tuboly és

Bernath 2001).

Az értekezésben targyalt vizsgalatok 0j tudomanyos eredményeit a kovetkezd

fejezet 0sszegezi.
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UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK ES HASZNOSITASUK LEHETOSEGEI

ElsOként igazoltuk, hogy a Listeria monocytogenes torzsek altal in vitro termelt
hemolizin (listeriolizin O, LLO) mennyisége ¢és az egerek intraperitonealis
fertdzésével meghatdrozott virulencidjuk k6zott nem mutathat6 ki korrelacio, ezért a
torzsek altal termelt LLO mennyiségébdl nem lehet kovetkeztetni virulencidjukra

(Bernath és Szemerédiné Pitron 1989; Bernath és Pitron 1989).

Szamitdégépes program (Quantiscan for Windows, Biosoft, Cambridge, UK)
alkalmazasa baktériumtorzs SDS-PAGE proteinképek értékelésére. Megallapitottuk,
hogy az eljaréas jol reprodukéalhaté eredményt ad, és kozoltiik, hogy az értékeléssel
informacié kaphatdé valamely frakcié nagysagara vonatkozodan is (Bernath ¢és

Morovjan 1998).

Uj eljaras kidolgozasa Pseudomonas aeruginosa kimutatasara vizmintakbol direkt
impedimetridas modszer alkalmazasaval (Szita és mtsai 2007). Egyiittmiikodés
alakult ki a Sy-Lab Gerdte GmbH-val (Neupurkensdorf, Ausztria) a vizsgal6 eljaras

gyakorlati alkalmazasara és kereskedelmi hasznositdsara.

A libak véromléses vese- bélgyulladasa elsé észlelése idejébdl szarmazd vizsgalati
anyagban PCR modszerrel kimutattuk a liba polyomavirust (Bernath és mtsai 2001).
Az eredmény ujabb egyértelmii bizonyitéka annak a korabbi megallapitdsunknak,
melyet a reconvalescens szérumok nem kivant hatasa kivizsgaldsa eredményeként
tettlink, hogy az 1969. évi tomeges libaelhullasokat egy addig ismeretlen betegség,

a libak véromléses vese- bélgyulladasa okozta.

ElsOként allapitottuk meg, hogy a liba polyomavirus az ér endothelsejtek magvéaban
szaporodik, és a betegség vérzéses jellegét, valamint a testszerte kialakuld
oedemakat az emlitett sejtek kdrosodasa és elhaldsa okozza. A szervek parenchyma
sejtjeiben nem talaltunk virusokat. Az eredmények adatot szolgaltattak a betegség
korfejlodésére vonatkozoan, ¢és arra is, hogy a libaszervekbdl készitett
szovettenyészeteken miért volt sikertelen a virus szaporitisa (Berndth és mtsai

2002; Dobos-Kovacs és mtsai 2005).
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A liba polyomavirus libaembriokon torténd titraldsdnak kidolgozasa. Az eljaras
jelentéségét az adja meg, hogy a liba polyomavirus szdvettenyészeten nem volt
szaporithatd, igy ez az els6 olyan laboratériumi mddszer, mellyel a szaporoddképes

virus mennyisége meghatarozhatd (Bernath és mtsai 2006).

A liba polyomavirussal fert6zott libaembriok korbonctani elvaltozdsainak elsd
leirdsa, az agykoponya jellegzetes elvaltozasanak elsd ismertetése (Bernath és mtsai

2006).

Elséként bizonyitottuk, hogy a liba polyomavirussal fertézott embriokbol kikeld

kislibdk a betegség terjesztdi lehetnek (Bernath és mtsai 2006).

Els6 kozlése annak a vizsgalati eredménynek, hogy 0jsziilott malacokban a sajat
anyai colostrum lymphocytdk a bélcs6bdl abszorbedlodnak, ¢és eljutnak a
mesenterialis nyirokcsomokba. A sajat anyai vérbdl, vagy idegen koca colostrumbdl
szarmazo  lymphocytdkat nem  lehetett kimutatni a  ductus lactealis
nyirokfolyadékaban és a mesenterialis nyirokcsomdkban, és ez arra utal, hogy a
colostrumban 1évd lymphocytédk abszorbcidja szabalyozott mechanizmus eredménye

(Tuboly és mtsai 1988).
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OSSZEFOGLALAS

Az értekezés Ot targykorben végzett vizsgalatok eredményeit foglalja 6ssze. Az Uj

kutatéasi eredmények és hasznositasuk lehetdségei a kdvetkezdkben dsszegezhetdk.

Az 1980-as ¢években mar elfogadottd valt a szakirodalomban, hogy a L.
monocytogenes t6 virulenciafaktora a hemolizin (listeriolizin O, LLO), de nem volt
adat arra vonatkozoan, hogy a listeria torzsek altal termelt hemolizin mennyisége
ardnyos-e a torzsek virulencidjaval. A L. momnocytogenes torzsek altal in vitro
termelt hemolizin mennyisége és egér intraperitonealis fertézésével mért virulencia
kozotti Osszefiiggés vizsgalatakor kapott eredményekbdl kiszamithaté volt a két
jellemz06 kozotti korrelacios egyiitthato, ami r = 0,408 értéknek felelt meg, a t érték
pedig 1,42 volt. Az ismételt vizsgalat hasonl6 eredményre vezetett, és ennek alapjan
els6ként igazoltuk, hogy a Listeria monocytogenes torzsek altal in vitro termelt
hemolizin mennyisége, és az egér intraperitonealis fertézésével meghatarozott
virulencia kozott nincs korrelacié. A hemolizdldo L. monocytogenes torzsek altal
termelt hemolizin mennyiségébdl tehdt nem lehet kovetkeztetni a virulencia

mértékére (Bernath és Szemerédiné Pitron 1989; Bernath és Pitron 1989).

Eredményiinket késobb Tabouret és mtsai (1991), Waseem €s mtsai (1995), tovabba
Roche és mtsai (2001) kozleményei is megerdsitették, és a L. monocytogenes
virulenciatényezdinek megismerése is igazolta. A L. monocytogenes korokozo-
képessége arra vezethetd vissza, hogy a gazdasejteket fagocitdzisra tudja késztetni,
ezt kovetden szaporodik a gazdasejtekben, €s kozvetleniil 4t tud jutni mas sejtekbe
is. A torzsek virulencidgjaban minden olyan virulenciatényezOnek szerepe van,

melyek ezt a folyamatot lehetdvé teszi (Doyle 2001).

Az elmult években azonositottdk a L. monocytogenes szamos virulenciatényezojét.
Ismertették a L. monocytogenes feliileti proteinjeit, melyek a baktérium nem
fagocita gazdasejtekbe jutdsahoz sziikségesek. Ezek az Internalin A, Internalin B,
p60 protein, kazeinolitikus protedzok és az ActA protein (Nair 2000; Doyle 2001;
Vazquez-Boland és mtsai 2001). A , listeria pathogenecity island 1”-en (LIPI-1),
melyet hly géncsoportnak, vagy mas néven PrfA fiiggd virulencia géncsoportnak is

neveznek, hat virulenciafaktor génje (prf4, plcA, hly, mpl, actA és plcB) taldlhato. A
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géncsoport altal kodolt virulenciatényezOk meghatarozd fontossdguak a L.
monocytogenes intracellularis szaporodasaban, és a gazdasejtek kozotti terjedésében

(Vazquez-Boland és mtsai 2001).

Vizsgalatok igazoltak, hogy egyes virulenciatényezOk elvesztése jelentdsen
csOkkentette a L. monocytogenes virulenciadjat. Egyes esetekben a csokkenés
mértékét szamszerlien is meghataroztak. Ilyen példaul a L. monocytogenes prfA
génje, mely a PrfA (positive regulatory factor A) proteint kodolja. A PrfA protein a
LIPI-1-ben taldlhatdé gének kifejezodését szabalyozza (Herler és mtsai 2001). A
PrfA negativ mutans L. monocytogenes virulencidja mintegy ezerszeresen csokken

az eredeti torzshoz viszonyitva (Kazmierczak és mtsai 2006).

A L. monocytogenes iap génje kodolja a p60 proteint (invasion associated protein).
A gén elvesztése R teleptipus kialakulasat eredményezi. Ezek a torzsek az eredeti,
virulens tdrzseknek megfeleldé mennyiségli LLO-t termelnek, de virulencigjukat
elvesztették, mert a baktérium nem tud bejutni a gazdasejtbe (Vazquez-Boland ¢és

mtsai 2001).

Megallapithatd, hogy az értekezésben hivatkozott és targyalt virulenciatényezdk
Osszességiikben hatarozzadk meg a torzsek virulenciajat. A L. monocytogenes torzsek
altal in vitro termelt hemolizin mennyiségébdl ezért nem lehet kovetkeztetni a

torzsek virulencidjanak mértékére.

Az SDS-PAGE proteinképek értékelésénél hagyomanyosan leggyakrabban valamely
frakcio 1¢étét, vagy hianyat veszik figyelembe, mennyiségi viszonyaikat, a frakciok
nagysagat pedig vizualisan hatarozzak meg. Az elmult évtizedekben tobb korokozéd
baktériumfaj esetében kimutattak, hogy valamely fontos tulajdonsdg meghatarozott
molekulatomegili proteinfrakcidhoz kapcsolodik, mely natrium dodecilszulfat-
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) elvalaszthato. Ebben az esetben
fontos lehet az is, hogy valamely frakcidé nagysdgara vonatkozoan is informaciot
kapjunk. SDS-PAGE proteinképek értékelésére alkalmaztunk egy szadmitogépes
programot (Quantiscan for Windows, Biosoft, Cambridge, UK). Az E.
rhusiopathiae ATCC 35426 (A 360) torzs SDS-PAGE proteinképeit értékeltiik

Quantiscan for Windows (Biosoft, Cambridge, U.K.) szamitogépes programmal. A
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torzs tenyésztéstdl kezdett négy parhuzamos vizsgélatakor a Pearson-féle
korrelacios egylitthatd kiszamitadsaval az eredmények 988+0,55 egyezést mutattak.
Jelentés mértékben az sem befolyasolta az eredményeket, ha egy minta mintegy
kétszeres proteinmennyiséget tartalmazott. Ennek a proteinképnek a hasonlosaga a
masik hadrom proteinképhez viszonyitva 985+6 volt. Vizsgalataink alapjan kozoltiik,
hogy a program baktérium SDS-PAGE proteinkép értékelésekor pontos,
reprodukalhatd eredményt ad, ¢és az ¢értékelési szakaszok teriiletének
meghatdrozasaval informécidt szolgdaltat a frakcidk nagysigara vonatkozodan is

(Bernath és Morovjan 1998).

Impedimetrids eljarassal, acetamid tartalmt szelektiv, szintetikus taptalaj (Z-leves)
felhasznalasaval vizsgaltuk, hogy a modszer megfelelé-e a Ps. aeruginosa
automatizalt kimutatasara vizmintdkbol. A szelektiv szintetikus tdptalajban az
egyediili szén és nitrogénforrds az acetamid. Osszesen 1036 csapviz, kutviz,
uszodaviz ¢és dializisviz-mintat vizsgalatunk meg. A vizsgalatok sordan a
hagyomdnyos tenyésztési eljarassal Osszehasonlitva téves negativ, vagy téves
pozitiv eredmény nem volt. A 440 csapviz-minta koziil 32 volt pozitiv mindkét
modszerrel. Kilencvennégy minta volt pozitiv ugyancsak mindkét modszerrel a 160
kutvizminta koziil. A vizsgalt 250 uszodaviz-minta koziil 188 volt kontaminalt Ps.
aeruginosa-val. Tovabbi 186 dializis vizmintat vizsgédlunk impedimetriaval és MPA
taptalajon, melyek koziil egyetlen pozitiv minta volt, mégpedig az impedimetrias

vizsgald modszerrel.

A vizmintdk Ps. aeruginosa fertdzottségét a kontaminacidé mértékétdl fiiggden 7-26
ora alatt lehetett kimutatni az impedimetrids eljardssal. A vizmintdk alacsony
fert6zottségéhez hosszabb kimutatasi id6 tarsult, a nagyobb fertézottséghez pedig
rovidebb (Szita és mtsai 2007). Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy az
impedimetrias moddszer a Z-leves haszndlataval alkalmas a Ps. aeruginosa
kimutatasara vizmintdkbol. A moddszer f6 eldnye, hogy egyidejlileg 240 minta
vizsgalhato, az eljaras teljesen automatizalt, egyszerl taptalaj sziikséges hozza, és

nem munkaigényes.

A laboratoriumi torzsek vizsgalata sordn csak a hét Ps. aeruginosa torzs szaporodott a

taptalajban és fluoreszkalt UV fény alatt. A tovabbi 19 Pseudomonas torzs, mely 17 fajhoz
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tartozott, és a 18 madsik baktériumfaj (példaul: Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica, Proteus vulgaris,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) nem fejlodott a taptalajban. A Z-leves jo
szelektivitasat megerdsitette azon eredmény is, mely szerint nem észleltiink téves
pozitiv eredményt még a bakteriologiailag erdsen szennyezett uszodaviz-mintak
vizsgalatakor sem (Szita és mtsai 2007). Egytittmiikodés alakult ki a Sy-Lab Gerite
GmbH-val (Neupurkensdorf, Ausztria) a vizsgalo eljaras gyakorlati alkalmazéasara
¢s kereskedelmi hasznositdsara, melynek keretében tobb orszagban folyamatban

vannak a bevezet6 vizsgalatok.

A liba véromléses vese- bélgyulladasa betegség elsd észlelése idejébdl szarmazo
fert6z6-anyagban polimerdz lancreakcio (PCR) vizsgélattal kimutattuk a liba
polyomavirust (Bernath ¢és mtsai 2001). Az eredmény az 1969-ben észlelt

megbetegedések koroktana vonatkozasaban Ujabb fontos bizonyitékot jelentett.

A liba polyomavirus okozta betegsége korfejlodésének tanulmanyozasa céljabol
naposlibakat fertéztiink. Elséként kozoltiik, hogy a korokozd a szervezet kiilonféle
nagysagu vérereinek, de leginkdbb az arterioldk és a kapillarisok endothelsejtjeinek
magjaban multiplikalodik (Bernath és mtsai 2002; Dobos-Kovéacs és mtsai 2005).
Megallapitottuk, hogy a virusszaporodds az endothelsejtek karosodasat, elhaldsat
eredményezi, ezért a vérerek, foleg a kapillarisok falanak atjarhatosaga fokozodik.
A kapillaris-permeabilitasi zavarra lehet visszavezetni az elhullott &llatokban

testszerte mutatkozd oedemat.

Ugyancsak a vérérfal atjarhatdosdga miatt johetnek létre a testszerte megfigyelt
diapedezises, kapillaris vérzések is, melyek egyes szervekben, igy a vesében, és az
agyveldben némelykor sulyosfoktak Ilehetnek. A bélcsatorndban a bélbolyhok
allomanyaban eldéfordulé diapedezises vérzések mellett szabad vérzésekkel is
talalkoztunk, melyek rhexises eredetiick. A rhexises vérzés kialakulasanak
elézménye az lehet, hogy a bélboholy-kapillarisokbol kidramld savd nagyfokt
enterocyta-levalast okoz, majd a bélbolyhok szabaddd valt vérereinek fala

mechanikai hatdsokra megnyilik (Dobos-Kovacs és mtsai 2005).
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A vesében a tubulushamsejtek regressziv elvaltozasai nem virus okozta primer
hatdsra jonnek létre, hanem a kapilldrisok endothelsejtjeinek karosoddsa miatt
kialakuld vérkeringési zavar kovetkezményei lehetnek. A virust a morfologiai
vizsgalatok soran egyik szervben sem taladltuk meg az ugynevezett parenchyma-
sejtekben. Az emlitett vizsgalati eredményeket a betegség korfejlédésérdl elsdként
kozoltik (Dobos-Kovéacs és mtsai 2005). A vizsgdlati eredmények magyarazatot
adtak arra is, hogy a liba-szervekbdl készitett szdvettenyészeteken miért volt

sikertelen a virus szaporitdsa (Bernath és mtsai 2006).

Elsékét irtuk le a liba polyomavirussal ferté6zott libaembriok korbonctani
elvaltozasait. Az elvaltozasok koziil kiiléndsen jellemz6, hogy 10%?° EIDs0/0,2 ml,
vagy annal nagyobb mennyiségli liba-polyomavirussal fertézott libaembriok
agykoponya-csontjai gyakran eltavolodtak egymastol, az agyveldbeli diffuz
vérzések miatt. Az agykoponya ilyenkor boltozatossa valt, mérete megndtt (Bernath

¢s mtsai 2006).

A liba polyomavirust nem sikeriilt szovettenyészeteken szaporitani, igy ilyen médon
nem titralhatd. Ezért kidolgoztuk a virus titralasat libaembriokon, a korokozd
chorionallantois-membranra oltasdval. Ez az elsé laboratériumi modszer, mellyel a

szaporodoképes virus mennyisége meghatarozhato (Bernath és mtsai 2006).

Vizsgéltuk, hogy a liba polyomavirussal fertdzott embridkbol kikeld kislibak
terjeszthetik-e a liba véromléses vese- bélgyulladdsa betegséget. Elsoként
bizonyitottuk, hogy kikelhetnek kislibdk a liba polyomavirussal fertézott
embriokbol. Ezek az 4llatok négy napos korban hullottak el a betegségben. A
kloakajukbol vett tamponminta PCR vizsgalataval kimutattuk a liba polyomavirust.
Vizsgalati eredménylink arra utal, hogy a polyomavirussal fert6zott embriokbol
kikeld kislibak a liba véromléses vese- bélgyulladdsa betegség terjesztdi lehetnek

(Bernath és mtsai 2006).

Vizsgaltuk, hogy ujsziilott malacok bél-lumenébdl a colostrumbdl izolalt
lymphocytdk abszorbedlédnak-e, vagyis atjutnak-e az 0jsziilott szervezetébe. A
kisérletek elvégzését az indokolta, hogy a fontos targykdrben szakirodalmi

kozlemény nem volt fellelhetd. Elséként kozoltik, hogy ujsziillott malacokban a
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sajat anyai colostrum lymphocytak a bélfalon keresztiil abszorbealodnak, és eljutnak

a mesenterialis nyirokcsomokba (Tuboly és mtsai 1988).

Vizsgalatunk igazolta, hogy az abszorbcidé az epithel réteg intercellularis résein
keresztiil torténik. Megallapitottuk azt is, hogy az anyai colostrumban [évo
lymphoid sejtek 8 ora alatt a nyirokérrendszeren at eljutnak a mesenterialis
nyirokcsomékba (Tuboly és mtsai 1988). Ujsziilott malacok bél lumenébdl a sajat
anyai lymphocytdk abszobcidjat vizsgdlati eredményeik alapjdn mas szerzdk is
megerdsitették, kozleménylinkre torténd hivatkozassal (Williams 1993; Le Jan
1996). Williams (1993) vizsgalatai igazoltdk azt a megéllapitdsunkat is, hogy az
anyai vérbdl izolat lymphocytdk nem abszorbealdédnak az ujsziilott malacok bél-

lumenébol.

Ugyancsak els6ként allapitottuk meg, hogy a sajat anyai vérbdl, vagy idegen
kocatdl szarmazd lymphocytdkat nem lehetett kimutatni a ductus lactealis
nyirokfolyadékaban és a mesenterialis nyirokcsomokban, és ez arra utal, hogy a
colostrum lymphocytdk abszorbcidja szelektiv modon torténik (Tuboly és mtsai

1988).
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