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Bevezetés

A Mycoplasma gallisepticum és M. synoviae csirkében és
pulykaban vilagszerte el6fordulé fakultativ patogének. A
M. gallisepticum fert6zés leggyakrabban |égz&szervi
tinetek formajaban jelentkezik, mig a M. synoviae
altalaban a savoshartyak gyulladasat okozza és tojashéj-
rendellenességek kialakulasaval is 0Osszefliggésbe
hozhaté (Ley és Yoder, 1997; Feberwee és mtsai, 2009).
Magyarorszagon Bamberger és Csontos adott hirt
els6ként M. gallisepticum-hoz kapcsolodd légz&szervi
megbetegedésrél 1953-ban, mig a fert6zé synovitis 1958-
ban jelent meg el6szdér hazankban (Bamberger és
Csontos, 1953; Derzsi és Toth Baranyi, 1960). Ezt
kévetden, az intenziv baromfitartas elterjedésével a M.
gallisepticum és M. synoviae fertézés egyre gyakoribba
valt, napjainkban pedig a mycoplasmak kozul vildgszerte
e két faj okozza a legnagyobb gazdasagi karokat a csirke-
és pulykaallomanyokban. A védekezés leghatékonyabb
modja a mentesités, melyet azonban szamos tényezd
nehezit. A vakcinazas hosszutavon nyujthat megoldast,

mig az antibiotikum terapia rovidtavon hozhat enyhulést



(Ley és Yoder, 1997; Levisohn és Kleven, 2000; Kleven,
2008).

Filogenetikai vizsgalatokhoz és jarvanytani
nyomozasokhoz elengedhetetlen a M. gallisepticum
torzsek kozotti genetikai kapcsolatok feltarasa. A
legmegbizhatobb genotipizaldé moddszer a multi-locus
sequence typing (MLST), mely a tdrzseket bizonyos
haztartasi gének  nukleotid sorrendje  alapjan
szekvenciatipusokba sorolja (Ghanem és El-Gazzar,
2019).

Mivel a vildg szamos orszagaban alkalmaznak él6
vakcinakat a védekezéshez, a M. gallisepticum
vakcinatorzsek vad, virulens izolatumoktdl vald
elkllonitése nélkulozhetetlen. A mismatch amplification
mutation assay (MAMA), mely pontmutaciok kimutatasara
alkalmas PCR-alapu technika, megfelelé médszer erre a
célra (Birdsell és mtsai, 2012).

Az utobbi idében egyre tobb tanulmany szamol be a
makrolidok és a linkomicin M. synoviae izolatumokkal
szemben tapasztalt magas minimalis gatlé koncentracié
(MIC) értékeirdl. A fluorokinolon-érzékenység ugyancsak
csokkent az elmult néhany évtizedben, mely kulonésen
aggasztd, hiszen ezek hasznalata kulcsfontossagu a

human orvoslasban (Kreizinger és mtsai, 2017; Catania

4



és mitsai, 2019). Az antibiotikumok korultekint®
alkalmazasat seqiti az antibiotikum-érzékenység elézetes
meghatarozasa. Ezért egyre ndvekvd igény mutatkozik
gyors antibiotikum-érzékenységi tesztek irant, mint
példaul rezisztencia-kapcsolt mutaciok kimutatasa
molekularis bioldgiai modszerek segitségeével (Sulyok és
mtsai, 2018). Kuilénb6zd baktériumokban, koztuk
mycoplasmakban is szamos rezisztencia-kapcsolt
mutacié kerllt mar leirasra, fluorokinolonok esetén a
DNS-giraz és topoizomeraz IV kodold génekben (gyrA,
gyrB, parC, parE), aminoglikozidok és tetraciklinek esetén
a 16S rRNS kodold génekben (rrsA, rrsB), makrolidok,
linkozamidok, pleuromutilinek és fenikolok esetén pedig a
23S rRNS és riboszémalis protein L3, L4 és L22 kédold
génekben (rrlA, rrIB, rplC, rpID, rplV) (Le Carrou és mtsai,
2006; Lysnyansky és mtsai, 2013; 2015; Sulyok és mtsai,
2017).



Célkitiizések

Célul thztuk ki:

1. egy M. gallisepticum torzsek genotipizalasara
alkalmas MLST rendszer fejlesztését.

2. M. gallisepticum torzsek genetikai kapcsolatainak
feltarasat a tervezett MLST rendszer segitségével a
modszer elkUlonitbképességének vizsgalata és a
kérokozé jarvanytananak jobb megismerése céljabdl.

3. M. gallisepticum vakcinatorzsek és vad
izolatumok elkllonitésére alkalmas gyors molekularis
biologiai tesztek (MAMA rendszerek) fejlesztését.

4. a tervezett MLST és MAMA rendszerek
eredményeinek  dsszehasonlitdsat a  moddszerek
megbizhatdsaganak értékelése céljabal.

5. csokkent antibiotikum érzékenység genetikai
hatterének tanulmanyozasat, és molekularis tesztek
fejlesztésére alkalmas, feltehetben rezisztencia kapcsolt
mutaciok azonositasat M. synoviae torzsekben 8

antibiotikum csalad 14 antibiotikumanak vizsgalataval.



Anyag és moédszer

Mycoplasma gallisepticum mintak

A tesztek fejlesztése soran 19 M. gallisepticum teljes
genom szekvenciat (WGS) vizsgaltunk in silico. Ezenkivil
a M. gallisepticum ATCC 19610 tipustorzset, az él6 6/85,
ts-11, F és K vakcinatorzseket, valamint 266,
szintenyészeteket és klinikkai mintakat egyarant
tartalmazé DNS mintat hasznaltunk fel. A mintak M.
gallisepticum-pozitivitasat hagyomanyos (Garcia és
mtsai, 2005) vagy real-time Tagman (Raviv és Kleven,
2009) PCR  segitségével ellenériztik. Egyéb,
kontaminans  mycoplasmak jelenlétét  univerzalis
Mycoplasma PCR segitségével vizsgaltuk (Lauerman és
mtsai, 1995), a termékeket Sanger szekvenalasnak
vetettlk ald, a szekvencidkat pedig BLAST segitségével

ellendriztik.

M. gallisepticum torzsek genotipizalasara alkalmas
MLST rendszer fejlesztése

A 19 M. gallisepticum WGS segitségével szamos
haztartasi gént vizsgaltunk, melyek kozul 15-6t

valasztottunk ki primertervezésre. A primereket tiz diverz



M. gallisepticum mintan teszteltik, a PCR termékeket
Sanger szekvenalasnak vetettik ala. Valamennyi egyedi
allélvarianshoz egy-egy allélszamot rendeltink, az egyes
locusok elkUlonitbképességet pedig a Simpson-féle
diverzitas index (Sl) segitségével értékeltik (Hunter és
Gaston, 1988). Az MLST rendszerhez a legnagyobb
variabilitdst mutaté locusokat valasztottuk ki. Osszesen
131 M. gallisepticum mintat vizsgaltunk a tervezett MLST
rendszer segitségeével. A térzseket az egyes locusokhoz
tartozé allélszamok alapjan szekvenciatipusokba (ST)
soroltuk. A locusok és a modszer elkllonitéképességét a
Simpson-féle diverzitas index (Sl) segitségével értékeltiik
(Hunter és Gaston, 1988). A konkatenalt szekvenciak
molekularis filogenetikai analizisét Maximum Likelihood
modszerrel végeztik (Hasegawa és mtsai, 1985). A M.
imitans kulcsoport (ATCC 51306 tipustdrzs) bevonasaval
készllt filogenetikai torzsfat Neighbor-Joining médszerrel
készitettlk (Nei és Saitou, 1987; Tamura, 1992). A
tesztek specificitasat 14 kilénb6zé madar Mycoplasma
faj  bevonasaval vizsgdaltuk. Az  érzékenység
meghatarozasahoz az ATCC 19610 tipustorzs DNS-ébdl
tizszeres higitasi sort készitettlink, melyet 10°-10° templat

kopiaszam/ul koncentracié-tartomanyban vizsgaltunk.



M. gallisepticum vakcinatorzsek és vad izolatumok
elkiilonitésére alkalmas MAMA tesztek fejlesztése

A vakcinatorzsek ujgeneracios szekvenalasat lon Torrent
vagy Illumina NextSeq 500 platformon végeztuk. A
vakcina-specifikus pontmutaciok (SNP) azonositasat
kovetbéen azokra MAMA rendszereket terveztink. A
legjobb elkllonitbképességl rendszereket 250-281 M.
gallisepticum DNS mintan teszteltik. A ts-11-specifikus
SNP-ket tartalmazod, illetve Ausztraliabol szarmazoé
izolatumokat egy Ricketts és mtsai (2017) altal tervezett
PCR segitségével is vizsgaltuk. A stabilitasi tesztek soran
valamennyi genotipust 10-szer passzaltunk, mely kb.
33,22 generaciévaltast eredményezett (Choi és mtsai,
2017). A tervezett MAMA-k specificitasat 14 kilonb6zé
madar Mycoplasma faj bevonasaval vizsgaltuk. Az
érzékenység meghatarozasahoz valamennyi genotipus
DNS-ébdl tizszeres higitasi sort készitettlink, melyet 106-
10° templat kopiaszam/ul koncentracio-tartomanyban
teszteltink. A két genotipust Kkilonb6zé templat
kopiaszamban tartalmazd, kevert mintakat is vizsgaltunk.
Az egyes tesztek eredményeinek dsszehasonlitdsa soran
kiszamoltuk a (korrigalt) Rand egyutthatokat (Pinto és
mtsai, 2007).



Feltehet6en rezisztencia-kapcsolt mutacidk
azonositasa csokkent antibiotikum-érzékenységet
mutatdé M. synoviae torzsekben

Osszesen 96 M. synoviae térzset, kéztilk az NCTC 10124
tipustorzset, az MS-H és MS1 vakcinatérzseket, valamint
93 izolatumot vizsgaltunk. A M. synoviae-pozitivitast
hagyomanyos (Wang és mtsai, 1997) vagy real-time
Tagman (Raviv és Kleven, 2009) PCR segitségével
ellenériztik. Egyéb, kontaminans mycoplasmak jelenlétét
univerzalis Mycoplasma PCR segitségével vizsgaltuk
(Lauerman és mtsai, 1995), a termékeket Sanger
szekvenalasnak vetettik ala, a szekvenciakat pedig
BLAST segitségével ellenériztik. A MIC értékeket leves
mikrohigitasos modszer segitségével hataroztuk meg
(Hannan, 2000) a kovetkez6 antibiotikumokra:
enrofloxacin, difloxacin, doxiciklin, oxitetraciklin,
klortetraciklin, spektinomicin, neomicin, tilozin, tilmikozin,
tilvalozin, linkomicin, florfenikol, tiamulin, valnemulin. A M.
synoviae torzsek ujgeneracios szekvenalasat lon Torrent
vagy lllumina NextSeq 500 platformon végeztik.
Megvizsgaltuk a rezisztenciaért felelés géneket, és
azonositottuk azokat a mutaciokat, melyek nagy szamu
magas MIC értéket mutatd térzsben fordultak eld, vagy

Mycoplasma  fajokban antibiotikum-rezisztenciaval
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Osszefliggésben korabban mar leirasra keriltek. A
torzseket MLST-vel (EI-Gazzar és mtsai, 2017), Maximum
Likelihood mddszer segitségével (Hasegawa és mitsai,
1985) genotipizaltuk. Az rrlA/rrIB génekben a 2054-es
nukleotid meghatarozasara egy hagyomanyos PCR-bdl
és egy azt kovet6 MAMA tesztb8l all6 rendszert
fejlesztettink. Kilénb6zé tet gének jelenlétének
vizsgalata érdekében a magas tetraciklin MIC értékeket
mutatd torzsek draft genomjait in silico analizisnek
vetettk ala (Bankevich és mtsai, 2012), a tet(M)-
pozitivitast pedig hagyomanyos PCR segitségével is
vizsgaltuk (Shahid és mtsai, 2014b).
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Eredmények

M. gallisepticum torzsek genotipizalasara alkalmas
MLST rendszer fejlesztése

A tesztelt 15 haztartasi gén kozil 6 locust (atpG, dnaA,
fusA, rpoB, ruvB, uvrA) valasztottunk ki az MLST
rendszerhez. Az atpG és dnaA gének esetén
keresztreakcidkat tapasztaltunk mas madar Mycoplasma
fajokkal, a szekvencia-analizis alapjan azonban ezek a
fajok egyértelmien elkllonitheték voltak a M.
gallisepticum-t6l. A tesztek érzékenysége valamennyi
locus esetén 10° templat kopiaszam/ul volt. A 131 M.
gallisepticum izolatum vizsgélata locusonként 17-21
allélvarianst, dsszesen 57 egyedi ST-t, és 0,958-as
Simpson-féle diverzitas indexet eredményezett. A legtdbb
SNP-t a dnaA tartalmazta (36/415), mig a legnagyobb
variabilitast az rpoB mutatta (0,913). Az ST9-11-be
tartozé mintdk hazi pirdk eredetli tdrzsek voltak (1994-
2008), az ST29 fogoly, facan és csirke eredetl
izolatumokat tartalmazott (2012-2017), mig az ST21-22-
be tartoz6 mintak a Kozel-Keletrél szarmaztak (2006-
2016). Az ST38-ba olyan hazai pulykatelepekrdl izolalt

mintak kerultek, melyek azonos integraciohoz tartoztak. A
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6/85 vakcinatorzs az ST14-be kerllt 14 masik mintaval
egyutt. Kézeli rokonai az ST13-ba és ST16-ba tartoztak.
A ts-11 vakcinatdrzs 12 masik mintaval egyutt az ST49-
be kertlt, melyhez legkbézelebb az ST48, ST50 és ST45
allt. Az F vakcinatérzzsel annak szekvenciatipusaban
(ST5) egyetlen minta osztozott, mig a K vakcinatdérzs az
ST57 egyetlen képvisel§je volt. A M. imitans ATCC 51306
tipustorzs konkatenalt szekvencigja a M. gallisepticum
ATCC 19610 tipustorzzsel 6sszevetve 380/2636 SNP-t

és egy 3 bp hosszusagu deléciét mutatott.

M. gallisepticum vakcinatorzsek és vad izolatumok
elkiilonitésére alkalmas MAMA tesztek fejlesztése

Az elbzetes eredmények alapjan két 6/85, harom ts-11,
két F, és egy K vakcinatorzsre tervezett MAMA-t
valasztottunk ki az elkulonité rendszerekhez. A tesztek
virulencia génekben (crmA, gapA, hip2, Ipd, plpA, glpK),
egy ABC transzporter fehérje kodold génben (potC),
valamint egy foszfotranszferaz rendszerhez tartozo
fruktdéz-specifikus enzimet kdédolé génben (fruh) talalt
mutaciokat  céloztak. A  tesztek  egyértelmien
elkllonitették a két genotipust mind termékméret, mind
olvadaspont alapjan. A negativ kontrollok és mas madar

Mycoplasma fajok templatjai nem, vagy a két genotipustél
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eltér6 tartomanyban amplifikalodtak. A  tesztek
érzékenysége melt-MAMA esetén 102-10%, agaréz-MAMA
esetén 103-10° kopia/pl kozott valtozott, kevert mintak
esetén (105:10°, 10°:10°% 10°10° templat kopiaszam/ul)
pedig mindkét genotipus kimutathaté volt. A stabilitasi
vizsgalatokban, a sorozatos passzalas soran a torzsek
genotipusa nem valtozott. Az egyes MAMA tesztek kozott
magas Rand egyutthatékat kaptunk (0,920-1,000).

A tervezett M. gallisepticum MLST és MAMA
rendszerek eredményeinek 6sszehasonlitasa

A MAMA tesztek és az MLST rendszer kdzott magas
Rand egyutthatékat kaptunk (0,826-1,000). Inkongruens
eredményeket elsfsorban olyan izolatumok esetén
tapasztaltunk, melyek kodzeli rokonsagban alltak a 6/85
vagy ts-11 vakcinatorzsekkel. Ezek MAMA tesztekkel a
vakcinatorzsek genotipusat mutattak (1-2/2636 SNP
MLST-vel), vagy bizonytalan eredményeket adtak (7-
10/2636 SNP MLST-vel). A Ricketts és mtsai (2017) altal
tervezett PCR alacsony Rand egyutthatékat mutatott a
MAMA tesztekkel (0,495-0,605) és az MLST-vel (0,486-
0,505) egyarant, ugyanis 6t ausztral vad-tipusi minta
hordozta, mig 6t vakcina-tipust minta nélkilézte a ts-11-

specifikus szekvenciakat.
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Feltehet6en rezisztencia-kapcsolt mutacidk
azonositasa csokkent antibiotikum-érzékenységet
mutatdé M. synoviae torzsekben

A M. synoviae torzsekkel szemben mutatott magas
doxiciklin, tiamulin és valnemulin, illetve alacsony
neomicin MIC értékek hianya miatt ezeket az
antibiotikumokat nem vizsgaltuk tovabb. A gyrA génben a
G28A, A428G, A566G, T1360A, C1361A és G1651A; a
gyrB génben a C446T, C1247A és G1250A; a parC
génben az A253G, C254T, T256C, G265C/T, G1354A,
G1798A és C2442A; mig a parE génben a C260T
bizonyult feltehetéen rezisztencia-kapcsolt SNP-nek. A
magas fluorokinolon MIC értékeket (>1,25 pg/ml) mutaté
M. synoviae torzsek 88,73 %-a hordozott a felsoroltak
kozul legalabb egy mutaciét. A hot spot régié (253-265
nukleotidok) mutaciéi  kiemelkedd jelent6séglinek
bizonyultak (85,92 %). Az rrlA/rrIB génekben talalt
A2054G és A2055G feltehetéen makrolid és linkomicin
rezisztencia-kapcsolt SNP-nek bizonyult. Az A2054G
mutaciot 6sszesen 14 torzs hordozta mindkét rrl génben,
mig hat torzs heterozigota volt erre a pozicidra nézve. A
kérdéses nukleotid meghatarozasara tervezett PCR
kimutatta, hogy ezek kozil 6t térzs az rrlA, egy térzs pedig

az rrlIB génben hordozta ezt a mutaciét. Az rplV génben
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azonositott A276C/T ugyancsak feltehetéen makrolid
rezisztencia-kapcsolt mutacionak bizonyult. Valamennyi
M. synoviae torzs, mely emelkedett MIC értékeket
mutatott ezekre az 50S gatlokra (>8 pg/ml tilmikozinra; >1
gg/ml  tilozinra; >0,5 pg/ml tilvalozinra; >2 ug/ml
linkomicinre) pontosan egy mutaciét hordozott a
felsoroltak k&zdl. Nem tudtunk azonban csdkkent
tetraciklin (MIC >4 pg/ml), spektinomicin vagy florfenikol
(MIC >2 pg/ml) érzékenységgel 6sszefliggésbe hozhatd
mutaciokat azonositani, és tet géneket sem talaltunk. Az
MLST (El-Gazzar és mitsai, 2017) a 96 vizsgalt M.
synoviae térzs nagy genetikai diverzitasat tarta fel, ezek
ugyanis 6sszesen 42 ST-t eredményeztek. A neighbor-
joining fa igazolta, hogy a torzsek antibiotikum-
érzékenyseégi profilja kulénbézhet azonos ST-n bell,

vagy akar azonos szarmazasi hely esetén is.
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Megbeszélés

M. gallisepticum torzsek genotipizalasara alkalmas
MLST rendszer fejlesztése

A nagyszamu ST és magas S| a rendszer jo
elkllonitéképességét jelzi. Ugyanakkor az MLST képes
volt azonositani egymassal kozeli rokonsagban allé
torzseket is, melyek kilonboz6 telepekrél szarmaztak, am
jarvanytani kapcsolatban alltak egymassal (ST38).
Bizonyos ST-okat egymastol tavol esé orszagokbdl is
sikerult izolalni, mely az intenziv nemzetkozi
kereskedelem jelentéségére utal. Egyes ST-ok pedig
hosszu id6, akar 5-12 év elteltével is izolalasra kertltek
(ST9-11, ST21-22, ST29), és képesek voltak megfertézni
vad- és hazimadar fajokat egyarant (ST29). A fertézés
elleni védekezés hianyaban a virulens térzsek feltehetéen
hosszabb ideig fennmaradhatnak vadon él6 vagy
extenziven tartott madarakban, melyek azutan a
koérokozot hazi baromfinak is atadhatjak. Az MLST
segitségével feltarhaté a vakcinatorzsek és izolatumok
kozotti genetikai tavolsag is. A tervezett MLST tehat
filogenetikai és jarvanytani vizsgalatokhoz, valamint vad

és vakcinatorzsek elkulonitésére egyarant hasznalhato.
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M. gallisepticum vakcinatorzsek és vad izolatumok
elkiilonitésére alkalmas MAMA tesztek fejlesztése

A tervezett tesztek virulencia faktorokkal dsszefiiggésbe
hozhaté génekben talalt mutaciokat céloztak, melyek a
sorozatos passzalasok soran stabilnak bizonyultak. Az in
vitro eredmények azonban nem feltétlendl tlkrozik
megbizhatéan az in vivo stabilitast. A tanulmany soran
limitatalé tényez6 volt egyes vakcinatdrzs reizolatumok
alacsony szdma (F) vagy hianya (K). Mindazonaltal, a
MAMA tesztek eredményei megfeleltek a vizsgalt allatra,
allomanyra vagy szarmazasi orszagra vonatkozo ismert
vakcinazasi el6zményeknek. A tervezett MAMA tesztek
hasznalataval az F, 6/85, ts-11 és K vakcinatorzsek
izolalas nélkul, egyszeriien, gyorsan és koltséghatékony
modon  kulonitheték el a vad izolatumoktdl, s6t,
segitségukkel akar mindkét genotipus kimutathaté a

kevert mintakbol.

A tervezett M. gallisepticum MLST és MAMA
rendszerek eredményeinek 6sszehasonlitasa

A MAMA tesztek és az MLST kozott tapasztalt magas
Rand egyutthatok bizonyitjak a tesztek megbizhatdésagat.
Mindazondltal az MLST képes volt elkuldniteni a ts-11 és

6/85 vakcinatorzsektél azokkal kdzeli rokonsagban allo
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izolatumokat is, melyek MAMA tesztekkel a
vakcinatérzsek genotipusat mutattdk, vagy bizonytalan
eredményeket adtak. A legmegbizhatobb tesztnek a
MAMA-6/85-gapA és a MAMA-ts11-plpA bizonyultak. Az
eredmények megbizhatésaga érdekében azonban
valamennyi MAMA teszt elvégzése, kétes esetben pedig
MLST vizsgalat javasolt. A MAMA tesztek és MLST
vizsgalat altal kapott eredmények jelentés eltérést
mutattak a Ricketts és mtsai (2017) altal tervezett PCR
eredményeihez képest. A fals pozitiv mintak tébbsége a
ts-11 vakcinatorzshoz hasonléan Ausztraliabal
szarmazott. A negativ eredmények értékelése nehéz,
hiszen a DNS mintak minésége, és az egyes tesztek

érzékenysége is befolyasolhatta ezeket.

Feltehetéen rezisztencia-kapcsolt mutaciok
azonositasa csokkent antibiotikum-érzékenységet
mutaté M. synoviae térzsekben

Szamos fluorokinolon-rezisztencia markert
azonositottunk a vizsgalt M. synoviae tdrzsekben. A parC
gén ismerten rezisztenciahoz koéthet6 hot spot régioja (Le
Carrou és mtsai, 2006; Lysnyansky és mtsai, 2013)
kiemelt jelentéséglinek bizonyult, hiszen a magas MIC

értéket mutatd toérzsek tobbsége hordozott valamilyen
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mutaciot ebben a régidban. A C254T az enrofloxacin és a
difloxacin MIC értékét is emelte, mig az A253G, mely
ugyanazon aminosav poziciot érintette, csak a difloxacin
MIC értékére volt hatassal. A gyrA génben talalt A428G
ugyancsak ismert rezisztencia-kapcsolt mutacio (Le
Carrou és mtsai, 2006; Lysnyansky és mtsai, 2013). A
gyrB génben azonositott C1247A és G1250A korabban
mar leirasra kerllt Lysnyansky és mtsai (2013) Aaltal,
csokkent fluorokinolon-érzékenységgel azonban az
emlitett tanulmanyban nem hoztdk &sszefliggésbe.
Ezenkival valamennyi génben azonositottunk U,
korabban még leirasra nem kerilt, feltehet6en
rezisztencia-kapcsolt pontmutaciokat. Ezek zémmel a
parC hot spot régidjaban talalhatdé mutaciokkal
egyuttesen fordultak eld, jelentéségik megitélése ezért
nem egyszer(. Két magas MIC értéket mutatd térzsben
azonban a gyrA, gyrB és parE génekben ujonnan leirt
pontmutaciok a hot spot eltérései nélkil is elé6fordultak,
ezért azt gondoljuk, ezeknek is lehet szerepe a csokkent
fluorokinolon-érzékenységben. Az rrl génekben talalt
A2054G és A2055G ismerten makrolid és linkomicin
rezisztencia-kapcsolt pontmutaciok (Lysnyansky és
mtsai, 2015). Az A2054G jelenléte az egyik rrl génben
(rrlA°- vagy 1rlB) elegend6 volt a MIC értékek
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emelkedéséhez. Az rplV génben talalt non-szinonim
mutacio (A276C/T) ugyancsak hatassal volt a tilmikozin
érzékenysegre. Ez a mutacio kordbban mar leirasra kerult
Lysnyansky és mtsai (2015) 4&ltal, makrolid-
rezisztenciaval azonban az emlitett tanulmanyban nem
hoztak Osszefluggésbe. A tetraciklin, spektinomicin és
florfenikol érzékenységgel kapcsolatba hozhaté mutaciok
és tet gének hianya eltérd rezisztencia mechanizmusokat
feltételez. Eredményeink hozzajarulnak a M. synoviae
torzseknél tapasztalt antibiotikum-rezisztencia genetikai
hatterének megismeréséhez, a rezisztencia-kapcsolt
mutacidk azonositasa pedig lehetéséget teremt az
antibiotikum-érzékenység molekularis bioldgiai
modszerekkel torténd gyors meghatarozasara (Sulyok és
mtsai, 2018).
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Uj tudomanyos eredmények

Ad 1. M. gallisepticum torzsek genotipizalasara
alkalmas MLST rendszert terveztink, mely nagy
elkllonitéképességi, ugyanakkor alkalmas az egymassal
kozeli rokonsagban allé térzsek azonositasara is, igy
filogenetikai tanulmanyokhoz és jarvanytani nyomozasra
egyarant hasznalhaté. A rendszer érzékenysége lehetbve
teszi kozvetlendl klinikai mintakbdl kivont DNS-ek
vizsgalatat is.

Ad 2. A tervezett MLST rendszerrel vizsgalt M.
gallisepticum tdrzsek nagy genetikai valtozatossagot
mutattak. Eredményeink arra utalnak, hogy a kulénb6z6
M. gallisepticum torzsek elterjedésében meghatarozo
szerepet tOlt be az intenziv nemzetkdzi kereskedelem. Az
adatok emelett bizonyitottdk, hogy egymassal kozeli
filogenetikai kapcsolatban allé M. gallisepticum térzsek
képesek megfertézni hazi szarnyasokat és vadon él6
madarakat egyarant, utdbbiak tehat lehetséges fertézési
forrasai a baromfiféléknek.

Ad 3. Osszesen nyolc, pontmutaciok kimutatasara
alkalmas MAMA rendszert fejlesztettlink, hogy lehetévé

tegyiuk a M. gallisepticum vakcinatérzsek vad
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izolatumoktdl valé egyszerli, gyors és koltséghatékony
elkulonitését, mely modszer sikerrel alkalmazhato lehet a
rutin diagnosztikaban, a vakcinazasi és mentesitési
programok hatékonysaganak ellenérzéseben.

Ad 4. A tervezett MLST és MAMA rendszerek
eredményei nagyfoku egyezést mutattak a
vakcinatdrzsek vad izolatumoktol valé elkilénitésében,
igazolva ezzel a modszerek megbizhatésagat.
Mindazonaltal, az MLST rendszer képes volt elkloniteni
a ts-11 és 6/85 vakcinatorzsekt6l azokkal kozeli
filogenetikai kapcsolatban allo izolatumokat is, melyek
MAMA tesztekkel vakcinatorzsnek bizonyultak, vagy
bizonytalan eredményeket adtak. A MAMA tesztek
eredményeinek kérdésessége esetén ezért az MLST
modszer hasznalata javasolt.

Ad 5. M. synoviae térzsek fluorokinolon-, makrolid-
és linkomicin-rezisztenciajaval korabban mar
Osszefluiggésbe hozott, vagy korabban mar leirt, am
csokkent antibiotikum-érzékenységgel 0Osszefiggébe
eddig nem hozott molekularis markereket talaltunk a
vizsgalt M. synoviae térzsek genomjaban. Emellett uj,
feltehetden rezisztencia-kapcsolt mutaciokat

azonositottunk a gyrA, gyrB, parC és parE génekben.
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