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Mirol lesz sz6?

¢ Bevezetés, a vizsgalat célja

e Modszerek, allatkisérleti elrendezés
e csilléaktivitasi teszt
® virus izolalas
e qPCR

* modszer ismertetés
» validalas

¢ Eredmények
e homolég, heterolog rafertdozo rendszerek

e Kovetkeztetések
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A fertozo bronchitis virus

@

A korokozo

e Coronavirus (lll-as csoport), 80-120 nm
¢ burkos

¢ + RNA genom, legnagyobb RNS virus

A betegség

Csirkék heveny, nagyon ragalyos, virus
okozta betegsége, amely sulyos
gazdasagi veszteségeket okoz a
gyenge testtomeg-gyarapodas és
takarmanyhasznositas, a légzészervek
megbetegedése, a tojastermelés-
csokkenés és tojasmindéség-romlas,
valamint a szaporodasi zavarok miatt.
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e Kulonboz6 IB vakcinazasi programok
hatékonysaganak vizsgalata hagyomanyos
gyogyszerkonyvi modszerekkel és kvantitativ PCR-el,
az eredmények osszevetéese

e csilléaktivitasi teszt
® virus izolalas

® qPCR virus titerek
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Modszerek



Csilloaktivitas teszt

e Csilldaktivitasi teszt:

e Kereskedelmi IBV vakcinak torzskonyvezéséhez hasznalt médszer

e Az IBV karositja a csillok szerkezetét és mozgasat
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Csilloaktivitas teszt

e Csilldaktivitasi teszt:

Vakcinazott és rafert6zott allatokban a csilldbmozgas mértékébdl
kovetkeztetni lehet a védettség fokara

rafertbzést kovetd intenziv csillbmozgas - jo véedettseg

rafertbzést kovetd csillomozgas hianya - gyenge védettség
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Virusizolalas

@

o Légcsokaparék
készites

e Oltas embryonalt
SPF tojasba,
inkubalas (2-6 nap)

e Allantois gylujtés

¢ [BV antigen kimutatas
ELISA
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Virusizolalas

@

o Légcsokaparék
készites

e Oltas embryonalt

(o ¥ o Y il NG I QUi Sy

A pozivitas mertékebdl kovetkeztetnl lehet a vedettseg fokara

rafert6zést kovetben kevés (< 20%) légcsébdl lehet visszaizolalni a
rafert6z6 virust =2 jo védettség

¢
rafertézést kovetbéen sok (> 20%) légcsdbdél lehet visszaizolalni a
rafert6z6 virust > mérsékelt védettség
¢
e
ELISA
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vantitativ PCR — alapelv, detektalas

ALAPELV

- a PCR-termék képzodésével aranyos intenzitasu fluoreszcens jel
keletkezik, amit a gép folyamatosan detektal

- exponencialis fazisban: aranyos a kiindulasi DNS mennyiséggel
- nincs PCR-t kovet6 elektroforetikus analizis

KETFELE DETEKTALAS

- a keletkez6 o0sszes PCR-terméket (nem specifikus)
(pl.: : dsDNS interkalator)
-szekvencia specifikus préba: 5’ nukleaz

(pl. )
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A: Denaturacio: kettds jeldolést TagMan proba a

PR N B —
Wy, oy reakcioelegyben:
L o Lo @ riporter festék @ emisszidjat a quencher festék @ gatolja
“a

B .
B: Hibridizacio: a TagMan préba %ﬁﬁﬁ

és a primerpar DUOUUNIWDD rakapcsolodik a templatra

S0 | TETRT SR T i*rlr’”il";ll [

€
! C: Extenzié: aTaq DNS polimeréz‘lehasitja a riportert:
'!!i - a gerjeszté fény hatasara
TSI g, reszcens jel @ keletkezik, amely detektalhato
D , “f: .
D: Az ,elhasznalt” TagMan proba nem hasznosithato
JIACHL IR R R T Ujra a kdvetkezd ciklusban

UL
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itativ PCR - standard gorbe

1-9.: p-SC-A-IBV-‘5UTR 10x-es higitasi Iépései a
koncentracioé

tartomanyban

S1 és S2: kisérleti mintak
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AZ IBV real-time RT-qPCR modszer

Forras: Callison et al, (2006) J. Virol Meth. 138: 60-65.
Altalanos IBV kimutato, valds idejii, kvantitativ PCR
célszekvencia: 5’'UTR gén konzervativ szakasza, termék: 143bp

IBV5°GU391/F IBV5°'G IBV5’GL533/R
——) OTaqMan proba. ——
391 408 473 494 512 533

Aty odaMEERRoN oMNEHoNoRE | ooBNEANoRE HENoNENARE ofHooRiRil Iallnlllnl Hoooootlol oBNRRENAEN BEEtoHooio Illnllllu ululu {1 ululnllnll HUNERATHoH HAofoBEARE HiooRETHER

Com ggoMERREoH oMNEMoNofE|oooMiANotY HENoMANAR. otlooRENER Inllnlllul Boooootlol oMERARNARE HERtHoots Illculllln ulnsln {1 llulnllnll i

UE072 oBERERoN oMNENoNoRE|ooolEMBotY NENoNANAR, oRRooNiNiN NoMBoi¥iok Hogooollok oHNANNNARN HENYcHooks MMHooiilio ofoofoff RN ofoHolN.HN 80 BHoHoRNERE Higo
olltiitol ullllslull gooBtBott HENoHAREE, ofBootlLE Iullnlllul Hoooootlol oBNNARNAEE BEEYcote Illsulllln glgofo 1l olooMAcNE HINERAIHH BAotoHEANE HiooRttHER
Mass adolttttol oMRtHoNott|gooltAlott MeNoNAENA: ofBooBtNEd HoRNotttol HoooootHot oHMENNNARE HEEtHooto HMMookiNto otootoptil otoNolNoHE HUREAHtAH HAotoHEAEN HiqoHiHEA

A primerek és a proba tapadasa 6 kiilénb6zé tipusu IBV térzs 5’UTR szekvencia részletének illesztési képén.
poziciok: AY851295 szekvencia alapjan

Lépései

- RNS izolalas (QlAmp Viral RNA/RNeasy Mini kit, Qiagen)
- cDNS szintézis (MMLV, random hexamer)

- gPCR (ABI7500)

Abszolut kvantifikalas

- ismert cDNS képiszamu plazmid standard

- Ismert titer( IB virusszuszpenzié standard

13
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IBV gPCR validalasa -

Specificitas
- Torzsek: 15 kulonbozo6 IBV, 3 kulonbozo AlV, 2 NDV, 3 TCoV

(turkey coronavirus), 1 APV, 1 ILTV vakcinabél izolalt nukleinsav
valamint Mycoplasma gallisepticum DNS

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

Blast keresési eredmények (példak)

Accession Description i e Lo E .M
score | score | coverage | value ident
HM245924.1 Ign:::::)tr:‘.oeus bronchitis virus isolate CQ04-1, complete 36.2 36.2 100% 0.87 100%
HM245923.1 Ign:::::)tr:‘.oeus bronchitis virus isolate DY07, complete 36.2 36.2 100% 0.87 100%
EN430415.1 Infectious bronchitis virus NGA/A116E7/2006, 36.2 36.2 100% 0.87 100%
- complete genome =
EN430414.1 Ign:::::)tr:‘.oeus bronchitis virus ITA/90254/2005, complete 36.2 36.2 100% 0.87 100%
GQ427176.1 Turkey coronavirus strain TCoV/TX-1038/98, 36.2 36.2 100% 0.87 100%
- complete genome =
GQ427175.1 'gll':::)en):ecoronawrus strain TCoV/IN-517/94, complete 36.2 36.2 100% 0.87 100%
14
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BV gPCR validalasa -

Erzékenység (detektalasi hatar)

1.) IB virusszuszpenzio: 0.02 EIDS50/ml

- titer: 7.3 log10 EID50/ml

- RN tisztitas = cDNS szintézis \ e

- cDNS higitasi sorok

- parhuzamos qPCR mérések |

2.) mesterségesen fert6zott trachea minta: =\ = /== /= |/ =\
0.64 EID50/ml do4 x102  xos  ados  xi0s  x10s

- 20 mg trachea / 6.3log10 EID50/ml IBV

- RNS tisztitas = cDNS szintézis -

PCR Product Insertion Site
Plac |

- cDNS higitasi sorok /"z

- parhuzamos qPCR mérések pPUC ori)

3.) p-SC-A-IBV-‘5UTR plazmid: 40 képia/ul P
(0.195 fg plazmid DNA/pl) \ |

- a 143 bp-s amplikont pSC-A vektorba klénoztuk ' ‘

- plazmid higitasi sorok T~ el

- parhuzamos qPCR mérések

cDNS

15
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Kisérleti elrendezések,
eredmeények
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0. nap

21. nap

23. nap

26. nap

28. nap

Monovalens IB vakcinazas

Varians

IB-2 kontroll

1. rafertozés
(homolég torzzsel)

2. rafertozés
(heterolog torzzsel)

1. mintavétel
(5 nappal az 1. raf. utan)

2. mintavétel
(5 nappal a 2. raf. utan)

K vakcinazas
Lk ratertozes

virus izolalas

S
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csilloteszt

qPCR teszt
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rafertozes - csilloaktivitasi teszt

eredménye

Csilléaktivitasi teszt eredménye

100

90

80 -
70

60 -

5 | @ G1 varians 1B-1

B G2 varians |1B-2
O G3 kontroll

40 -
30 -

20
10

Normalis csilléaktivitasu csirkék aranya (%)

o
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rafertozés - virusizolalasi

eredmenyek

Virusizolalas eredménye

100
90 |
80 - @ G1 varians |1B-1
70 -
60 |
50 1 0 G3 kontroll
40 -
30 -
20 o

o _
@ O
0 -

B G2 varians |1B-2

Pozitiv mintak aranya (%)
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rafertozes - legcso qPCR

2,5

2,0

1,5

0,5

gPCR virus titer log10 EID50/ml

1,0 -

0,0 -

eredmenyek
qPCR virus titerek
O G1 varians IB-1 4
B G2 varians IB-2
0G3 kontroll =2 ol
csokkenés
4
@ O
~— —
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rafertozes - legcso qPCR

eredmenyek

Csilloaktivitasi teszt eredménye

o 100 m Teljes vedelem
?; 90 :
g
g 804
3 704
2 50
2 5 m G1 varians |B-1
% Al W G2 varians |B-2 qPCR virus titerek
Rl 0 G3 kontroll
o 201 25
2
£ 101
2 o E 20
a @G1 varians 1B-1 4
w
% "] | wG2varians IB-2
. , £.,] | oG3kentol = 5 il
Virusizolalas eredmeénye 5 csokkenés
]
100 E 05
90 - v
< 80 B G1 varians |B-1 0.0
‘E 60 | B G2 varians |B-2
§ 501 0 G3 kontroll
‘T 40 -
>
£ 30
5
[ IS R SR T T S T —w—" —— — — T T T I, T — — —
Teljes vedelem
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rafertozes - csilloaktivitasi teszt

eredménye

Csilléaktivitasi teszt eredménye

100

90 -
80 -
70

60 -
5 | @ G1 varians 1B-1

40 - B G2 varians IB-2

30 0 G3 kontroll
20

&
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Normalis csilléaktivitasu csirkék aranya (%)

o
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rafertozeés - virusizolalasi

@

eredmenyek

@ G1varians IB-1  Vfjjrusizolalas eredménye
B G2 varians I1B-2

(oo
90 -

SN~— _—

80 -

70
60
50
40 -
30

Pozitiv mintak aranya (%)

20 -
10 -

0
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rafertozes - legcso qPCR

eredmenyek

qPCR virus titerek

5.0
4.5 - @ G1 varians |1B-1 A ‘

+0 B G2 varians I1B-2

351 ~ 2 1og10
3.0 O G3 kontroll ¢ csOkkenés

2.5
2.0 -
1.5 -
1.0 -

qPCR virus titer log10 EID50/ml

0.5
0.0

/e o)
&
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rafertozes - legcso qPCR

eredmenyek

Csilléaktivitasi teszt eredménye

Részleges védelem

-

o

o
J

90
80
70
60

50 @ G1 varians IB-1 |
40 m G2 varians 1B-2 || gPCR virus titerek

30 0 G3 kontroll ‘ 5.0
20 - 45 4 O G1 varians I1B-1
10 4 |

Normalis csill oaktivitasu csirkek aranya (%)

E 4.0 1
0 g W G2 varians 1B-2
w35 ~2log10
£ 301 0O G3 kontroll csokkenés
§ 254
— 2204
B G1 varians IB-1)yjrusizolalas eredménye £ 5]
o
B G2 varians 1B-2 9]
0.5 4
90 | e o 00
- 801 ~
T 70
8
5 60 4
® 50
E
E 40
=
£ 30
[=]
n'-20‘-h’-'—‘—n—---u.-o.--- - — e — —
10 Reszleges vedelem
0
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Kombinalt IB vakcinazas

-
- - -

Y Y r¢

0. nap i\3.0-3.3 log10 EID50, szemcsepp | Mass-1 | Mass-2 | kontroll

.4 1 2 3

4. nap 1x3.0-3.3 log10 EID50, szemcsepp Val‘;az"s kontroll
28. nap rafertozeés _r_lomolog varians
torzzsel
3 |
32.nap | o mintavétel
- —
%\ vakcinazas
csilléteszt
Lk ratertozes
virus izolalas ‘g qPCR teszt
26
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binalt vakcinazas - csilloaktivitasi

@

teszt eredmeénye

Csilléaktivitasi teszt eredménye

100
90
80 -
70
60
50
40 -
30
20

@ G1 Mass1+varians |B-1
B G2 Mass2+varians |1B-2
0O G3 kontroll

10

Normalis csilléaktivitasu csirkék aranya (%)
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mbinalt vakcinazas - virusizolalasi

eredmenyek

Virusizolalas eredménye

100
90 -
80 - B G1 Mass1+varians |B-1
70 -
60 |
50 1 0 G3 kontroll
40 -
30 |
20 -
10

B G2 Mass2+varians |1B-2

Pozitiv mintak aranya (%)
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ymbinalt vakcinazas - legcso gPCR

eredmenyek

qPCR virus titerek

2.5

E G1 Mass1+varians |B-1
E 2.0 - ., f‘ |
B B G2 Mass2+varians |1B-2
m ~ 2 1og10
o e ’
‘é’ 1.5 4 O G3 kontroll csOkkenés
P
= 1.0
=
S
14
8 0.5
o

v
e
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Kombinalt vakcinazas

eredmenyek

Csilléaktivitasi teszt eredménye
g e D Teljes védelem
% 90 A ~—
S 804
£ 701 @ G1 Mass1+varians |B-1
S 60
2 B G2 Mass2+varians |1B-2
£ a0/ 0 G3 kontroll
2 30 qPCR virus titerek
8 20
5 10 25
S B G1 Mass1+varians |B-1
5 _
£ 541
1 g " W G2 Mass2+varians 1B-2
i
T 151 0 G3 kontroll
°
Virusizolalas eredménye 5
'Z 10 4
100 S
14
90 A g 05 4
% 801 = G1 Mass1+varians IB-1 <
s 0] g 001 s e
g 5 m G2 Mass2+varians |B-2
g %01 0 G3 kontroll
‘E 40 4
>
% 30 A
& 20
10 4
0 e o
S 1 1 4
Teljes vedelem
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szefoglalas, kovetkeztetesek

¢ Az altalunk validalt IBV kvantitativ PCR
kelloen specifikusnak és érzékenynek
bizonyult.

¢ A hagyomanyosan hasznalt modszerekkel
osszevetheto eredmeényekkel szolgalt 3
kulonbozo kisérleti elrendezésben.

¢ Jol alkalmazhatd kiegészito modszer
kulonbozo IB vakcinazasi programok
hatekonyaganak laboratoriumi vizsgalatanal.
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¢ Koszonom a figyelmet!

32
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