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Miről lesz szó?

Bevezetés, a vizsgálat célja

Módszerek, állatkísérleti elrendezés
csillóaktivitási teszt
vírus izolálás
qPCR
• módszer ismertetés
• validálás

Eredmények
homológ,  heterológ ráfertőző rendszerek

Következtetések
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A fertőző bronchitis vírus

A kórokozó
Coronavirus (III-as csoport), 80-120 nm
burkos
+ RNA genom, legnagyobb RNS vírus

A betegség
Csirkék heveny, nagyon ragályos, vírus 

okozta betegsége, amely súlyos 
gazdasági veszteségeket okoz a 
gyenge testtömeg-gyarapodás és 
takarmányhasznosítás, a légzőszervek 
megbetegedése, a tojástermelés-
csökkenés és tojásminőség-romlás, 
valamint a szaporodási zavarok miatt.
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Cél

Különböző IB vakcinázási programok 
hatékonyságának vizsgálata hagyományos 
gyógyszerkönyvi módszerekkel és kvantitatív PCR-el,
az eredmények összevetése

csillóaktivitási teszt

vírus izolálás

qPCR vírus titerek



Módszerek
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Csillóaktivitás teszt

Csillóaktivitási teszt:

Kereskedelmi IBV vakcinák törzskönyvezéséhez használt módszer

Az IBV károsítja a csillók szerkezetét és mozgását
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Csillóaktivitás teszt

Csillóaktivitási teszt:

Kereskedelmi IBV vakcinák törzskönyvezéséhez használt módszer

Az IBV károsítja a csillók szerkezetét és mozgását

Vakcinázott és ráfertőzött állatokban a csillómozgás mértékéből
következtetni lehet a védettség fokára

ráfertőzést követő intenzív csillómozgás  jó védettség

ráfertőzést követő csillómozgás hiánya  gyenge védettség
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Légcsőkaparék
készítés

Oltás embryonált 
SPF tojásba, 
inkubálás (2-6 nap)

Allantois gyűjtés

IBV antigen kimutatás
ELISA

Vírusizolálás
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Légcsőkaparék
készítés

Oltás embryonált 
SPF tojásba, 
inkubálás (2-6 nap)

Allantois gyűjtés

IBV antigen kimutatás
ELISA

Vírusizolálás

A pozivitás mértékéből következtetni lehet a védettség fokára:

ráfertőzést követően kevés (< 20%) légcsőből lehet visszaizolálni a
ráfertőző vírust jó védettség

ráfertőzést követően sok (> 20%) légcsőből lehet visszaizolálni a
ráfertőző vírust mérsékelt védettség
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A kvantitatív PCR – alapelv, detektálás

ALAPELV

- a PCR-termék képződésével arányos intenzitású fluoreszcens jel 
keletkezik, amit a gép folyamatosan detektál
- exponenciális fázisban: arányos a kiindulási DNS mennyiséggel
- nincs PCR-t követő elektroforetikus analízis

KÉTFÉLE DETEKTÁLÁS

- a keletkező összes PCR-terméket (nem specifikus) 
(pl.: SYBR Green: dsDNS interkalátor)

- szekvencia specifikus próba: 5’ nukleáz 
(pl. TaqMan)
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A kvantitatív PCR – TaqMan rendszer

D: Az „elhasznált” TaqMan próba nem hasznosítható 
újra a következő ciklusban

A: Denaturáció: kettős jelölésű TaqMan próba a 
reakcióelegyben:
a riporter festék emisszióját a quencher festék    gátolja

B: Hibridizáció: a TaqMan próba
és a primerpár rákapcsolódik a templátra

C: Extenzió: aTaq DNS polimeráz lehasítja a riportert:
a gerjesztő fény hatására 
fluoreszcens jel keletkezik, amely detektálható

A

B

C

D
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A kvantitatív PCR – standard görbe

1 2 3 4 65 7 8 9

S1 S2

1-9.: kontroll: p-SC-A-IBV-‘5UTR plazmid 10x-es hígítási lépései a 
4.0x108 – 4.0 cDNS kópia/μl (1.95x103 - 0.0195 fg DNS/ μl) koncentráció 
tartományban
S1 és S2: kísérleti minták

1 2 3 4 5 6 7 8 9
S1 S2
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Az IBV real-time RT-qPCR módszer

Forrás: Callison et al, (2006) J. Virol Meth. 138: 60-65.
Általános IBV kimutató, valós idejű, kvantitatív PCR 
célszekvencia: 5’UTR gén konzervatív szakasza, termék: 143bp

Lépései
- RNS izolálás (QIAmp Viral RNA/RNeasy Mini kit, Qiagen) 
- cDNS szintézis (MMLV, random hexamer)
- qPCR (ABI7500) 
Abszolút kvantifikálás
- ismert cDNS kópiszámú plazmid standard
- Ismert titerű IB vírusszuszpenzió standard

391 408

IBV5’GU391/F

512 533

IBV5’GL533/R

473 494

IBV5’G 
TaqMan próba

A primerek és a próba tapadása 6 különböző típusú IBV törzs 5’UTR szekvencia részletének illesztési képén.  
pozíciók: AY851295 szekvencia alapján

DV-172-2010
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IBV qPCR validálása - specificitás

Specificitás
- Törzsek: 15 különböző IBV, 3 különböző AIV, 2 NDV, 3 TCoV

(turkey coronavirus), 1 APV, 1 ILTV vakcinából izolált nukleinsav 
valamint Mycoplasma gallisepticum DNS

- Pozitív reakció: 15 IBV valamint a 2TCoV
(Callison et al, (2006) J. Virol Meth. 138: 60-65.)

Accession Description Max 
score

Total 
score

Query 
coverage

E 
value

Max 
ident

HM245924.1 Infectious bronchitis virus isolate CQ04-1, complete 
genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

HM245923.1 Infectious bronchitis virus isolate DY07, complete 
genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

FN430415.1 Infectious bronchitis virus NGA/A116E7/2006, 
complete genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

FN430414.1 Infectious bronchitis virus ITA/90254/2005, complete 
genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

GQ427176.1 Turkey coronavirus strain TCoV/TX-1038/98, 
complete genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

GQ427175.1 Turkey coronavirus strain TCoV/IN-517/94, complete 
genome 36.2 36.2 100% 0.87 100%

Blast keresési eredmények (példák)

DV-172-2010
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IBV qPCR validálása - érzékenység

Érzékenység (detektálási határ)
1.) IB vírusszuszpenzió: 0.02 EID50/ml
- titer: 7.3 log10 EID50/ml
- RNS tisztítás cDNS szintézis
- cDNS hígítási sorok 
- párhuzamos qPCR mérések
2.) mesterségesen fertőzött trachea minta:

0.64 EID50/ml
- 20 mg trachea / 6.3log10 EID50/ml IBV
- RNS tisztítás cDNS szintézis
- cDNS hígítási sorok
- párhuzamos qPCR mérések
3.) p-SC-A-IBV-‘5UTR plazmid: 40 kópia/µl

(0.195 fg plazmid DNA/µl)
- a 143 bp-s amplikont pSC-A vektorba klónoztuk
- plazmid hígítási sorok
- párhuzamos qPCR mérések

DV-172-2010



Kísérleti elrendezések, 
eredmények
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1 2 3
3-3.3 log10 EID50, szemcsepp Variáns 

IB-1
Variáns 

IB-2 kontroll

1. ráfertőzés 
(homológ törzzsel)

2. ráfertőzés 
(heterológ törzzsel)

1. mintavétel 
(5 nappal az 1. ráf. után)

2. mintavétel
(5 nappal a 2. ráf. után)

Monovalens IB vakcinázás

0. nap

vakcinázás

ráfertőzés

vírus izolálás

csillóteszt

21. nap

26. nap

qPCR teszt

23. nap

28. nap

DV-047-2010
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Homológ ráfertőzés - csillóaktivitási teszt 
eredménye

Csillóaktivitási teszt eredménye
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Homológ ráfertőzés - vírusizolálási 
eredmények

Vírusizolálás eredménye
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Homológ ráfertőzés - légcső qPCR 
eredmények
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DV-047-2010

~ 2 log10 
csökkenés
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Homológ ráfertőzés - légcső qPCR 
eredmények

DV-047-2010

Teljes védelem

Teljes védelem
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Heterológ ráfertőzés - csillóaktivitási teszt 
eredménye

Csillóaktivitási teszt eredménye
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Heterológ ráfertőzés - vírusizolálási 
eredmények

Vírusizolálás eredménye
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Heterológ ráfertőzés - légcső qPCR 
eredmények

qPCR vírus titerek

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

3.0

3.5

4.0

4.5

5.0

qP
CR

 v
íru

s 
tit

er
 lo

g1
0 

EI
D5

0/
m

l G1 variáns IB-1 

G2 variáns IB-2

G3 kontroll

DV-047-2010

~ 2 log10 
csökkenés



Derzsy Napok, Sárvár, 2011 Június 2-3. Pénzes Z.
25

Heterológ ráfertőzés - légcső qPCR 
eredmények

DV-047-2010

Részleges védelem

Részleges védelem
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1 2 3
3.0-3.3 log10 EID50, szemcsepp Mass-1 Mass-2 kontroll

3.0-3.3 log10 EID50, szemcsepp Variáns 
IB-1

Variáns 
IB-2 kontroll

ráfertőzés homológ variáns 
törzzsel

mintavétel

Kombinált IB vakcinázás

0. nap

vakcinázás

ráfertőzés

virus izolálás

csillóteszt

14. nap

28. nap

qPCR teszt

32. nap

DV-110-2008
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Kombinált vakcinázás - csillóaktivitási 
teszt eredménye

Csillóaktivitási teszt eredménye
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Kombinált vakcinázás - vírusizolálási 
eredmények

Vírusizolálás eredménye
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Kombinált vakcinázás - légcső qPCR 
eredmények

qPCR vírus titerek
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Kombinált vakcinázás 
eredmények

DV-110-2008

Teljes védelem

Teljes védelem
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Összefoglalás, következtetések

Az általunk validált IBV kvantitatív PCR 
kellően specifikusnak és érzékenynek 
bizonyult.

A hagyományosan használt módszerekkel 
összevethető eredményekkel szolgált 3 
különböző kísérleti elrendezésben.

Jól alkalmazható kiegészítő módszer
különböző IB vakcinázási programok 
hatékonyágának laboratóriumi vizsgálatánál.
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Köszönöm a figyelmet!


