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1. Roviditések jegyzéke

bp:

CFU:
crmA:
crmB:

crmC:

EDTA:

ELISA:

gapA:
HAG:
LP:
MA:
MB:

MG:
mgc2:
MI:
MP:
MS:

NMDS:

nt:

ORF:
PBS:
PCR:

pMGA:

PvpA:

RAPD:

recA:

RFLP:

Bazispar

Colony forming unit, telepformalé egység

Mycoplasma gallisepticum cytadhesin-related molecule A, citadhezin-rokon
molekula A

Mycoplasma gallisepticum cytadhesin-related molecule B, citadhezin-rokon
molekula B

Mycoplasma gallisepticum cytadhesin-related molecule C, citadhezin-rokon
molekula C

Etilén-diamin-tetra-ecetsav

Enzyme linked immunsorbent assay

Mycoplasma gallisepticum citadhezin A

Hemagglutinacio-gatlas

Mycoplasma gallisepticum lipoprotein

Mycoplasma agar

Mycoplasma broth, mycoplasma tépleves

Megabazis par

Mycoplasma gallisepticum

Mycoplasma gallisepticum citadhezin 2

Mycoplasma imitans

Mycoplasma pneumoniae

Mycoplasma synoviae

Non-metric multidimensional scaling, nem-metrikus tobbdimenzids skaldzas
nukleotid

Open reading frame, k6dol6 szekvencia

Phosphate buffer saline

Polimerase chain reaction, polimerdz lancreakcio

Putative Mycoplasma gallisepticum antigen

Mycoplasma gallisepticum phase-variable protein A, fazisvariicios fehérje A
Randomly amplified polimorphic DNA, random amplifikalt DNS
Mycoplasma gallisepticum rekombindz A

Restriction fragmenth lenght polymorphysm, restrikcids fragment

polimorfizmus



SDS-PAGE: Sodium-Dodecyl-Sulphate-Polyacrilamide-Gel-Electrophoresis, natrium-

dodecil-szulfat-polikarilamid-gélelektroforézis

TA: Térgylemez agglutinici6
TNE: TRIS-Natrium-klorid-EDTA puffer
TRIS: Trisz-(hidroximetil)-amino-metan-hidroklorid



2. Osszefoglalas

Munkédnk sordn 12 kiillonboz6 eredetii, virulencidju és eltérd bioldgiai tulajdonsidggal
rendelkezd Mycoplasma gallisepticum (MG) torzset, valamint a M. imitans 4229 (M) torzset
vizsgaltunk. A kiillonbozé orszagokbdl szarmazé vad MG torzsek mellett két, napjainkban €16

vakcinaként haszndlt torzset (MG F és MG TS-11 vakcina torzsek) is tanulméanyoztunk.

A munka elsd 1€péseként a Mycoplasma-torzsek teljes genomjat vizsgaltuk két kiillonbozo
RAPD-PCR rendszer segitségével. Ezzel a mdédszerrel a vizsgélt torzsek kozott (beleértve a

MI-t és a vakcina torzseket is) kiilonbségek mutatkoztak.

A munka tovadbbi részében az irodalmi adatok alapjan a Mycoplasmdk patogenitdsiaban
feltételezetten szerepet jatszé nyolc gén tulajdonsdgat vizsgaltuk. A vizsgélt génekre tobb
PCR moddszert fejlesztettiink ki oly mdédon, hogy a keletkezett amplikonok a vizsgélt gén
egészét lefedjék. Igy egy gén esetében 4-5 szakaszt amplifikdltunk. Az amplikonok
mindegyikét emellett restrikciés emésztésnek vetettiilk ald, legaldbb 2 restrikcids enzimet

alkalmazva. A gének vizsgalata sordn tovabb4d irodalmi primereket is alkalmaztunk.

A gének PCR-RFLP vizsgilatat kovetéen a MI a tobbi vizsgdlt MG torzstdl egyértelmiien
megkiilonboztethetd volt. Ugyanakkor a MG F és TS-11 vakcinatorzsek és a tobbi vizsgalt
Mycoplasma-torzs kozott is jelentkeztek kiilonbségek. Egyes gének valtozékonyabbnak
mutatkoztak, mint masok, ugyanakkor egy génen beliil is taldlhatok varidbilisabb és kevésbé
varidbilis szekvencidk. A munka eredményeképpen a vizsgalt Mycoplasma-torzsek egymdastol

megkiilonboztethetdek voltak.



3. Bevezetés

Nagy problémét okoz a baromfi dgazatban fellépd Mycoplasma fertdzottséggel dsszefiiggésbe
hozhaté gazdasigi veszteség. A gyakori mycoplasmads salpingitis kovetkeztében csokken a
tojastermelés. Ez magdban foglalja a tojds mindségének (méretének, tomegének és
keltethet0ségének) a csokkenését, a tojasok fert0zottségét, az utédallominyok gyenge
vitalitdsat, elhulldsit, rossz takarmdnyhasznositdsat (Pruthi és Karole, 1981; Carpenter és
mtsai. 1981; Mohammed és mtsai. 1987; Ley és Yoder, 1997; Kleven, 1998b; Levisohn és
Kleven, 2000). A fert6zottség terjedésének oka a baromfidllomanyok kifogdsolt tartdsi
koriilményei, a jarvanytani védekezés hidnyossdga, valamint kiilonféle ujabb varidns torzsek
elterjedése. Ezekben a torzsekben bekodvetkezett antigén szerkezeti véltozds a szeroldgiai
probdk megbizhatésagat is megkérddjelezi. A Mycoplasma gallisepticum (MG) torzsek
felszini fehérjéinek valtozékonysdga lehetdové teszi a gazda immunvélaszdnak elkeriilését
(Glew és mtsai. 2000; Gorton and Geary, 1997; Levisohn és mtsai. 1995), az MG torzsek
eukaridta sejtekben vald talélését és az antimikrobidlis szerek hatékonysdganak csokkenését

(Winner és mtsai. 2000).

Egyes orszagokban terjedoben vannak a varidns torzsek, de emellett az €16 vakcindk
alkalmazasaval torténd védekezési eljaras is novekszik. A jovoben varhatd, hogy ilyen
vakcina torzsek részben illegdlisan, részben pedig importalt tenyészallatokkal Magyarorszagra
is eljutnak. Igy a fent emlitett torzseknek elkiilonitése jarvanytani nyomozds és a MG

fertdzottség elleni védekezésben sziikségessé valik.

A MG és tobb mas Mycoplasma faj mellett a baromfidllomanyokbdl MI is izoldlhato
(Bradbury és mtsai. 1993). A MI fenotipikus tulajdonsdgaiban hasonlé a MG-hoz (Bradbury
és mtsai. 1993), azonban molekularis tulajdonsdgai alapjdn kiilonboznek egymastol
(Harasawa €és mitsai. 2004). Ugyanakkor a két faj kozott szeroldgiai keresztreakcidkat
tapasztalhatunk (Bradbury és mtsai. 1993), ami diagnosztikai nehézséget okozhat. A MG
mellett a M1 is patogénnek bizonyult (Abdul-Wahab és mtsai. 1996).

A Mycoplasma fertozottség diagnosztikdjaban az izoldlas mellett a fejlodé molekularis
bioldgiai mddszerek is segitséget nyudjtanak. A kutatdsok egyik irdnyvonala a mycoplasmak
felszini fehérjéinek vizsgalata felé vezetett (Bencina és mtsai. 1994; Razin és mtsai. 1998). Az
utobbi években szamos MG specifikus felszini fehérjét azonositottak €s irtak le (Boguslavsky

és mtsai. 2000; Garcia és mtsai. 1994; Levisohn és mtsai. 1995; Markham és mtsai. 1998).



A kutatdsok mdsik irdnya a MG torzsek DNS mintdzaton alapulé megkiilonboztetését jelenti.
Az egyik legérzékenyebb mddszer a RAPD-PCR (randomly amplified polymorphic DNA,
Charlton és mtsai. 1999a, b; Fan és mtsai. 1995; Geary és mtsai. 1994). Ezt a mddszert
sikeresen alkalmaztdk kiillonb6zd varidns- €s vakcina torzsek azonositdsara és elkiilonitésére
(Ley és mtsai. 1997a), valamint elsOsorban epidemioldgiai tanulmédnyok céljabol (Ley és
mtsai. 1997b). A moddszer egyik eldnye, hogy a vizsgalni kivant DNS szekvenciarél nem
sziikséges eldzetes informdcioval rendelkezniink. Emellett a patogenitdsban részt vevo
fehérjéket kodold génszakaszok PCR-rel vald vizsgédlata sordan nyert PCR termékek eltérd
molekulatomege alkalmas a kiillonbozd csirke- és pulykadllomédnyokbdl izoldlt virulens és
kevésbé virulens torzsek elkiilonitésére (egymdssal, valamint vakcina torzsekkel valé
Osszehasonlitdsara) (Kleven és mtsai. 1990). A MG torzsek kozti kiillonbségtétel hasznos lehet

a fert6zottség jarvanytani nyomozasaban is.



Mindezek figyelembevételével munkam célja:

1.

A kiilonbozd bioldgiai tulajdonsdgokkal rendelkezé MI és MG torzsek RAPD-PCR-

rel vald Osszehasonlitasa.

. A kiilonb6z6 bioldgiai tulajdonsdgokkal rendelkezd MI és MG torzsek egyes

génszakaszainak PCR-RFLP 6sszehasonlitdsa.

Az egyes génszakaszokra tervezett PCR-ek sordn keletkezett amplikonok
szekvenalasa, valamint a szekvencidk Osszehasonlitasa kiilonboz6 MG torzsek

esetében.

Az MI és MG torzsek Osszehasonlitisa a RAPD PCR, valamint a kiulonb6z6
génszakaszokra tervezett PCR-RFLP eredmények alapjan tobbvaltozos statisztikai

modszerek segitségével.



4. Irodalmi osszefoglalé

A mycoplasmdk (Mollicutes osztdly) a parazita baktériumok széles spektrumdt képviselik.
Tagjai a legkisebb o©ndlléan szaporodni képes mikroorganizmusok, melyek a
fennmaraddsukhoz sziikséges minimélis génszammal rendelkeznek. A Mycoplasma genom
redukciéja maga utdn vonta a sejtfal elvesztését és a bioszintetikus folyamatok szdmét is
limitalta. Ezért nem csoda, hogy a mycoplasmak modellként szolgéltak az életfolyamatokhoz
és a sejt reprodukcidhoz feltétleniil sziikséges gének és molekuldris folyamatok vizsgélata

soran (Morowitz, 1984).

4.1. A Mycoplasmak altalanos jellemzése és rendszere

A Mollicutes osztaly tagjait a kicsi genomméret (0,58 - 2,2 Mbp), a genom alacsony G+C
ardnya (23-40 mol%) és a sejtfal dllandé hidnya jellemzi. Ezen kiviill a mycoplasmékra
altalanosan jellemzd, hogy triptofanjukat az UGA triplet kodolja (Hnatow és mtsai. 1998),
stop kodonjaik kozott pedig az édltalanos koéddal ellentétben nem szerepel a TGA triplet.
Emellett az osztdly tagjaira jellemzd, hogy membranjukba koleszterint épitenek (Razin,

1983).

A Mollicutes osztalynak jelenleg koriilbeliil 200 faja ismert. A prokaridta taxonémia szerint a
Mollicutes osztaly a Firmicutes torzshoz tartozik. A Mollicutes osztdlyba a Mycoplasmatales,
az Entomoplasmatales, az Acholeplasmatales és az Anaeroplasmatales rendek tartoznak. A
Mycoplasmatales rendbe csupan a Mycoplasmataceae csalddot soroltdk a Mycoplasma és az
Ureaplasma genussal. A Mycoplasma genusba jelenleg 107, az Ureaplasma genusba pedig 7

species, illetve subspecies tartozik (Johansson és Petterson, 2002).

A Mollicutes osztily 200 tagja koziil viszonylag kevés szamu, foként a Mycoplasma genusba
tartozo, allatokra patogén fajt ismeriink. Amellett, hogy a patogén mycoplasmak betegségeket
okoznak, fontos szerepet jatszanak példaul az allatdllomanyok testtomegének csokkenésében
klinikai betegség megjelenése nélkiill is. A nem patogén mycoplasmdk hasonlé antigén
szerkezettel rendelkezhetnek, mint a patogén torzsek, igy az esetlegesen fellépd szeroldgiai

keresztreakciok miatt sokszor diagnosztikai nehézséget okoznak (Frey, 2002).
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4.2. A MG okozta betegségek

4.2.1 A MG fertozés epidemiologidja

A MG okozta fertdzés leggyakrabban csirkékben és pulykdkban jelentkezik, de a MG
izoldlhat6 kacsdkbol, libakbdl, galambokbdl, facanokbdl, fiirjekbdl, hdzi pintyekbdl és egyéb
vadmadarakbdl is (Jordan, 1979; Buntz és mtsai. 1986; Yoder, 1991; Cookson és
Shivaprasad, 1994; Luttrell és mtsai. 1996; McMartin és mtsai. 1996). Ezen kiviil ezek az
allatfajok mas mycoplasmakkal is fertdzddhetnek (Jordan, 1979; Jordan és mtsai. 1982). A
fejlett orszdgok baromfidllomanyédnak 5-30%-a, mig a fejlodd orszdgok allomanyédnak 60-

70%-a MG-vel fertozott.

A MG fert6zottség direkt kontaktussal, vagy a levegOben levd porral terjed. A transzmisszié a
fertdzottség akut fazisaban a legkifejezettebb (Soeripto és mtsai. 1989b; Yoder, 1991; Gibbs
és mtsai. 1994). Mivel a fert6zottség hosszi idOn keresztiil perzisztdl, ezért a fertézott
allomanyok djabb fertdzés forrdsai lehetnek. A MG a kornyezetben 11-14 napig életképes, de

ez nagymértékben fligg a kiilsd kornyezet tulajdonsdgaitol.

A MG a légzdszervek kolonizdldsat kovetden a belsd szervekben is elterjedhet, példaul a
lépben, méjban, vesében és ivarszervekben. Ily moédon a kialakulé tojasok is fertdzottek
lehetnek. A fejl6dé embridk egy része elpusztul, a masik része viszont kikelve ujabb fert6z6

forrasként szolgdl (Levisohn és Kleven, 2000).

A fert6zés megel0zésére tobb €16 és elolt vakcinat dolgoztak ki (Whithear, 1996; Kleven,
1998a).

4.2.2 A MG fertozottség kovetkeztében kialakulo klinikai tiinetek

Kiilonboz6 orszdgokbdl €s dllatfajokbol szdrmazé nagyszami minta vizsgalata sordn kidertilt,
hogy a MG fertdzottség véltozatos képet mutat. A MG csirkékben krénikus 1égzdszervi
betegséget (CRD, chronic respiratory disease), pulykdkban pedig szinuszgyulladdst okoz,
melyet kohogés, orrfolyds, nehézlégzés, konnyezés, szaruhdrtya- és kotOhartya-gyulladas,
ritkdn sdntasdg, valamint idegrendszeri tiinetek kisérnek (Nunoya és mtsai. 1995).
Vadmadarakban a MG fertdzottséget kotOhdartya-gyulladas és 1égzsakgyulladés jelzi (Cookson
€s Shivaprasad 1994; Luttrell €s mtsai. 1996; McMartin és mtsai. 1996; Jordan, 1979; Yogev
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€s mtsai. 1988, 1989; Soeripto és mtsai. 1989b; Yoder, 1991). Egyes torzsek csupan a
1égzdszerveket kolonizaljak, mdésok sikeresen megtelepednek a tobbi belsd szervben is,
esetleg bizonyos torzsek fertézését kovetden a szeroldgiai vdlasz csak hosszi id6 (16 hét)
mulva jelenik meg. A MG torzsek valtozatossdga miatt a kialakul6 betegség lehet enyhe vagy
sulyos, a betegség kialakulhat lassan vagy viszonylag gyorsan is. Egyes esetekben a
diagnosztizalas egyszerlibb, mig mds esetekben nagyobb koriiltekintést igényel (Yoder, 1986,

1991; Kleven és mtsai. 1988; Yogev és mtsai. 1988, 1989, 1994; Ley és mtsai. 1993).

A MG fertozottségre utaldé nem specifikus tiinet a csokkend tojastermelés, a tojasok
keltethetOségének, ¢és a  testtomeg  gyarapoddsdnak  csokkenése, a  fajlagos
takarmanyfelhasznalds emelkedése. A MG-vel fertozott allatok fokozottabban érzékenyek a
Mycoplasma fertdzéssel egyidében jelentkez6 kiillonbozd virusos (New Castle disease virus =
NDYV, infectious bronchitis virus = IBV, infectious bursal disease virus = IBDV), valamint

baktériumos (Escherichia coli, Pasteurella multocida) fert6zések irant.

4.2.3. A MG fertozottséget jelzo patologiai elvdltozdsok

A MG fertdzottség kovetkeztében a 1€gcsd nydlkahdrtydja megvastagodik, a szinuszokban, a
légcsdben, és 1égzsakokban vdladék képzddik, a 1égzsdkok fala megvastagodik. Ritkdbban
szivburok-gyulladds €s a médj koriili kotészovet gyulladasa is megfigyelhetd. Esetenként az

iziiletekben folyadék gyiilemlik fel, vagy az ivarszervekben sejtes beszlirddés figyelhetd meg.

4.2.4. A MG fertozottség diagnosztikdja

A klinikai tiinetek megjelenése mellett a MG fert6zottség laboratériumi koriilmények kozott
azonosithatd. Ebben segitségiil szolgdlnak a MG izoldlds €s az izoldtumok azonositasa,

valamint a kiilonbz6 szeroldgiai-, €s DNS alapu prébak.

4.2.4.1. Mycoplasma tenyésztés és azonositds

A MG a konnyen tenyészthet6 mycoplasmdk kozé tartozik, tenyésztése mégis koriiltekintést
igényel. Az izolatumok tenyészthetok B tdptalajban (Erno és Stipkovits, 1973a, b), amely
DNS-t, 16- illetve sertéssavot, gliikkézt, fenolvorost és baktériumok novekedését gatld

anyagokat (penicillin szarmazékot, thallium-acetatot) tartalmaz. Egy hét inkubaciét kovetden

12



a szilard taptalajon (MA) a telepek is megjelennek. A telepek azonositdsat immunfluoreszcens

eljarassal (Bradbury, 1998) anti MG hiperimmun savoé segitségével lehet elvégezni.

4.2.4.2. Immunreakciokon alapulo tesztek a MG fertozés kimutatdsdra

1. Targylemez agglutindcio (TA)

A TA soran a vérsavéban az IgM jelenléte vizsgalhat6 (Levisohn és Kleven, 2000). A teszt a
fert6zést kovetd 1-2 hét mulva haszndlhat6. A teszt eredményét befolydsolja a vizsgalt savo
mindsége, a fertdzésben szerepet jatsz6 MG torzs (Avakian és Kleven, 1990b) és a MG
mellett esetlegesen el6forduld baktériumos (Staphilococcus aureus vagy Streptococcus
faecalis) fertdzés (Thornton, 1973; Kleven, 1975; Ross és mtsai. 1990). A kiilonb6z6 virusok
€s baktériumok ellen haszndlt vakcindk alkalmazésa is befolydsolhatja a TA eredményét,
mivel hamis pozitiv reakciot eredményezhet (Avakian és mtsai. 1988; Yoder, 1989; Avakian

és Kleven, 1990a, b; Ross és mtsai. 1990).

2. Hemagglutindcio gdtldsi proba (HAG)

A HAG préba a MG hemagglutincids képességén alapszik. A préba sordn a vérsavoban levd
IgG ellenanyagok detektdlhatok (Roberts és Olesuk, 1967) oly mddon, hogy a vizsgalt
savohoz MG tenyészetet és vorosvértest szuszpenziét adva a savoban levd IgG ellenanyag a
Mycoplasma sejtekkel immunkomplexet képez, igy a Mycoplasma nem agglutindlja a
vorosvérsejteket. Az IgG molekuldk a természetes fertdzést kovetd 2.-3. héten maér
megjelennek, maximadlis szintjiiket az 5.-6. héten érik el (Chhabra és Goel, 1981). A teszt nem
alkalmas a kiilonb6z6 MG torzsek éltal indukalt szeroldgiai valasz megkiilonboztetésére

(Czifra és mtsai. 1995).

3. ELISA (Enzime-linked immunosorbent assay)

Az MG fertzottség (altalaban IgG ellenanyagok) detektdldsra széleskorben alkalmaznak
kiilonféle ELISA teszteket (Kempf és Gesbert, 1998; May és Branton, 1997; Talkington és
mtsai. 1985; Thomas és Sharp, 1998). Az ELISA teszt elonye, hogy konnyen alkalmazhatd,
az eljards automatizdlhato és a teszt nagyfoku érzékenységgel bir (Ewing és mtsai. 1996; May

és Branton, 1997; Kempf és Gesbert, 1998).

Az indirekt ELISA sordn az IgG ellenanyag és az antigén kotodését az ellenanyagra
specifikus jelolt anti-egér konjugdtummal tessziik l4thatova. A teszt érzékenyebb, mint a

HAG, viszont nem specifikus reakciét is eredményezhet.
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A blokkol6 ELISA alkalmazdsakor a vizsgdlt savoban levd IgG ellenanyagok az antigénhez
kapcsolddnak, igy a konjugdtumban levd, szintén az adott antigénre specifikus jelolt
ellenanyagok mar nem alkotnak antigén-ellenanyag komplexet. A moédszer érzékenysége az
indirekt ELISA-éhoz hasonlé (Kempf és mtsai. 1994), a HAG prébéandl viszont sokkal
érzékenyebb (Czifra és mtsai. 1993a, b). A mddszer toviabbi elonye, hogy a teszt sordn
hasznalt monoklondlis ellenanyag a MG tobb torzsére tesztelt, MG specifikus antigénnel (a
MG p56 antigén, Czifra és mtsai. 1993a) alkot immunkomplexet. Mivel ez az antigén tobb
allatfajban is immunogén tulajdonsdggal bir, igy a teszt pulykdk (Kaszanyitzky és mitsai.
1994) és egyéb vadmadarak esetében is alkalmazhat6 MG detektédldsara. A teszt a MG tobb

torzsét is kimutatja (Czifra és mtsai. 1995).

4. Immunoblot analizis

A teszt sordn SDS-PAGE gélben szétvalasztott MG fehérjéket nitrocellul6z membranra
blottoljdk, majd a vizsgdlt csirkesavoban levo ellenanyag €s a membranon levd antigén
reakciéjat anti-csirke konjugatummal és szubsztrattal teszik lathatéva (Ellekany és mtsai.
1997; Sundquist és mtsai. 1996). A mddszer elénye, hogy az immundomindns fehérje
detektdlhatd, valamint a fehérje mintdzat alapjén az egyes MG torzsek megkiilonboztethetdek
(Hwang és mtsai. 1989; Panangala és mtsai. 1992; Elfaki és mtsai. 1993b; Bencina és mtsai.

1994; Garcia és mtsai. 1994; Ben Abdelmoumen és Roy, 1995).

4.2.4.3. DNS alapii diagnosztikai tesztek, a PCR alkalmazhatosdga és elonyei

A Mycoplasma tenyésztés és az immunoldogiai mdédszerek mellett igen elterjedtek a DNS

alapu diagnosztikai eljardsok is.

A MG detektéldsara alkalmasak a nukleinsav hibridizaciés prébak (Santha és mtsai. 1987;
Stipkovits €s mtsai. 1988; Kleven és mtsai. 1988). A direkt filter hibridizacié sordn a DNS
kivonds elvégzése nem sziikséges, igy a hibridizdcié gyorsabbd és gazdasdgosabba valik
(Beldk és mtsai. 1987; Stipkovits és mtsai. 1988; Beldk és mtsai. 1988). Ezen a mddszeren
kiviil a MG a 16S riboszomélis RNS génre tervezett, digoxigeninnel jelolt oligonukleotidok

segitségével is detektalhat6 (Garcia és mtsai. 1996).

A PCR alkalmazasédval a DNS in vitro kimutatdsa valik lehetové. A médszer 1ényege, hogy in

vitro rendszerben Osszedllitott reakcidelegyben a DNS szintéziséért felelos enzim a DNS
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minta egy szakaszat specifikusan megsokszorozza (amplifikélja). A reakcidelegy az enzimen
€s a DNS mintén kiviil az enzim miikodéséhez sziikséges ionokat és vegyiileteket tartalmazza.
A reakci6 sordn a DNS templat denaturdlodik, majd a denaturdlédott DNS szdlakhoz a
primerek (oligonukleotidok) nukleotid-nukleotid kdlcsonhatés révén kacsolédnak. A primerek

kapcsolddasat kovetden az enzim elkésziti az ij DNS szakaszt.

A mddszer specificitasa az alkalmazott primereken alapul. Ezeknek az oligonukleotidoknak a
tervezéséhez szamos szamitégépes program all rendelkezésre (Oligo 3.0, 4.0, 5.0, PRIMER

Primer Designer 2.0 (Scientific & Educational Software)).

A PCR mddszerek tobb valtozata is ismert. A nested és a seminested PCR reakcidokban két
primer part alkalmaznak két egymast kovetd reakcioban. A nested PCR sordn az A és a B
primerek altal amplifikalt szakaszt djabb PCR-nek vetik ald dgy, hogy az 4j primer par (C és
D) éltal amplifikalt szakasz az A és B primerek 4ltal felszaporitott szakasz kozé essen. A
seminested PCR sordn az A és a B primerek éltal felszaporitott szakasz ujabb PCR-e soran a
C primer pdrja vagy az A, vagy pedig a B primer lesz (Liu és mtsai. 2001; Garcia és mtsai.

2005).

Amennyiben egy PCR elegyben tobb, kiilonboz6 génre specifikus primer par fordul eld,
multiplex PCR-rdl beszéliink. Mivel a multiplex PCR reakciéelegyében tobb komponens vesz
részt, ezért ezen PCR optimalizici6ja is nehezebb. Ugyanakkor a multiplex PCR

alkalmazaséval a diagnosztika koltségei jelentdsen csokkenthetdek.

A RAPD PCR alkalmazdsa sordn nem sziikséges eldzetes ismeretekkel rendelkezniink a
vizsgalni kivant szekvenciardél. Tobb 5°-3” irdnyban amplifikdlé primer egyidejii alkalmazasa
sordn a primerek véletlenszerlien kapcsolddnak a minta DNS-hez. A RAPD PCR sordn
haszndlt primerek szekvencidja ezért dltalaban rovidebb, mint a tobbi PCR esetén. A RAPD
PCR eredménye tobb, kiillonbozé méretli amplikon lesz (Fan és mtsai. 1995; Charlton és

mtsai. 1999a, b).

A PCR reakcidk haszndlatival a MG fertozottség gyorsabban mutathaté ki, mint a
Mycoplasma tenyésztéssel. Ugyanakkor PCR segitségével a Mycoplasma akkor is
kimutathat6, ha a tenyészet egyéb baktériumokkal fert6zott. A PCR hétranya viszont, hogy a
mar nem él6 Mycoplasmét is kimutatja, igy amennyiben csupdn a PCR esetleges pozitiv

eredményeire tdmaszkodunk, a vizsgalt allomanyrdl hamis képiink alakulhat ki. Ma szdmos
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PCR reakcié 4ll rendelkezésiinkre, melyek segitségével a MG gyorsan detektdlhato
(Nascimento és mtsai. 1991, 1993; Marois és mtsai. 2001, 2002; Garcia és mtsai. 2005), de

emellett multiplex PCR alkalmazhatésdga is ismeretes (Wang és mtsai. 1997).

A MG detektdlasa mellett a PCR sordn amplifikdlédott DNS szakaszok tovabbi vizsgdlataval
lehet6ség nyilik a kiilonbozo torzsek fenotipikus tulajdonsdgai hatterében rejld genetikai
tulajdonsagok felderitésére is. Emellett a PCR alapjdn az egyes torzsek rokonsiga is
felderithetd. Ezen kérdésekre az RFLP és a direkt szekvenalas adhat valaszt (Garcia és mtsai.
1995; Kiss és mtsai. 1997; Liu és mtsai. 2001; Pillai és mtsai. 2003; Lysnyansky és mtsai.
2005; Kleven és mtsai. 2004). Az RFLP sordn a keletkezett amplikont restrikciés enzimekkel
hasitjdk. Az enzimek specificitdsat a hasitani kivant DNS szekvencia adja. Az enzim csak
bizonyos szekvencidkhoz képes kapcsolddni, a kapcsolodast kovetden pedig optimélis

hémérsékleten miikodésbe 1épni (Liu és mtsai. 2001).

Liu és mtsai. (2001) a pvpA hemagglutinint kodol6 szekvencidt haszndlta referens MG
torzsek, valamint MG izolatumok vizsgalatdra. A PCR-RFLP alkalmazéasaval a torzsek kozott
tobb mintdzatot is feltart. Kleven és mtsai. (2004) ugyanezen szekvencia mellett a gapA és az
mgc2 adhezineket kédol6 szekvencidkat, valamint a Nascimento és mtsai (1991) altal LP
génnek nevezett régidt is bevonta vizsgilataiba. Emellett Fan és mtsai. (1995), Charlton és
mtsai (1999b) és Geary és mtsai. (1994) 4ltal kifejlesztett RAPD PCR reakcidkat is haszndlta
harom referens MG torzs, valamint 6t, pulykdkbdl izoldlt MG torzs jellemzésére. A gének
szekvencidi alapjan tobb kiilonbséget is megfigyelt. Lysnyansky és mtsai. ugyancsak az mgc2

gén alapjan vizsgalt izraeli MG mintdkat.

Ezen kivill a MG és a MI elkiilonitésére is alkalmaztak kiilonb6zé PCR reakcidkat. Marois €s
mtsai. (2001) RAPD PCR alkalmazdsaval tobb MG és MI torzs jellemzését végezte el.
Emellett a két Mycoplasma-faj kozott a 16S rDNS szekvencidjdban harom nukleotid
kiillonbséget taldltak (Kempf 1997).

A PCR mellett a MG kvantitativ detektdldsdara valés idejii PCR (real-time PCR) is

alkalmazhat6 (Carli és Eyigor 2003). Ugyanakkor az MG és az MI real-time PCR-rel val6
elkiilonitése sikertelennek bizonyult (Mekkes és Feberwee, 2005).

16



4.3. A MG okozta fert0zottsée megeldzése és a betegség kezelésének modjai

A MG fertozottség kezelésére szamos lehet6ség van. Az antibiotikumok haszndlatakor
figyelembe kell venni a betegséget okozé torzs antibiotikum érzékenységét, €s csak ezutin
lehet alkalmazni azt az antibiotikumot, mellyel szemben a torzs magas foku érzékenységet
mutat (Hannan, 2000; Reinhardt és mtsai. 2005). A his €s a tojds emberi fogyasztdsa miatt ma
mér az antibiotikumok haszndlatat keriilik. Helyettiikk kiilonbozd €16 és elolt vakcindk

alkalmazdaséaval igyekeznek a MG fert6zés ellen védekezni.

E1§ vakcinak koziil az egyik legelterjedtebb az F torzsbl késziilt vakcina (Carpenter és mtsai.
1981; Kleven, 1981). Az F torzs Connecticutbdl szarmazd, természetes infekcidét okozd,
csirkékre nem, pulykdkra viszont patogén torzs (Rodriguez és Kleven, 1980; Lin és Kleven,
1982). Szintén €16 vakcinaként haszndljdk az MG TS-11 torzset (Soeripto €s mtsai. 1989a;
Whithear és mtsai. 1990a, b; Turner és Kleven, 1998). A TS-11 torzs ausztral virulens
torzsbol (80083) kémiai muticidval elddllitott hoérzékeny torzs (TS = termo-sensitive). A TS-
11 torzs 34°C-on konnyen, 40°C-on azonban nem tenyészthetd, igy a csirkékben a felsd
légutakat kolonizdlja, a bels6 szervekben azonban nem képes megtelepedni. A napjainkban
ugyancsak hasznalt MG 6/85 torzsbdl késziilt €16 vakcinat (Evans és Hafez, 1992) szintén az
USA-ban dllitottdk eld. A vakcinaként alkalmazott torzsek az dllomédnyokban esetlegesen
el6fordulé vad torzsekhez hasonléan szeroldgiai vilaszt idézhetnek el6 (Whithear, 1996; Bird,
€s mtsai. 2005; Collett és mtsai. 2005). Emiatt a vakcina- és a vad torzsek megkiilonboztetése
sziikségessé valik. A fent emlitett €10 vakcindk mellett Gjabban az MG R magas passzdzzsal
eldallitott torzsébdl nyert djabb él6 vakcina hatékonysigat is tesztelték (Papazisi és mitsai.

2002a).

Az elolt vakcindk inaktivalt MG sejtszuszpenzidt tartalmaznak. Az elolt vakcindkat bor ala
adva, az allat 12 €s 20 hetes kora kozott alkalmazzak (Talkington és Kleven, 1985; Elfaki és
mtsai. 1993a).
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4.4. A MG genomjanak jellemz6i

Az elmult 10 évben a MG gazdasédgi szerepe miatt fokozddott irdnta a kutatok figyelme. A
MG patogenitasdban a sejtfelszini adhezinek (GapA, Mgc2) és a hemagglutininek (pMGA)
jatszanak szerepet (Goh és mtsai. 1998; Hnatow és mtsai. 1998; Markham és mtsai. 1992;
Noormohammadi és mtsai. 2000; Papazisi €s mtsai. 2000; Bencina, 2002). A pMGA
véaltozékonysaga (Glew és mtsai. 1998, 2000) és a citadhezinek variabilitdsa (Garcia és mtsai,
1994; Athamna és mtsai. 1997; Boguslawsky és mtsai, 2000) az MG szdmara lehetové teszi a

gazda immunvalaszanak elkeriilését.

A mycoplasmdk kicsi genomjuk kovetkeztében a genomszekvenalds elOterébe keriiltek. A
MG R torzsének genomja (Papazisi és mtsai. 2003, GenBank szdm: AE015450) mellett a M.
genitalium (Fraser és mtsai. 1995, 1.43967), a M. pneumoniae (Dandekar és mtsai. 2000,
U00089), az Ureaplasma urealyticum (Glass és mtsai. 2000, AF222894), a M. penetrans
(Sasaki és mtsai. 2002, BA000026), a M. pulmonis (Chambaud és mtsai. 2001, AL445566), a
M. mobile (Jaffe €s mtsai. 2004, AE017308), a M. mycoides subsp. mycoides SC (Westberg és
mtsai. 2004, BX293980), a M. capricolum subsp capricolum (Glass €és mtsai. 2005,
CP000123) és a M. hyopneumoniae (AE017243), valamint a M. synoviae (AE017245)

(Vascolenos és mtsai. 2005) genomja is ismert.

A MG R genomja 996422 bazisparbdl all, a genom G+C ardnya 31 mol%. 742 lehetséges
kédolo szekvenciat (ORF) tartalmaz, ezek koziill eddig 469 szekvencia funkcigjat

azonositottadk. A k6dold szekvencidk dtlagos hossza 1206 nukleotid (Papazisi és mtsai. 2003).

A kdrosodott DNS javitdsdaban szerepet jdtszo gének

A Mycoplasmak DNS javit6 mechanizmusaiban szdmos gén €s szdmos fehérje részt vesz. Az
SOS stressz vdlasz rendszere a DNS kérosodds kijavitdsdnak alapvetd ttvonala (Razin és
mtsai. 1998). Az SOS stressz védlaszban a recA gén fontos szerepet jatszik. Az 4dltala kddolt
fehérje a DNS-t ért karosodas kovetkeztében aktivalédik, az aktivalt forma pedig mas fehérjék
aktivaciojat katalizdlja. A recA gének az Osszes mycoplasma fajban megtaldlhat6ak, és bér a
RecA fehérje fontos funkcidval rendelkezik, a fehérjét kodolé gén mégis variabilis. A recA
génben mutéacidt szenvedett Acholeplasma laidlawii torzs sokkal érzékenyebbnek mutatkozott
UV besugarzasra (Dybvig és Woodard, 1992). Ugyanakkor a Spiroplasma citri és a S.
melliferum recA génjeinek mutdcidja révén az UV sugarzasra kevésbé érzékenyek (Marais és

mtsai. 1996).
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Egy maésik utat jelent (BER = base excision repair) a DNS genotoxikus dgensek (példdul aktiv
oxigén gyokok) altali kdrosoddsok kijavitasaért felelds. A rendszer tagjai glikozilazok,
melyeket tobb Mycoplasma fajban (M. genitalium, M. pneumoniae, M. pulmonis) az ung
(uracil-DNS glikozildz gén), az fpg (formamidopirimidin- DNS glikozildz) vagy a nfo
(endonukledz IV) gén kddol (Zou és Dybvig, 2002).

A DNS javité mechanizmusok harmadik tutja (NER = nucleotide excision repair) a DNS-t ért
nagyobb karosodédsok kijavitasaért felelds. Az uvrA, B és C az excinukledz A, B és C-t
koédolja, az uvrD aktivicidja sordn pedig DNS helikaz II fehérje képzdodik. Tobb Mycoplasma
fajban (M. genitalium, M. pneumoniae, M. pulmonis) szerepet tulajdonitanak a dnaFE és a lig

géneknek is. Az elébbi DNS polimerazt, az utébbi DNS ligazt kédol (Zou és Dybvig, 2002).

Virulencia faktorok

Az MG lehetséges virulencia faktorait a fehérje mintizat elemzésével vizsgéltak. Eddig 133
membranhoz kotott fehérjét azonositottak, beleértve a lektin kotd doméneket is (Elgavish és
Shaanan, 1997; Loris és mtsai. 1998). Ezek koziil 51 lipoprotein és 34 tartozik a VIhA
csalddba. Ez azt jelenti, hogy az MG jelentds szdmu membran fehérjével rendelkezik, melyek
cukor molekuldkat kothetnek meg, €s szerepet jatszanak a tdplalék felvételben vagy a
sejtadhézioban. Az MGA_0090 és az MGA_0091 fehérjemolekuldk foszfolipid kotd
fehérjékkel mutattak rokonsagot. Emellett az MGA_0313 és az MGA_0931 fehérjék olyan
motivumot tartalmaznak, melyek a Staphylococcus/ Streptococcus pirogén exotoxinjahoz

hasonldak (Papazisi és mtsai. 2003).

A pMGA géncsalad

A mycoplasmdk taldn leginkdbb vizsgdlt géncsalddja a pMGA, vagy mds néven a VIhA
lipoproteineket kodold szekvencidk (Baseggio €s mtsai. 1996; Liu és mtsai. 1998; Markham
és mtsai. 1993, 1999). A MG 4ltaldban a géncsaldd egy tagjit expresszdlja egy id6ben (Glew
és mtsai. 1995). A géncsaldd lehetséges szerepe az antigén variabilitds kialakitdsa, ahogy azt
Glew és munkatarsai bemutattdk (Glew és mtsai. 2000). A géncsaldd 43 génbdl all, melyek 5
lokuszon helyezkednek el. Neviikket a lokuszon, illetve a pozicidjukon vald

elhelyezkedésiikrdl kaptak.
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PvpA fehérje

A PvpA hemagglutininnek vélt fehérje, mely valtozatos formdban expresszalodik és igy a MG
torzsek kozott a fehérjét tekintve valtozatossag figyelhetd meg (Boguslavsky és mtsai. 2000;
Liu és mtsai. 2001; Yogev és mtsai. 1994; Rosengarten és Wise, 1990; Winner és mtsai.
2003). A pvpA gén elemzése soran kideriilt, hogy az MG R torzs esetében egy 37 nt

hosszisagu szakasz duplikacidja figyelhetd meg (Boguslavsky és mtsai. 2000).

A MG adhezinjei

A MG genomon beliil 5, funkcidjat tekintve adhezin-szerli molekuldt azonositottak. Az mgc2
gén altal kodolt fehérje tobb Mycoplasma-fajban megtaldlhatd és fontos szerepet jatszik a
fajok virulencidgjaban. A gén egy 32,6 kDa citadhezint kédol, mely a M. pneumoniae P30
nevl citadhezinjével 40,9%-ban, a M. genitalium P32 nevii fehérjéjével pedig 31,4%-ban
mutat hasonlésdgot (Hnatow és mtsai. 1998). Ettdl a géntél downstream irdnyban vannak
jelen a gapA, illetve crmA gének. Az MG R torzsbdl magas passzdzsszammal (164 passzazs)
eldallitott Rhigh torzs nem rendelkezik citadherens tulajdonsdggal (Levisohn és mtsai. 1986).
Emellett a torzs nem expresszalja a gapA és a crmA gének altal kodolt fehérjéket sem (Troy,
1998). Ugyanakkor Papazisi olyan muténst allitott eld, mely vad tipusi gapA génnel, valamint
mutaciot szenvedett crmA génnel rendelkezett, viszont a térzs nem nyerte vissza citadherens
tulajdonsagit (Papazisi és mtsai, 2000). Emellett Papazisi leirt egy citadherens R torzs
mutanst (GapA CrmA”), mely mikodd gapAcrmA operonnal rendelkezett (Papazisi és mtsai.
2002b). Ezzel bebizonyitotta, hogy a gapA és crmA expresszidja sziikkséges a MG
citadherencidjahoz €s patogeneziséhez. A MG gapA ortolég a M. pneumoniae P1 adhezinjét
kodold génnel (Goh és mtsai. 1998). A virulens és avirulens MG R torzsek Osszehasonlitasa
sordn a gapA génben kialakul6 ,,frameshift” muticié kovetkeztében GapA™ avirulens mutdns
alakult ki (Papazisi és mtsai. 2000). A gapA altal kédolt fehérje aminosav sorrendje 41%-os
hasonlésdgot mutat a M. pneumoniae és a M. genitalium ORF6 déltal kédolt fehérjéjével
(Papazisi és mitsai. 2000). Ezek a fehérjék fontos szerepet jatszanak a M. pneumoniae
adhézidjaban (Krause és Balish, 2001; Krause és mtsai. 1982; Layh-Schmitt és Harkenthal,
1999; Seto és mtsai. 2001). A gapAcrmA operonhoz downstream irdnyban helyezkednek el a

crmB és a crmC gének, melyek a GapA-val és a CrmA-val homolég fehérjéket kddolnak.

A mycoplasmdk felszini fehérjéiknek koszonhetéen megtapadnak a gazda sejt feliiletén
(Razin és mtsai. 1998), de emellett néhany mycoplasma olyan mechanizmusokat fejlesztett ki,
melyek segitségével képes a gazda sejtbe jutni. A MG mellett (Winner és mtsai. 2000) a M.

fermentans (Stadtlander és mtsai. 1993), a M. pneumoniae (Athamna és mtsai. 1996; Baseman
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és mtsai. 1995), a M. penetrans (Lo és mtsai. 1993; Giron és mtsai. 1996) és az M. genitalium

(Jensen €s mtsai. 1993) is rendelkezik invazids képességgel.

A folyamatban mind a gazdasejt felszini fehérjéi, mind pedig a baktériumok fehérjéi részt
vesznek (Chausee és mtsai. 2000; Shaw és Falkow, 1988). A baktériumok részérol a
fibronektinnek és a szulfatdlt poliszacharidoknak fontos szerepe lehet a folyamat

kialakuldsdban (Chausee és mtsai. 2000; Duensing és mtsai. 1999).

A MG virulencidjaban kozponti szerepet jatszik az, hogy az MG eukariota sejteken megtapad,
majd a sejtekbe jutva képes ott tulélni, ezdltal a gazda immunvdlaszdval és az
antibiotikumokkal szemben védettséget élvez (Winner és mtsai. 2000). A M. penetrans a

gazda intracelluldris vezikuldiban osztddni képes (Lo és mtsai. 1993).
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5. Anyag és médszer

5.1. A Mycoplasma-torzsek

A munka sordn 12 kiilonboz6 eredetli, virulencidju és eltérd bioldgiai tulajdonsiggal

rendelkez6 MG torzset vizsgaltam, melyek az aldbbiak voltak:

- Az MG F vakcina torzs

- Az MG TS-11 vakcina torzs

- Az MG MK-7 (patogén) és MG MS-16 (nem patogén) torzseket csirke 1égzsakbol
izolaltdk Japanbol. Az MG FS-9 (1226) magyarorszagi csirke 1€gzsdkokbdl szarmazo
izolatum (Stipkovits és mtsai. 1993), az MG X-95 és az MG S6 torzseket szintén
csirke 1égzsakbdl izoldltdk. Mindkét torzset a WHO/FAO Collaborating Centre for
Reference and Research on Mycoplasmas (Mycoplasma Reference Facility, NCTC,
Central Public Health Laboratory, London, UK) bocsatotta rendelkezésiinkre. Az MG
Rlow torzs USA-bdl szdrmazd, magas patogenitdsu torzs. Az MG Rhigh az Rlow-bdl
passzalassal (kb 160 passzdzsszdm) nyert torzs. Az MG Rhighm torzset az MG Rhigh
torzsbol nyertiik az MG Rhigh gliik6z helyett mannézt tartalmazé B tiptalajban vald
felszaporitdsdval. Az MG RCl az MG Rhigh HeLa sejteken nevelt klénja. Az MG M3
pedig Rlow torzsbdl szarmazé haemadszorpciés mutdns. Az MG Rlow torzset és
szarmaz€kait, valamint az MG M3 torzset Renate Rosengarten bocsétotta
rendelkezésiinkre (Insitute of Bacteriology, Mycology and Hygiene, Univ. Vet. Med.,

Vienna).

Az MG torzsek mellett az MI 4229 torzset is bevontam a vizsgélatokba. Az MI-t Bradbury és
munkatarsai Franciaorszdgban (Bradbury €s mtsai. 1993) izolaltdk kacsdkbol és libakbol. A
torzs nagyon hasonlénak mutatkozott az MG-hez, azonban molekuldris bioldgiai

tulajdonsagai alapjdn 1j fajként irtak le.
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5.2. A PCR soran vizsgalt gének

Valamennyi PCR vizsgélat alapjaul az MG R torzs ismert genomja szolgél (génbanki szdm:
AEQ015450), vagyis ezen torzs génjeivel Osszehasonlitva végeztiink a Mycoplasma-torzsek
kozott vizsgalatokat. A gének nevei mellett zaréjelben a génbankban taldlhaté azonositok

szerepelnek. A Mycoplasma-torzsek dsszehasonlitasaul szolgal6 gének tehat a kovetkezok:

a) recA gén (AF443795)

b) crmA gén (AE016967)

c) crmB gén (AE016967)

d) crmC gén (AE016967)

e) gapA gén (AE016967)

f) pvpA gén (AE016969)

g) mgc2 gén (AE016967)

h) LP gén (AF075588) (funkcidja imeretlen)

5.3. Mycoplasma teny€sztés

A liofiliz4lt torzsek mindegyikét folyékony B tdptalajba oltottuk (Erng és Stipkovits, 1973a,
b), majd a torzsek elszaporoddsinak ellendrzésére a levestenyészeteket minden mdsodik nap
B szilard taptalajra csurgattuk (MA). A tenyészetek inkubaldsat 37°C-on 5% CO, jelenlétében
végeztilk és naponta figyeltiik a tdptalaj szinének véltozdsat. Amennyiben a tdptalaj szine
valtozast mutatott (a tenyészet sarga szinének megjelenését a taptalaj pH-janak csokkenése
okozza, melyhez indikatorként a fenolvords szolgdl), a tenyészetet tovabb oltottuk, mig végiil
500 ml mennyiséget nem kaptunk. Ezt a mennyiséget haszndltuk a tovdbbiakban DNS
prepardlds céljara, és ez a mennyiség tette lehetévé, hogy a munka egésze alatt ugyanazon
tenyészetbdl szarmazé DNS-t vizsgdljunk. Az Rhighm torzs esetében a tenyésztést nem
glilk6éz, hanem mannéz jelenlétében végeztik. Az MG TS-11 vakcina torzs modositott

Hayflick médiumban (Bradbury, 1977), 33°C-on 5% CO, jelenlétében tenyészthetd.
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5.4. DNS kivonas

A mycoplasma DNS kivondsat minden esetben ugyanazon a médon végeztiik. A tenyészet 1
ml-ét 10 percig centrifugaltuk 10000 g sebességgel (Biofuge fresco Soravill Heraeus, Kendro
Laboratory Products, Hanau, Germany), majd az iiledék TNE pufferrel (500 pl) torténd
mosasa utdn 240 pl mennyiségl lizispufferrel €s 8 pul 20 mg/ml koncentracidju proteindz-K
enzimmel (Invitrogen life technologies, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, USA,
Catalog Number: 25530-015) két 6ran keresztiil, 55 “C-on lizaltuk a sejteket. A lizispuffert
laborunkban éllitottuk eld tizszeres higitdsi TNE puffer, 10%-os SDS és 10%-os Sarcosyl
10:1:1 aranyu elegyébol. A TNE puffer 1000 ml-je (pH = 7,3) 12,1 g TRIS-t, 58,4 g nétrium-
kloridot és 3,72 g EDTA-t tartalmaz. A lizélast kovetden 200 pul mennyiségii fenol-kloroform-
izoamil-alkohol 25:24:1 aranyu keverékével tavolitottuk el a fehérjéket, majd a DNS-t 3M
natrium-acetitot (végkoncentracié 10v/v%) tartalmazd, 2,5-szeres mennyiségli abszolut
etanollal csaptuk ki —20 °C-on 1 éjszakan &t. Centrifugdlas (10 percig, 10000 g sebességgel, 4
°C-on) és 70%-os alkoholos mosds utan szaritottuk a mycoplasma DNS-t, majd steril MilliQ
(Millipore) vizben oldottuk a mintdkat. A prepardlds végeztével a minta DNS mennyiségét
spektrofotométer (tipus: M330, ComSpec Co., UK) segitségével, A = 260 nm

hullamhosszisagi fénnyel atvilagitva, PBS pufferrel szemben mértiik.

5.5. A RAPD PCR

A munka sordn az el6z6 pontban leirt médon tisztitott mycoplasma DNS-t (teljes genomot)
hasznaltuk fel. A teljes genom vizsgdlatit RAPD PCR segitségével végeztiik irodalmi
primereket felhaszndlva. A RAPD PCR-hez, valamint az egyes génekre specifikus PCR-ekhez
sziikséges primereket minden esetben az Invitrogen life technologies (1600 Faraday Avenue,
Carlsbad, California, USA) éllitotta el6. A primereket minden PCR sordn 50 pmol/ul
koncentracioban alkalmaztuk. A PCR reakciokhoz sziikséges puffer, magnézium-klorid, Taq

polimeraz és ANTP mix szintén az Invitrogen life technologies-t6l szarmazott:

Taq DNA Polymerase, 5 U/ul (Catalog Number: 11615-010)

10X PCR Buffer minus Mg (200 mM Tris-HCI, pH = 8,4 és 500 mM KClI) (Catalog Number:
11615-010)

50 mM Magnesium Chloride (Catalog Number: 11615-010)

10 mM dNTP Mix, PCR Grade (Catalog Number: 18427-013).
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Minden PCR reakciot a Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 tipusu gép (The Perkin-

Elmer Corporation, Norwalk, Connecticut, USA) segitségével végeztiik el.

A PCR reakcioét kovetden az amplifikélt termékeket 0,005 v/v% etidium bromidot (Invitrogen
life technologies, 1600 Faraday Avenue, Carlsbad, California, USA, Catalog Number: 15585-
011) tartalmaz6, 1,2 m/m%-os agaréz gélben 150 V fesziiltség alkalmazdsaval futtattuk
(Agarose, LE, Analytical Grade, Promega, 2800 Woods Hollow Road, Madison, USA,
Catalog Number: V3121). Az elektroforézist kovetden (302 nm hullimhosszi) UV atvilagito
lampan digitdlis kamerdval (Kodak Digital Science DC120) fotéztuk a géleket és a Kodak
Digital Science 1D v. 3.0.2 programot haszndltuk. A mintdk mellett futtatott marker a
Promega cégtdl szarmazott (100 bp DNA Ladder, Promega, 2800 Woods Hollow Road,
Madison, USA, Catalog Number: G2101).

5.6. A genomon végzett RAPD PCR reakcidk részletes leirdsa

RAPD PCR-t Fan (1995) és Charlton (1999b) munkadit kovetve végeztiik el a fent emlitett
torzsekkel (5.5a. tablazat). Az irodalomban kozolt PCR reakcié Osszetételét mindkét esetben

az 5.1. tablazat szerint modositottuk.

5.1. tabldazat. A két RAPD PCR sordn alkalmazott dsszetétel (1 mintdra szdmolva, végtérfogat

50l).

PCR tisztasagu desztillalt viz 49 pl-re kiegészitve
10 X PCR Buffer minus Mg Sul

10 mM dNTP mix, PCR tisztasagi 1 ul

50 mM Magnézium-klorid 4 ul
Primerek (50 pmol/ul) 1l

Taq DNA Polymerase, Recombinant 0,5 ul

DNS minta 1l

Fan és mtsai. (1995) nyomdn a PCR reakci6 kondicidja a kovetkezd volt: 3 ciklusban 94°C 15
mp., 28°C 2 perc, 74°C 3 perc. Ezt kovetden 35 ciklusban 94°C 15 mp., 45°C 2 perc és 74°C
3 perc.

Charlton (199b) primereivel végzett PCR sordn viszont a kovetkezd kondiciot haszndltuk: 1

ciklusban 95°C 5 perc, majd 45 ciklusban 95°C 1 perc, 36°C 1 perc és 72°C 2 perc.

25



5.7. Az egyes génszakaszokra specifikus PCR reakciok, valamint az RFLP analizis

Az egyes génszakaszokra tervezett PCR reakciok sordn szintén a teljes genomot hasznaltuk.
Az egyes génekre tobb specifikus PCR-t terveztink oly mddon, hogy a keletkezett
amplikonok a gén teljes egészét lefedjék. A primerek tervezéséhez a PRIMER Primer

Designer 2.0 (Scientific & Educational Software) programot hasznaltuk.

Az egyes génszakaszokra specifikus PCR reakciok termékeivel RFLP analizist végeztiink. A
restrikciés enzimek kivalasztdsat, valamint az egyes emésztett termékek méretének
meghatarozasat (minden PCR esetében az MG R t0rzs szekvencia adatai alapjan) az
interneten elérheté Restriction Mapper 3.0 program (http://www.restrictionmapper.org/)
segitségével végeztiikk el. A kivdlasztott enzimek koziil (Alul, Fokl, Haelll, Hpal, Hphl,
Mbol, Pvull, Rsal, Vspl) az adott PCR termék emésztése soran kettdt, esetleg hirmat
hasznaltunk (5.5a. tdblazat). Az emésztést 20 pl Ossztérfogatban végeztiik el, amely 13,2 ul
desztillalt vizet, 2 pul enzim szamara optimélis 10X puffert, 0,8 pl restrikcids enzimet és 4 i
PCR terméket tartalmazott. Az inkubdlast az enzim optimalis mitkodésének megfeleléen 37,
illetve 55°C-on 2 6rén keresztiil végeztiik. A restrikciés enzimek mindegyike a Frementas
(Fermentas International INC. Harrington Court, Burlington, Ontario, Canada) cégtdl

szarmazott.

A PCR-t és az RFLP-t kovetden a termékeket a kordbban leirt agar6z gélelektroforézissel

futtattuk, majd a gélt fotdztuk.

5.8. Az egves génszakaszokra specifikus PCR reakcidk és az RFLP soran hasznalt enzimek

részletes leirdsa

PCR reakcidkat a mar emlitett génszakaszokra (recA, crmA, crmB, crmC, gapA, mgc2, LP és
pvpA) terveztiink, illetve a recA, gapA, mgc2, LP és pvpA gének esetében a mas szerzdk dltal

hasznélt PCR elegy Osszetételét megvaltoztatva is elvégeztiik a PCR-t.
Az egyes génekre tervezett PCR elegy Osszetételét az 5.2. tdblazatban feltiintetett mdédon

hasznéltuk. Tobb probdlkozast kovetden ezen Osszetétel mellett volt az elvégzett PCR

reakciok tobbsége sikeres.
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5.2. tdbldazat. Az dltalunk bedllitott PCR reakciok sordn haszndlt oOsszetétel 1 mintdra

megadva, végtérfogat 50 ul.

PCR elegy osszetevoi :;)z%:(f)lll)(l:lsgggli pvpA PCR
PCR tisztasagu desztillalt viz 36,75 ul 38,2 ul
10 X PCR Buffer minus Mg Sul Sul

10 mM dNTP mix, PCR tisztasagu 1l 1,5 ul
50 mM Magnézium-klorid 4 ul 3ul
Primerek (50 pmol/ul) 1 ul 0,5 ul
Taq DNA Polymerase, Recombinant 0,25 ul 0,3 ul
DNS minta 1l 1l
Osszesen 50 ul 50 i

a.) recA génre specifikus PCR és RFLP analizis

A gén (1800 bp hosszusdgi szakasz) vizsgalatit elsoként Dusan Bencina (Ljubljanai
Egyetem, Szlovénia) éltal tervezett primerek segitségével (szébeli kozlés) végeztiik el (5.3a.
tablazat). A hdrom PCR mindegyikét az 5.2. tdblazat alapjan allitottuk be. Mindhdrom PCR
reakcié az aldbbiak szerint zajlott: 1 ciklus 95°C-on 5 percig, 35 ciklus (95°C-on 1 perc,

50°C-on 30 mp., 72°C-on 1 perc), majd 1 ciklus 72°C-on 5 percig.

Emellett sajit tervezésli primereket és PCR rendszert hasznaltunk a recA gén jellemzésére,
illetve a kiilonb6z6 Mycoplasma-torzsek ezen a génen alapulé Osszehasonlitdsara (5.3a.
tdblazat). A PCR elegy Osszetételét az 5.2. tablazat tartalmazza. A recA génre specifikus,
altalunk tervezett PCR-t a kovetkezdk szerint végeztiik: 1 ciklus 94°C 5 perc, 35 ciklus (94°C
1 perc, 46°C 45 mp., 72°C 30 mp.) és 1 ciklus 72°C 5 perc.

A keletkezett amplikonok restrikcids emésztéshez hasznalt enzimeket szintén az 5.3a. tablazat

0sszegzi.

b.) crmA génre specifikus PCR és RFLP

A 3180 bp hosszisiagu crmA gén jellemzése sordn sajat tervezésii primereket hasznédltunk. A
primerek tulajdonsdgai az 5.3a. tdblazatban lathat6ak. Mind az 6t PCR elegy Osszetételét az
5.2. tdblazat mutatja be. Az 1., 3., 4. és 5. PCR reakci6 az aldbbiak szerint jatszodott le: 1
ciklusban 94°C 5 perc, 25 ciklusban (94°C 1 perc, 50°C 30 mp., 72°C 30 mp.) és 1 ciklusban

72°C 5 perc. Ettdl eltérden a 2. PCR reakci6 annealing hdmérséklete 54°C volt.
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Az RFLP analizis soran mind az 6t PCR termékeit felhasznaltuk (5.5a. tablazat).

c.) crmB génre specifikus PCR és RFLP

Sajat tervezésli primereket és RFLP analizist hasznaltunk a 2760 bp hosszisiagi crmB gén
jellemzésére is (5.3b. tdblazat). Mind a négy PCR elegy Osszetételét az 5.2. tdbldzat szerint
allitottuk Ossze. Az 1. PCR reakci6 a kovetkezd kondicié szerint zajlott: 1 ciklusban 94°C 5
perc, 25 ciklusban (94°C 1 perc, 47°C 30 mp., 72°C 30 mp.) és 1 ciklusban 72°C 5 perc. A 2.
és a 3. PCR annealing hdmérséklete a fent leirttdl kiilonbozden 49°C, mig a 4. PCR reakciéé

48°C.

d.) crmC génre specifikus PCR és RFLP

A Mycoplasma-torzsek crmC gén (2520 bp hosszisagu) alapjan torténd Osszehasonlitdsara
ugyancsak sajat tervezésli primereket hasznéltunk (5.3b. tdbldzat). Ugyanebben a tablazatban
l4athatéak az alkalmazott restrikcids enzimek is. Az 6t PCR reakciét ugyancsak az 5.2. tdblazat
szerint allitottuk Ossze. Az 1. PCR reakci6é esetében az aldbbiakban feltiintetett kondiciot
hasznaltuk: 1 ciklusban 94°C 5 perc, 35 ciklusban (94°C 1 perc, 45°C 30 mp. és 71°C 30 mp).
Ezt kovetden 1 ciklusban 71°C-t 5 percig hasznéltunk. A 2., 3., 4. és 5. PCR reakci6 sordn az

annealing hdmérséklet 48°C volt.

e.) gapA génre specifikus PCR és RFLP

A kiilonb6z6 Mycoplasma-torzsek gapA gén (3372 bp hosszi szakasz) alapjan torténd
Osszehasonlité vizsgdlatat eldszor Kleven éltal javasolt primerekkel (Kleven és mtsai. 2004),
a PCR kondiciét médositva végeztiik el (5.3b. tablazat). Az dltalunk bedllitott PCR elegy
Osszetétele ebben az esetben is mikodott, igy mindkét PCR elegy Osszetételét az 5.2. tablazat
mutatja. A PCR reakcidkat a kovetkezdk szerint allitottuk be: 1 ciklusban 94°C 3 perc, 35
ciklusban (94°C 30 mp., 55°C 30 mp., 72°C 1 perc), majd 1 ciklusban 72°C 10 perc.

Emellett az adott gén vizsgalatara (illetve a Mycoplasma-torzsek osszehasonlitdsara) altalunk
tervezett PCR-RFLP-mddszereket is haszndltunk (5.3b. tdbldzat). A hat PCR elegy Osszetétele
szintén az 5.2. tabldzatban l4thaté. Az 1. és a 6. reakciéndl az aldbbi kondiciot allitottuk be: 1

ciklusban 94°C 5 perc, 35 ciklusban (94°C 1 perc, 50°C 30 mp., 75°C 30 mp.), majd 1
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ciklusban 75°C 5 perc. Ettdl eltérden a 2., 3., 4. és 5. PCR reakcidja a kovetkezdk szerint
zajlott: 1 ciklus 94°C 5 perc, 35 ciklus (94°C 1 perc, 49°C 30 mp., 72°C 30 mp.), majd 1
ciklusban 72°C 5 perc.

f.) mgc2 génre specifikus PCR és RFLP analizis

Csakagy, mint a gapA gén vizsgdlata sordn, a 894 bp hosszd mgc2 gén alapjan torténd
Osszehasonlité vizsgalatokat szintén elsOként irodalmi primerekkel (Kleven és mtsai. 2004), a
PCR kondiciét médositva végeztiik el (5.3b. tdblazat). A PCR-t ugyancsak az 5.2. tdblazatban
feltiintetett modon alkalmaztuk. A PCR reakcié sordn az aldbbi kondiciét éllitottuk be: 1
ciklus 94°C 3 perc, 35 ciklus (94°C 30 mp., 55°C 30 mp., 72°C 1 perc), majd 1 ciklus 72°C
10 perc.

Emellett az altalunk tervezett primerek tulajdonsigait é€s az RFLP sordn alkalmazott
enzimeket szintén az 5.3b. tdblazatban foglaljuk 6ssze. A PCR elvégzése sordn ebben az
esetben is haszndlhattuk az 5.2. tdbldazatban feltiintetett reakci6 elegyet. A PCR-t a kovetkezd
kondici6 szerint végeztiik el: 1 ciklus 94°C 5 perc, 35 ciklus (94°C 1 perc, 53°C 30 mp., 76°C
30 mp.), majd 1 ciklus 76°C 5 perc.

g.) LP génre specifikus PCR és RFLP analizis

A Mycoplasma-torzsek Osszehasonlitdsit a Nascimento €s mtsai. altal LP génnek nevezett
szekvencia alapjan is elvégeztiik. Az altala javasolt primerek (Nascimento és mtsai. 1991)
segitségével valamint a PCR reakcidelegyének megvaltoztatdsival végeztiik munkankat (5.3b.
tablazat). Az 5.2. tablazatban lathaté PCR 0Osszetételt hasznaltuk ebben az esetben is. A PCR
reakci6 sordn az aldbbiakban feltiintetett kondiciét alkalmaztuk: 1 ciklusban 95°C 5 perc, 30

ciklusban (95°C 1 perc, 55°C 2 perc, 72°C lperc), majd 1 ciklusban 72°C 5 perc.
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h.) pvpA génre specifikus PCR és RFLP analizis

A pvpA gén vizsgélata sordn a Liu és mtsai. (2001) &ltal javasolt primereket hasznéltuk.

Ebben az esetben is megvaltoztattuk a szerzdk dltal javasolt PCR kondiciot (5.2. tablazat). A

primerek tulajdonsagait és az alkalmazott restrikcios enzimeket az 5.3b. tabldzat mutatja.

A PCR reakcié sordn hasznalt kondici6 a kovetkez6 volt: 1 ciklus 94°C 3 perc, 35 ciklus

(93°C 30 mp., 55°C 30 mp., 72°C 1 perc), majd 72°C 10 perc.

5.3a. tdbldzat. Osszefoglalé tdbldzat a munka sordn alkalmazott primerekrél, azok

célgénjeirdl és a restrikcios enzimekrol.

Kotési ek
Célgén/PCR P,CR Primer Szekvencia 5°-3’ hely ReStI:lkCIOS Hivatkozis
szama (bp) enzimek
M16SPCR5’ | AGGCAGCAGTAGGGAAT Fan 6 misai
M13F GTAAAACGACGGC - - 1995
S10LIGO3’ | CATAACTAACATAAGGGCAA
Pl GGTGCGGGAA
RAPD PCR - P2 GTTTCGCTCC
P3 GTAGACCCGT Charlton és
P4 AAGAGCCCGT ) ) mtsai, 1999b
P5 AACGCGCAAC
P6 CCCGTCAGCA
B1 Fl ACGTTTAGGAATAGATTTAACAAAAT [876 ]
R1 CGATACATTGTGTTTAGCTAATAATG [ 1126 ,
B F2 AAAACAGTAAAAGAAACAATGACA  [548 ] Beneina,
recA R2 GTGTTGAAAGCTTGTTTTTAGTTA 1324 Kozlés
(AF443795) [ o F3 CGCTTTTAGAATTGATCTTTTT 430 Vspl, Hphl
R3 GTCAATAAGCCCACGATTAG 1625 ’
4 RecA-F6 | GAGTTAAAAGACCTAGAAGC 154 Vspl. Hphl | Jelen munka
RecA-R7 | GTATGAGAATCAACTACCTG 939 ’
) CrmA-F1 [ GGTGGATTAGCTGTATTTGG 40 Mbol, Vspl
CrmA-F5 [ CCACTAACTCTACCTACTGG 719 al
5 CrmA-F4 [ CTGCAGTTGTTCCTTGACCA 683 Mbol. Hphl
CrmA-R6 | TTCCAGGACCTGTTGAACCA 1312 ’
crmA 3 CrmA-F5 | CGGAACAACGACAACAACTG 1263 Alul Rsal | Jelen munka
(AE016967) CrmA-R7 | GTGTGTCACCTTGTGCTCTT 1864 ’
4 CrmA-F6 | AGCACAAGGTGACACACCAG 1848
CrmA-R8 | GCATTAGCAGGAGTGAAGTC 2621 MboL. Rsal
5 CrmA-F7__ [ GACTTCACTCCTGCTAATGC 2602 ’
CrmA-R9 | TGGCTTAGGAGCAGTTGGTT 3156
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5.3b. tdbldzat. Osszefoglalé tdbldzat a munka sordn alkalmazott primerekrél, azok

célgénjeirol és a restrikcios enzimekrol. Folytatds.

PCR

Kotési

Restrikcios

Célgén . Primer Szekvencia 5°-3’ hely . Hivatkozas
szama (bp) enzimek
: CrmB-F1 | GCTCACATCAAAAGATCGCT 10 ——
CrmB-R7 | ACCACACCTTGTGAAGTCAG 584 :
, | _CrmB-F3 | CTGACTTCACAAGGTGTGGT 565 Forl. Redl
crmB CrmB-R8 | TTAGCGCTCTTGGACCAACT 1300 : Jelen munka
(AE016967) [, | CrmB-F4 | GTTGGTCCAAGAGCGCTAAT 28 | o e
CrmB-R9 | ATCAGATCAAGCCGATTAGG 2075 :
, | _CrmB-F5 [AACCAACCTAATCGGCTTGA 2050 poit vipl
CrmB-R10 | TAACCCGTGAACGATCATCT 2704 -
: CrmC-F1_| CAGTCTTATCTTATCGTTGT 63 ALl Hpil
CrmC-R1_| GATCATTACTACCGAACACC 709 :
, | CrmCF3 | TGCGACCTTATACAATCGGA 531 AL Real
CrmC-R2_| CACTAATAGGTGCTGGCACT 1030 :
crmC ; | CrmCF4 | CCAGCTTACTTCGTAATIGG 904 HpHL Vepl | Telen munka
(AE016967) CrmC-R3 | CTTAGGTATCATTTCCCATC 1472 o
, | CmCF5 | GATATCAGTATGGCTGGGTT 1405 | o o
CrmC-R4 | GACTGTAATAGTTCCCATCA 1999 :
s Crmc-F6 | CTCCTGGTGAGATCGATTGA 189 | vl
CrmC-R6 | GCTTGAGGTCTTGGATGAAC 2507 -
: GapA-FI_| CTCCTCTTGCCTTAATCGGT 41 Real Vel
GapA-Rl | AGCAGTAGGAGTCATCGTTC 711 :
, | _GapA-F3 |TGCGAGTTCGACTGCTAGAC 642 Hpel, Mbol
GapA-R4 | ACCGTATGGATAACCAACAG 1359 :
; GapA-F4 | AACTGCTGAAGCTCCAGGAA ETVRN [P
GapA-R5 | CCTGCTACTGTAGACGCTAA 2000 : Jelen munka
4 | _GapAF5 | TGCTATGTTAGATGGTCGTC 878 | ot vl
gapA GapA-R6 | CTTACATTAACAGCAGCGGT 2528 :
(AE016967) [ GapA-F6 | CAGCAAGTAACGCAGTTATT 2402 | el
GapA-R7 | GTGGAACAGCAACGTATTCG 2929 -
¢ | _GapAF7 | TIGATCGTTCTAGAGCAACC BO |, vl
GapA-R8 | CTTAGTTGGTGCTGGAGCTT 3360 :
<1 |GAPA-IF | GGTATTTTATTATCAGCGATTIC 357 | i yspr | Klevenés
GAPA-IR | TTAACATAGATTGAACCGTTGTA __ | 2336 > VP msai, 2004
k2 | _Mye3F [TTCTAGCGCTTTARCCCTAAACCC [2601 |\ T Kleven és
Myc-4R | CTTGTGGAACAGCAACGTATTCGC _ | 2932 : misai, 2004
: Mgc2-FI | GTTATTGCGCTTGGAACTGG 70 Haelll, | —°
mgc2 Mgc2-R1 | GGCTGATTCATTCCTTGATT 839 Pyull, Vspl
(AE016967) [~ | Mge2-IF | GCTTTGTGTTCTCGGGTGCTA 54 poul, vipl | Kleven és
Mgc2-1R_| CGGTGGAAAACCAGCTCTTG 875 » VP misai, 2004
p Amp-F1 | GGATCCCATCTCGACCACGAGAAAA | ! Nascimento
1 Fokl, Hphl és mtsai,
(AF075588) Amp-Rl | AGTAGTCAATGAGTGACTAACTTTC |732 1991
pupd | | PvpA3F | GOTAGTCCTAAGITATTAGGTC 33 4ceL Puul, | Liu és musa,
(AE016969) PvpA-2R | GGACGTSGTCCTGGCTGGTTAGC 1079 SerFl 2001
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5.9. Szekvencia analizis

A keletkezett nagyszamu amplikon koziil szekvencia analizist az 5.4. tablazatban feltiintetett

PCR termékek (a két primer par kozé esd szekvencidk) és MG torzsek esetében végeztiink. A

PCR-RFLP mintizatok alapjan ezek a szekvenciak voltak azok, melyek varidbilitast mutattak.

5.4. tdblazat. A kiilonbozo Mpycoplasma-torzsek és PCR reakciok esetében elvégzett

szekvencia analizis. ': génbanki adatok alapjdn, *: génbanki szekvencidhoz viszonyitott

modositott pvpA génre
specifikus PCR

poziciokban
Gén mérete  Szekvenalt Vizsgalt torzsek
Amplikonok L . 5
(bp) termék (bp) MG TS-11 MG Rhigh MG M3 MG X-95

Altalunk tervezett, recA 1020

génre specifikus PCR 154-939 * * * i
Altalunk tervezett, crmA
génre specifikus 3. PCR 3180 1263-1864 * * * *
Altalunk tervezett, crmA
génre specifikus 5. PCR 2602-3156 * * * *
Altalunk tervezett, crmC
génre specifikus 1. PCR 63-709 + + * i
Altalunk tervezett, crmC 2520
génre specifikus 2. PCR >31-1030 * * * i
Altalunk tervezett, crmC
génre specifikus 4. PCR 1405-1999 * * * *
Altalunk tervezett, gapA 3372
génre specifikus 4. PCR 1878-2528 * * * i
Altalunk tervezett, mgc2 894

génre specifikus PCR 70-839 * * * *
Liu és munkatarsai altal
tervezett (2001), 4ltalunk 1149 583-1079 + + + +

A PCR termékeket az agar6z gélbdl Geneclean II Kit segitségével tisztitottuk (Q-Biogene,
Montreal, Canada, Catalog Number: 1001-400). A tisztitott PCR termékeket ABI Prism 310

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA) tipusu géppel szekvendltuk. A szekvencidk

elemzése Chromas

1.45

szamitogépes program segitségével tortént.

A szekvencidk

illesztéséhez a Multalin interneten is elérhetd programot hasznaltuk (Corpet, 1988).
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5.10. Statisztikai elemzések

A vizsgélt torzsek RAPD PCR, valamint minden vizsgalt génszakasz PCR és RFLP
mintdzatai alapjan bindris tablazatot készitettiink. A bindris adatokat tobbvaltozos statisztika
segitségével a Past 0.45 (http://folk.uio.no/ohammer/past/) programcsomaggal elemeztiik. A
bindris adatok alapjan tdvolsdg-matrixok allithatok eld, melyek kiindulépontjai mas
tobbvaltozos statisztikai eljardsoknak (példaul osztdlyozdsoknak és ordindcidknak). Ilyen
tavolsdg-matrixok elddllitdsa tdvolsagfiiggvények segitségével torténik. A munka soran
euklideszi tdvolsigfiiggvényt alkalmaztam. A tdvolsdg maétrixok tovdbbi elemzésére

ordindcidkat (NMDS) és hierarchikus osztalyozdsokat hasznaltunk (Podani, 1997).
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6. Eredmények

6.1. A genomon végzett RAPD PCR reakcidk eredményei

A Mycoplasma-torzseket a DNS mintdzatuk alapjan Fan és munkatarsai (1995), valamint
Charlton és munkatdrsai (1999b) primereit hasznédlva egyardnt hat csoportba soroltuk be (1.

abra, 6.1. tablazat).

Az 1. abrén és a 6.1. tdbldzatban lathat6, hogy a Fan és munkatarsai (1995) 4ltal tervezett
PCR vizsgilatok alapjan az MI 4229, az MG F, az MG TS-11 és az MG MS-16 kiilon
csoportokat alkotnak (A, B, C és E), az MG MK-7 és az MG S6 egy csoportba tartoznak (D).
Ugyancsak egy csoportot alkotnak az MG X-95, az MG FS-9 (1226), az MG RCl, az MG
Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsek (F).

1. dbra. Fan és munkatdrsai dltal tervezett (Fan és mtsai. 1995), dltalunk modositott RAPD
PCR eredménye. 1: negativ kontroll, 2: MI, 3: MG F, 4: MG TS-11, 5: MG MK-7, 6: MG MS-
16, 7: MG S6, 8: 100 bp DNS marker, 9: MG FS-9, 10: MG X-95, 11: MG RCI, 12: MG
Rhigh, 13: MG Rlow, 14: MG Rhighm, 15: MG M3.
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Ugyanakkor Charlton és munkatarsai (1999b) éltal alkalmazott primerek segitségével nyert
DNS mintédzat alapjdn az MI 4229, az MG F, az MG MS-16 és az MG X-95 alkotnak kiilon
csoportokat, illetve rendelkeznek egyedi DNS mintézattal (I, II, IV és V). Egy csoportba
tartozik az MG TS-11, az MG MK-7 és az MG S6 (III), valamint az MG FS-9 (1226), az MG
RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsek (VI).

6.1. tdbldzat. Fan és munkatdrsai (1995), valamint Charlton és munkatdrsai (1999b) dltal

tervezett primerek segitségével végzett RAPD PCR eredménye.

Fan és mtsai. Charlton és
mtsai.

Torzsek Csoportok
Ml 4229
MG F
MG TS-11
MG MK-7
MG S6
MG MS-16 v
MG X-95 \
MG FS-9 (1226)
MG RCI

MG Rhigh F
MG Rlow

MG Rhighm
MG M3

mf O |OwW>

\
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6.2. Az egyes génszakaszokra specifikus PCR reakciok €s az RFLP eredményei

A PCR, illetve az RFLP sordn keletkezett termékek méretének pontos meghatdrozasa csak a
szekvencia adatok ismerete alapjan lehetséges. Azon torzsek és PCR termékek esetében,
melyeknél nem végeztiink szekvencia analizist, a keletkezett termékek méretei becsiilt
értékek, tdjékoztatd jellegliek, azonban a keletkezett mintdzat is hordoz informdciét.
Amennyiben a vizsgdlt torzsek termékei (akar PCR, akar RFLP termékek) az elektroforézis
soran az MG Rlow PCR és RFLP termékeivel azonos magassdgban adtak fragmentet, azok

méretét az MG Rlow termékeinek méreteivel tettiik egyenlové.

a.) recA génre specifikus PCR és az RFLP analizis eredménye

- Bencina dltal tervezett harom par primert és igy hdrom PCR rendszert haszndlva az
eredmények a kovetkezok voltak. A B1. PCR-t alkalmazva 250 bp, a B2. PCR-t alkalmazva
777 bp, mig a B3. PCR-t alkalmazva 1196 bp méretli termék keletkezett minden vizsgalt torzs

esetében. Mindharom PCR kimutatja az 6sszes MG torzset és emellett az M1 4229-et is.

A B3. PCR rendszer altal amplifikalt termékek RFLP vizsgalata sordn a Vspl restrikcids
enzimet haszndlva 696, 472 és 28 bp méretli termék, mig a Hphl-et alkalmazva 567, 508 és

121 bp méretii termék keletkezett minden torzs esetében.

- A sajat tervezésii primerekkel és RFLP analizissel kapott eredmények az aldbbiak.

A szekvenciaadatok és a DNS marker alapjan a PCR sordan az MI 4229 kivételével minden
torzs esetében 786 bp termék keletkezett (az MG M3 esetében 788 bp, 5. dbra). Tehat a
Bencina és munkatdrsai altal tervezett primer segitségével az MI 4229 is kimutathatd, mig az
altalunk tervezett PCR MG specifikus. A Bencina és munkatarsai 4ltal tervezett PCR
termékeit emésztve a torzsek mintazatai kozott nem mutatkozott kiilonbség. Az dltalunk
tervezett PCR sordn keletkezett amplikon Hphl restrikcids enzimmel torténd hasitdsakor a
keletkezett termékek mérete 505 és 281 bp volt. A szekvencia adatok alapjdn az MG Rhigh
emésztésekor 505 és 280 bp, mig az MG M3 emésztésekor 507 és 281 bp fragmentet kaptunk.
Ugyanakkor Vspl-et hasznilva az MG X-95, az MG FS-9 (1226), az MG RCl, az MG Rlow,
az MG Rhigh és az MG Rhighm torzsek esetében 541 és 245 bp méretli fragment keletkezett
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(MG M3 esetében pedig 543 és 245 bp) (A csoport). Ugyanez az enzim az MG TS-11, az MG
MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek amplikonjait

747 és 39 bp méretli termékekké hasitotta (B csoport). Az MG F torzs esetében olyan kevés
mennyiségli amplikon keletkezett, hogy a Vspl enzim hatékonysdga jelentés mértékben

csokkent, igy nem lattunk terméket (2. abra).

G | | 747 bp

y 541 bp

| 245 bp

(W1 ¢ S—

2. dbra. A recA génre specifikus, dltalunk tervezett PCR amplikonjdnak Vspl restrikcios
enzimmel torténo emésztése. 1: MG F, 2: MG TS-11, 3: MG MK-7, 4: MG MS-16, 5: MG S6,
6: MG FS-9, 7: MG X-95, 8: 50 bp DNS marker, 9: MG RCI, 10: MG Rhigh, 11: MG Rlow,
12: MG Rhighm, 13: MG M3.
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b.) crmA génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

A crmA gén (3180 bp hosszisagi) jellemzésére tervezett PCR eredmények Osszefoglalva a

6.2. tablazatban lathatdak.

6.2. tdblazat. Az dltalunk tervezett, crmA génre specifikus PCR-ek sordn keletkezett

amplikonok.
A termék mérete (bp)

Torzsek 1PCR 2 PCR 3PCR 4 PCR 5 PCR
MI 4229 - - - - 555
MG F 680 - - - 555
MG TS-11 680 630 598 774 552
MG MK-7 680 - 520 774 555
MG S6 680 - 520 774 555
MG MS-16 680 - 520 774 555
MG FS-9 (1226) 680 630 602 774 555
MG X-95 680 630 597 774 530
MG RCI 680 630 602 774 555
MG Rhigh 680 630 602 774 555
MG Rlow 680 630 602 774 555
MG Rhighm 680 630 602 774 555
MG M3 680 630 729 774 555

A tablazatbol lathatd, hogy a DNS marker alapjin az 1. PCR eredményeként az MI 4229 torzs

kivételével minden MG torzs esetében 680 bp méretli termék keletkezett.

A 2. PCR esetében ugyancsak nem kaptunk amplifikalt terméket az MI 4229 torzsnél, de
emellett szintén nem lattunk pozitiv reakciét az MG F, az MG MK-7, az MG S6 és az MG

MS-16 torzsek esetében sem. A tobbi torzs amplifikacidjakor 630 bp-nyi terméket kaptunk.

A 3. PCR sordn az MI 4229 és az MG F torzsek esetében szintén nem kaptunk terméket.
Ugyanakkor a szekvencia adatok €s a DNS marker alapjdn az MG TS-11 esetében 598 bp, az
MG X-95 esetében 597 bp, az MG FS-9 (1226), az MG RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow és
az MG Rhighm torzs esetében 602 bp, az MG M3 torzs esetében 729 bp, az MG MK-7, az
MG S6 és az MG MS-16 torzs esetében pedig 520 bp termék keletkezett (6. dbra).

A 4. PCR eredményeként az MI 4229 és az MG F torzsek kivételével minden MG torzs

esetében 774 bp méretli termék keletkezett.
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A szekvencia adatok alapjan az 5. PCR sordn az MG X-95 torzs esetében 530 bp méretli
terméket kaptunk. Az MG TS-11 kivételével (552 bp) Osszes tobbi torzs esetében az
amplifikélt termék mérete 555 bp volt (7. abra).

Az PCR reakcidk termékeit restrikciés emésztésnek vetettiik ald. Az 1. PCR termékeinek
Mbol restrikcids enzimmel torténd hasitdsa sordn 293, 252, 75 és 60 bp méretli termékek, mig
a Vspl enzimmel torténd hasitds sordn 398 €s 282 bp méretli termékek keletkeztek minden
torzs esetében. A 2. PCR termékeinek emésztésekor Mbol restrikcids enzimet alkalmazva
415, 122 és 93 bp méretli termékek, mig a Hphl enzimmel torténd hasitds sordan 380 és 250

bp-nyi termékek keletkeztek minden torzs esetében.

A 3. PCR termékeinek restrikcids hasitdsat mutatja a 6.3. tablazat. A szekvenciaadatok és a
DNS marker alapjan az amplikon Alul-gyel torténd hasitdsa sordn az MG TS-11 és az MG X-
95 torzseknél 284, 258 és 56 illetve 55 bp termékek keletkeztek. Az MG FS-9 (1226), az MG
RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow és az MG Rhighm torzsek esetében 317 és 285 bp méretli
terméket lattunk. Az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek amplikonjainak
emésztése soran 285 €és 235 bp termék keletkezett, mig az MG M3 esetében 444 és 285 bp.
Vagyis ezek alapjdn az MG TS-11 és az MG X-95 torzsek tartoznak egy csoportba (A), az
MG FS-9 (1226), az MG RCIl, az MG Rhigh, az MG Rlow és az MG Rhighm torzsek egy
madsikba (B), az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 egy harmadik csoportot alkotnak (C),
és kiilon csoportot alkot az MG M3 (D).

Az Rsal enzimet hasznédlva ugyanezek a csoportok allithatok fel. Az MG TS-11 és az MG X-
95 torzsek esetében 381, 120, és 97, illetve 96 bp méretli termék keletkezett, mig az MG FS-9
(1226), az MG RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm torzseknél 481, 121 bp
méretll terméket lattunk. Az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek vizsgalata sordn
400 és 120 bp terméket figyeltiink meg. Az MG M3 egyedi mintdzattal rendelkezett (343,
265, 121 bp).
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6.3. tdbldazat. Az dltalunk tervezett, crmA génre specifikus 3. PCR RFLP analizisének

eredménye.
Térzsek .&Tﬁgk(ﬁ:) Alul Rsal
Ml 4229 - - -
MG F . . .
MG TS-11 598 284, 258, 56 381, 120, 97
MG MK-7 520 285, 235 400, 120
MG S6 520 285, 235 400, 120
MG MS-16 520 285, 235 400, 120
MG FS-9 (1226) 602 317, 285 481, 121
MG X-95 597 284, 258, 55 381, 120, 96
MG RCI 602 317, 285 481, 121
MG Rhigh 601 317, 285 481, 121
MG Rlow 602 317, 285 481, 121
MG Rhighm 602 317, 285 481, 121
MG M3 729 444, 285 343, 265, 121

A 4. PCR termékeinek RFLP analizise sordn amennyiben Mbol restrikciés enzimet
hasznaltunk, 271, 213, 200 és 90 bp méretii termékek, mig a Rsal enzimmel torténd emésztést

kovetden 609, 96 és 69 bp méretli termékek keletkeztek a vizsgalt torzsek esetében.

Az 5. PCR termékeinek RFLP analizisét 6.4. tdbldzat foglalja dssze. A PCR termék Mbol
restrikcids enzimmel torténd hasitdsa sordn 318, 144, 47 és 46 bp méretli termékek
keletkeztek az MG X-95 t6rzson (A csoport) kiviil minden torzs esetében (B csoport). Az MG
X-95 amplikonjanak emésztésekor a szekvencia adatok alapjan 298, 144, 47 és 41 bp
termékeket kaptunk. Ugyanakkor Rsal enzimet haszndlva a vizsgdlt torzsek harom f6
csoportba oszthatok. Az MI 4229, az MG F, az MG MK-7, az MG FS-9 (1226), az MG RCl,
az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsek esetében 341, 189 és 25 bp
méretll termék keletkezett (I/1 csoport), az MG TS-11 esetében a hasitott termékek mérete
337, 189 és 25 bp volt (I/2 csoport). Az I csoport felosztasat két alcsoportta az azonos RFLP
mintdzat mogott rejléd eltérd hasitdsi hely indokolja. Az MG S6 és az MG MS-16
amplikonjainak hasitdsa sordn 341, 165 és 49 bp méretii terméket kaptunk (II csoport), mig az

MG X-95 esetében a hasitott termékek mérete 321, 184 és 25 bp volt (III csoport).
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6.4. tdbldazat. Az dltalunk tervezett, crmA génre specifikus 5. PCR RFLP analizisének

eredménye.

Torzsek nﬁéTeptlelzk(cl;:) Mbol Rsal
MI 4229 555 318, 144,47, 46 341, 189, 25
MG F 555 318, 144,47, 46 341,189, 25
MG TS-11 551 314, 144,47, 46 338, 189, 25
MG MK-7 555 318, 144,47, 46 341, 189, 25
MG S6 555 318, 144,47, 46 341, 165, 49
MG MS-16 555 318, 144,47, 46 341, 165, 49
MG FS-9 (1226) 555 318, 144,47, 46 341,189, 25
MG X-95 530 298, 144, 47, 41 321, 184, 25
MG RCI 555 318, 144,47, 46 341, 189, 25
MG Rhigh 555 318, 144,47, 46 341, 189, 25
MG Rlow 555 318, 144, 47, 46 341,189, 25
MG Rhighm 555 318, 144,47, 46 341,189, 25
MG M3 555 318, 144,47, 46 341,189, 25

A 6.2. - 6.4. tdblazatok alapjan az MI 4229 torzs esetében a crmA gén (AE016967) csupan
2602-3156 bp-ig terjedd szakaszat sikeriilt kimutatni, melyek a legtobb MG torzzsel (az MG
F, az MG TS-11, az MG MK-7, az MG FS-9 (1226), az MG RCl, az MG Rhigh, az MG
Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsekkel) az RFLP alapjdn hasonlé mintédzatot

mutattak.

Az MG F vakcina torzs esetében a crmA gén 40-719 bp-ig, valamint a 2602-3156 bp-ig
terjedO szakaszdt mutattuk ki. Ezek a szakaszok a tobbi MG torzzsel hasonlé szekvencidjuak
voltak, csupan az utébbi amplikon Rsal enzimmel torténd hasitdsa sordan kapott termék

kiilonbozott az MG MS-16, az MG S6 és az MG X-95 torzsekétol.

Az MG TS-11 torzset vizsgalva kideriilt, hogy az MG FS-9 (1226), az MG X-95, az MG RCl,
az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsekhez hasonldan az adott gén
egészét kimutattuk. Ugyanakkor a restrikcids mintdzat alapjan a tobbi torzstol az 1263-1864
bp-ig, valamint a 2602-3156 bp-ig terjedé szakaszokon kiilonbozik. Az elsd emlitett szakasz
tekintetében az Alul és Rsal enzimet haszndlva az MG TS-11 mintdzata az MG X-95
kivételével minden torzstdl kiilonbozott. A crmA gén 2602-3156 bp-ig terjedd szakasza
esetében Rsal restrikcids enzimet hasznédlva a kapott mintazat kiilonbozott az MG MS-16, az

MG S6 és az MG X-95 torzsekétol.

Az MG MK-7, MG MS-16 és az MG S6 torzsek koziil egyikben sem mutattuk ki a crmA gén
683-1312 bp-ig terjedd szakaszat. A gén elsd szakasza a PCR és RFLP alapjan hasonlénak
mutatkozott a tobbi torzséhez. A 3. PCR amplikonjdnak Alul és Rsal enzimekkel torténd
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hasitasa soran az emlitett torzsek hasonlé mintazatot mutattak, viszont az dsszes tobbi MG
torzstol kiilonboztek. A 4. PCR amplikonjai ugyancsak hasonléak voltak az sszes torzsben.
A gén 2602-3156 bp-ig terjedd szakaszan Rsal enzimet haszndlva az MG MS-16 és az MG S6
hasonlé képet mutatott, mig az MG MK-7 a tobbi vizsgdlt torzs mintdzatdval mutatott

hasonlésagot.

Az MG FS-9 (1226) vizsgélatakor a crmA gén egészét kimutattuk. Az 1. és a 2. PCR termékei
€s a restrikcids hasitds utdni fragmentjei a tobbi torzséhez hasonlitottak. A 3. PCR sordn
keletkezett amplikont Alul és Rsal restrikcidés enzimmel hasitva a mintdzat az MG RCl, az
MG Rhigh, az MG Rlow és az MG Rhighm torzsekéhez volt hasonl6. A 4. PCR altal
felszaporitott génszakasz ugyancsak a tobbi torzséhez volt hasonld. A gén 2602-3156 bp
kozott felszaporitott szakaszat Rsal enzimmel vizsgdlva az MG FS-9 (1226) az MG MS-16,
az MG S6 és az MG X-95 torzsek kivételével a tobbi torzshoz mutatott hasonldsagot.

Az 1., 2. és 4. PCR amplikonjait €s RFLP termékeit vizsgidlva az MG X-95 sem mutatott
kiilonbséget azokhoz a torzsekhez képest, melyekben ezek a szakaszok felszaporithatok. A
crmA gén 1263-1864 bp-ig terjedd szakaszat Alul és Rsal enzimekkel vizsgdlva az MG X-95
mintdzata az MG TS-11 vakcina torzséhez hasonlé. Ugyanigy, az MG TS-11-hez hasonld,
mégis egyedi mintdzat figyelhetd meg az 5. PCR dltal felszaporitott és Rsal-gyel hasitott

termékek esetén is.

Az MG RClI, az MG Rhigh, az MG Rlow és az MG Rhighm torzsek a crmA gén teljes vizsgalt
szakaszan mind a PCR-t, mind pedig az RFLP-t hasznalva hasonlénak bizonyultak.

Az MG M3 torzs ugyancsak hasonldsdgot mutatott a crmA gén 1., 2. és 4. PCR dltal
felszaporitott amplikonokat és restrikcids termékeket vizsgalva a tobbi torzzsel (amelyekben
ezek a szakaszok felszaporithatok). A 3. PCR termékét mind Alul, mind pedig Rsal enzimmel
hasitva egyediilallé mintdzatot kaptunk. Ugyanakkor az 5. PCR termékének Rsal-gyel torténd
hasitdsit kovetden a kapott termék csupan az MG MS-16, az MG S6 és az MG X-95

torzsekétol kiillonbozott.
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c.) crmB génre specifikus PCR és RFLP eredménye

A crmB gén jellemzésére négy PCR-t terveztiink. Az alkalmazott primerek segitségével az MI

4229 és az MG F torzsek egyikében sem mutattuk ki a crmB gén egyik szakaszat sem.

Az 1. PCR sorén a keletkezett termék 575 bp, a 2. PCR sordn 736 bp, a 3. PCR sordn 794 bp
€s a 4. PCR soran 655 bp a tobbi torzs esetében.

Az 1. PCR termékeinek Vspl enzimmel torténd emésztéskor 225, 164, 98 és 88 bp méretli
szakasz keletkezett minden torzs esetében, mig a Hphl enzim haszndlata sordn a kapott
termékek mérete egységesen 362 és 213 bp volt, vagyis a PCR és a restrikcids vizsgédlatok

sordn a torzsek kozott nem taldltunk kiilonbséget.

A 2. PCR termékeinek RFLP analizise soran a PCR termékeket akar Fokl, akar Rsal
enzimmel hasitva a torzsek kozott nem mutatkozik kiilonbség (568 és 168 bp illetve 393 és

343 bp).

A 3. PCR termékeit emésztve csakigy, mint a 2. PCR sorén keletkezett amplikonok esetében,
jelen esetben a Haelll és Rsal enzimekkel hasitva a torzsek kozott itt sem mutatkozott

kiilonbség (488 és 306 bp, illetve 454, 249 és 91 bp).

A 4. PCR termékeinek RFLP mintdzata ugyancsak egységes. A Fokl enzimmel torténd
emésztéskor 258, 220 és 177 bp méretli szakasz keletkezett, mig a Vspl enzim haszndlata
sordn a kapott termékek mérete 209, 158, 120, 103 és 65 bp volt, vagyis a torzsek kozott

ebben az esetben sem taldltunk kiillonbséget.
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d.) crmC génre specifikus PCR és RFLP eredménye

A crmC gén vizsgdlata soran 6t PCR-t terveztiink. A PCR reakciok (1.-5.) esetében a torzsek
amplikonjai kozott nem lattunk méretbeli kiillonbséget. A szekvencia adatok és a DNS marker
alapjan az 1. PCR sordn a keletkezett amplikon mérete 647 bp volt, kivéve az MG TS-11
torzset (642 bp), az MG Rhigh torzset (643 bp) és az MG M3 torzset (644 bp) (8. dbra). A 2.
PCR sordn 500 bp méretii termékek keletkeztek, viszont a fent emlitett harom torzs esetében
az amplikonok mérete 498 bp volt (9. dbra). Ugyancsak a szekvencia adatok alapjan a 4. PCR
sordn keletkezett termék mérete az MG TS-11 és az MG X-95 torzsek kivételével 595 bp.
Ezen két torzs esetében 594 bp méretli amplikonokat kaptunk (10. dbra). A 3. és az 5. PCR

soran kapott termékek mérete egységesen 569 illetve 616 bp volt.

Az 1. PCR sorédn keletkezett termékeket Alul és Hphl enzimekkel emésztettik. Az RFLP
soran hasznalt DNS marker €s a szekvencia adatok alapjan az Alul enzim hasznalatakor a 647
bp amplikonbdl az MG TS-11 torzset kivéve 350 és 297 bp méretii termék keletkezett (A
csoport). Ugyanebbe a csoportba tartoznak az MG Rhigh és az MG M3 torzsek is. Az
emésztést kovetden ezen torzsek esetében 350 és 293 bp (MG Rhigh), illetve 350 és 294 bp
(MG M3) méretli fragmentek keletkeztek, amelyek mintdzatbeli kiillonbséget nem jelentenek.
Az MG TS-11 torzs esetében az emésztett termékek mérete 292, 223 és 127 bp volt (B
csoport). Ugyanakkor a szekvencia adatok alapjan a Hphl emésztése sordn az MI 4229, az
MG F és az MG X-95 torzsek esetében 362 €és 280 bp, az MG TS-11 torzs esetében pedig 362
és 280 bp méretli termékeket kaptunk (I csoport). A tobbi térzs (MG MK-7, MG S6, MG MS-
16, MG FS-9 (1226), MG RCIl, MG Rlow és MG Rhighm) vizsgilatakor a keletkezett
termékek mérete 280, 194 és 173 bp méretii (az MG Rhigh-nal 280, 194 és 169bp, mig az MG
M3-ndl 280, 194 és 170 bp) volt (Il csoport).

A 2. PCR termékeit Alul és Rsal enzimekkel emésztettiik. A DNS marker és a szekvencia
adatok alapjan az Rsal enzimet haszndlva a torzseknél 267 és 233 bp-nyi termék keletkezett.
Az MG TS-11, az MG Rhigh és az MG M3 torzseknél 267 és 231 bp volt a fragmentek
mérete, amely nem jelenik meg mintdzatbeli kiilonbségként. Ugyanakkor az Alul enzim
esetében az MG TS-11 torzset emésztve egyediilalldé médon 326, 122 és 50 bp méretli
termékeket lattunk (A csoport). A tobbi torzs a 377 és 123 bp-nyi fragmentet adott (az MG

Rhigh és az MG M3 pedig 375 és 123 bp méretiit) (B csoport). Vagyis ezen a génszakaszon
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az MG TS-11 vakcina torzs restrikcidos mintdzata az Osszes tobbi vizsgdlt torzsétdl

kiilonbozik.

A 3. PCR amplikonjainak emésztésekor az 569 bp méretli amplikont a Hphl enzim 337 és 232

pb-nyi, a Vspl enzim pedig 320 és 249 bp-nyi termékre hasitotta minden torzs esetében.

A 4. PCR amplikonjainak emésztését Hphl és Fokl enzimekkel végeztiik. A Hphl enzim
miikddése sordn 279, 226 és 90 bp terméket kaptunk minden torzs esetében (az MG TS-11 és
az MG X-95 torzseknél a fragmentek mérete a szekvencia adatok alapjan 279, 225 és 90 bp
volt). Ugyanakkor a Fokl enzim hasznélatakor az MG X-95 torzs esetében 329, 204 és 61 bp
terméket kaptunk (A csoport) ellentétben a tobbi torzstdl, ahol 390 és 205 bp termék
keletkezett (B csoport).

Az 5. PCR amplikonjanak Hpal enzimmel torténd emésztése sordn kivétel nélkiil 335, 214 és
67 bp méretli terméket kaptunk. Amennyiben az amplikon emésztéséhez Vspl enzimet

hasznaltunk, a termékek mérete 421, 162 és 33 bp volt minden torzs esetében.

e.) gapA génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

- A Kleven éltal javasolt primerek segitségével két PCR-t végeztiink. Az 1. PCR soran a
torzsek esetében egységesen 979 bp termék keletkezett, a 2. PCR sordn pedig 331 bp termék

jelent meg minden torzs esetén.

Az 1. PCR amplikonjait Pvull, illetve Vspl restrikcios enzimekkel emésztettiik. Els6 esetben a
torzsek mindegyikénél 570 és 409 bp méretli terméket kaptunk. Vspl enzimet haszndlva

minden torzs esetében az emésztett termékek mérete 593 és 386 bp volt.

A 2. PCR termékeinek emésztéséhez Mbol és szintén Vspl enzimet hasznédltunk. Mig utébbi
enzim alkalmazdsakor minden torzs esetében 148, 126 és 57 bp méretli fragmenteket kaptunk,
addig az Mbol emésztése soran kétféle mintdzatot kaptunk. Az MI 4229, az MG F, az MG
TS-11, az MG MK-7, az MG S6, az MG MS-16 és az MG X-95 torzsek esetében 250 és 81
bp termék keletkezett (A csoport). Az MG FS-9 (1226), az MG RCIl, MG Rhigh, az MG
Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 torzsek esetében pedig 189, 81 és 61 bp méretii
termékeket kaptunk (B csoport).
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- Az dltalunk tervezett primerek segitségével végzett PCR-ek eredményeit a 6.5. tablazat
foglalja 0ssze. A tablazat alapjan az MI 4229 esetén az 1., a 4. és a 6. PCR soran kaptunk
termékeket, vagyis a gén 41-711 bp-ig, 1878-2528 bp-ig és a 2849-3360 pb-ig terjedd
szakaszai (671, 651 és

512 bp termékekkel) amplifikdlédtak. Az MG F torzs esetében a 4. PCR soran (a gén 1878-
2528 bp-ig terjedd szakaszan) nem kaptunk amplikont.

A tobbi torzs mindegyikének vizsgélata sordn egységesen 671, 718, 690, 651, 528 és 512 bp
termék keletkezett a hat PCR reakci6 sordn. A szekvencia adatok alapjan az MG TS-11
esetében 648 bp, az MG Rhigh és az MG M3 esetében pedig 650 bp termékek keletkeztek a 4.
PCR soran (11. abra).

6.5. tdbldazat. Az dltalunk tervezett, gapA génre specifikus PCR reakciok eredményei.

A termék mérete (bp)

Torzsek 1 PCR 2PCR 3 PCR 4 PCR 5PCR 6 PCR
Ml 4229 671 - - 651 - 512
MG F 671 718 690 - 528 512
MG TS-11 671 718 690 648 528 512
MG MK-7 671 718 690 651 528 512
MG S6 671 718 690 651 528 512
MG MS-16 671 718 690 651 528 512
MG FS-9 (1226) 671 718 690 651 528 512
MG X-95 671 718 690 651 528 512
MG RCI 671 718 690 651 528 512
MG Rhigh 671 718 690 650 528 512
MG Rlow 671 718 690 651 528 512
MG Rhighm 671 718 690 651 528 512
MG M3 671 718 690 650 528 512

Az 1. PCR amplikonjanak restrikcidés emésztésekor akar a Rsal, akdr a Vspl enzimeket
alkalmaztuk, a torzsek mintdzatai kozott nem taldltunk kiilonbséget. Els6 esetben 494 és 177,

madsodik esetben 426 és 245 bp méretii termékek keletkeztek.

Ugyanez vonatkozik a 2. PCR restrikciés emésztésére is. A Hpal restrikciés enzim
haszndlatakor 232, 216, 168 és 102 bp termék keletkezett minden torzs esetében. Ugyancsak

egységesen 614 és 104 bp méretli terméket kaptunk a Mbol enzim alkalmazésa sorén.

Hasonl6an az 1. és a 2. PCR RFLP analiziséhez, a 3. PCR amplikonjainak emésztése sordn
sem talaltunk a torzsek kozott eltard mintazatot. A Hphl enzimet haszndlva 527 és 163 bp-nyi
termék, mig a Pvull-t hasznédlva 455 és 235 bp-nyi termék keletkezett minden vizsgalt torzs

esetében.
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A 4. PCR amplikonjainak emésztése sordn a DNS marker és a szekvencia adatok alapjan
Mbol-et alkalmazva az MG TS-11 vakcina torzs esetében 294, 178 és 176 bp méretii
termékek keletkeztek (A csoport). Ettol eltérd mintazatot kaptunk az 6sszes tobbi MG torzs
esetében (243, 229 és 179 bp, illetve 243, 229 és 178 bp az MG Rhigh és az MG M3
torzseknél, B csoport). Az MI 4229 térzs mintdzata szintén kiillonbozott a tébbi torzsétol (400,
180 és 71 bp, C csoport). A Vspl enzimet hasznédlva a torzsek restrikciés mintazatai kozott
nem taldltunk kiilonbséget, 578 és 73 bp méretii termékek keletkeztek (az MG Rhigh és az
MG M3 torzseket tekintve 578 és 72 bp).

Az 5. PCR termékeinek restrikcids emésztését kovetden az alabbi eredményeket kaptuk. Akér
a Hphl-et, akar az Rsal-et haszndltuk az RFLP sordn, a torzsek mintdzatai k6zott nem

mutatkozott kiilonbség (356, 98 és 74 bp, illetve 379 és 149 bp).

A 6. PCR restrikcids emésztését kovetden sem taldltunk a vizsgalt torzsek kozott kiillonbséget,
mivel a Pvull-t hasznalva 420 és 92 bp, a Vspl-et haszndlva pedig 322 és 190 bp termékek
keletkeztek.

f.) mgc2 PCR és RFLP analizis

- A Kleven éltal javasolt primerek, az altalunk mddositott PCR, és az elvégzett RFLP az
aldbbi eredménnyel zarult. A PCR reakcié sordn 821 bp méretii termék keletkezett. Az MG
X-95 torzs amplikonjit Pvull enzimmel hasitva 411 és 410 bp termék, mig Vspl-gyel hasitva
450 és 371 bp termék keletkezett (A csoport). A tobbi torzs esetében (B csoport) eltérd
mintdzatot kaptunk: Pvull restrikcidés enzimet haszndlva 456 és 365 bp-nyi termék, Vspl-et

hasznalva pedig 418 és 403 bp termék keletkezett.

- Az adott gén altalunk tervezett PCR-RFLP vizsgélatok eredményeit a 6.6. tablazat

tartalmazza.

A szekvencia adatok €s a DNS marker alapjan a PCR sordn az MG X-95 torzs esetében 737
bp méretli termék, az MG TS-11 torzs esetében 800 bp termék, mig a tobbi torzs esetében 770
bp termék keletkezett (12. 4dbra).

A tablazat alapjan Haelll enzimet haszndlva nem hasitotta az MG MK-7, MG MS-16 és MG
S6 torzsek amplikonjait, igy ezek a torzsek egy csoportba sorolhatok (A csoport). Az MG F
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torzs amplikonjdnak hasitdsa sordn 545 és 225 bp méretli termék (B csoport), mig az MG X-
95 torzs esetében 488 és 249 bp méretli termék keletkezett (C csoport). Az MG TS-11
amplikonjanak emésztése soran 488 és 312 bp terméket (D csoport), a tobbi torzs esetében

pedig a restrikcids hasitdsakor 458 és 312 bp-nyi terméket kaptunk (E csoport).

A Pvull enzimmel torténd emésztést a 3. dbra mutatja. A keletkezett csoportok az alabbiak.

M1 4229: 1 csoport, MG X-95: 1I csoport, MG TS-11: III csoport és a tobbi torzs: IV csoport.

| > 3 4 = 6 e | O g5 #10. TSN 2 TN

770 bp

420 bp

350 bp

372 ll.
365 bp

3. dbra. Az mgc2 génre specifikus, dltalunk tervezett PCR amplikonjdnak Pvull restrikcios
enzimmel torténo emésztése. 1: MI, 2: MG F, 3: MG TS-11, 4: MG MK-7, 5: MG MS-16, 6:
MG S6, 7: MG FS-9, 8: MG X-95, 9: MG RCl, 10: DNS marker, 11: MG Rhigh, 12: MG
Rlow, 13: MG Rhighm, 14: MG M3.

A Vspl restrikciés enzim ugyancsak nem emésztette az MI 4229-t, de emellett az MG F
torzset sem, valamint a Haelll-hoz hasonldéan az MG MK-7, az MG MS-16 és MG S6 torzs
esetében sem kaptunk hasitott terméket (1. csoport). Az MG TS-11 amplikonjanak hasitdsa
sordn 431 és 369 bp termék keletkezett (2. csoport), az MG X-95 hasitdsa sordn pedig 431 és
306 bp (3. csoport). A tobbi torzs esetében 401 és 369 bp-nyi termék keletkezett (4. csoport).
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6.6. tdbldazat. Az mgc2 génre specifikus, dltalunk tervezett PCR és RFLP eredményei.

Amplikon

Torzsek mérete (bp) Haelll Pvull Vspl
MI 4229 770 458, 312 N N
MG F 770 545, 225 420, 350 N
MG TS-11 800 488, 312 435, 365 431, 369
MG MK-7 770 N 420, 350 N
MG S6 770 N 420, 350 N
MG MS-16 770 N 420, 350 N
MG FS-9 (1226) 770 458, 312 420, 350 401, 369
MG X-95 737 488, 249 372, 365 431, 306
MG RCI 770 458, 312 420, 350 401, 369
MG Rhigh 770 458, 312 420, 350 401, 369
MG Rlow 770 458, 312 420, 350 401, 369
MG Rhighm 770 458, 312 420, 350 401, 369
MG M3 770 458, 312 420, 350 401, 369

g.) LP génre (AF075588) specifikus PCR és RFLP analizis

A Nascimento és mtsai. (1991) altal tervezett PCR és az altalunk tervezett RFLP analizis
eredményeként 731 bp termék keletkezett minden vizsgalt torzs esetében. A Fokl-el tortént
emésztés hatdsara 435, 206 és 90 bp termék, mig a Hphl enzim hatdsdra 541 és 190 bp termék

keletkezett, igy ezen vizsgdlatok alapjan a torzsek egységesnek bizonyultak.

h.) pvpA génre (AE016969) specifikus PCR és RFLP analizis

A pvpA gén jellemzésének PCR és RFLP eredményei Liu és mtsai. (2001) munkdjat
modositva a 6.7. tdblazatban lathatoak. A tablazatbol latszik, hogy az MG F torzs esetében
267 bp, az MG X-95 torzs esetében 438 bp, az MG Rhigh-nél 499 bp, az MG M3-nél 500 bp,

tobbi vizsgélt torzs esetében pedig 497 bp méreti termék keletkezett (13. dbra).

Az amplikonokat Accl restrikcios enzimmel emésztve az MG F és az MG X-95 torzsek egy
csoportba tartoznak, mivel az enzim amplikonjaikat nem emésztette (A csoport). Az MI 4229,
az MG TS-11, az MG MK-7, az MG MS-16 és az MG S6 torzsek amplikonjanak emésztése
soran 341 és 156 bp termékeket kaptunk (B csoport). A tobbi torzs a C csoportba tartozik
(231, 156 és 110 bp méretli termékkel, az MG Rhigh esetében ez 231, 157 és 111 bp, az MG
M3-nal pedig 231, 158 és 111 bp). Az emésztés képe a 4. abran lathato.
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438 bp

231, 156
ill. 110 bp

341 ill.
156 bp

267 bp

4. dbra. A pvpA génre specifikus, Liu és munkatdrsai dltal tervezett (Liu és mtsai. 2001),
dltalunk modositott PCR amplikonjanak Accl restrikcios enzimmel torténo emésztése. 1: MI,
2:MGF, 3: MG TS-11, 4: MG MK-7, 5: MG MS-16, 6: MG S6, 7: DNS marker, 8: MG FS-9,
9: MG X-95, 10: MG RCI, 11: MG Rhigh, 12: MG Rlow, 13: MG Rhighm, 14: MG M3.

A Pvull restrikciés enzim nem emésztette az MI 4229 torzset (I csoport), ugyanakkor az MG
F torzs esetében 217 és 50 bp méretli emésztett terméket kaptunk (II csoport). Az MG X-95
torzs emésztése sordn 216, 120, 51 és 51 bp-nyi (III csoport), a tobbi torzs vizsgdlatakor pedig
231, 217 és 49 bp méretli terméket kaptunk (IV csoport) (az MG Rhigh-nal 231, 218 és 50 bp,
az MG M3-nél pedig 231, 219 és 50 bp). Amennyiben az emésztést ScrFI enzimmel végeztiik
el, az MG F torzs esetében 193 és 74 bp (1. csoport), az MG X-95 torzs esetében 351, 74 és
13 bp (2. csoport), a tobbi torzs esetében pedig 240, 171 és 74 és 12 bp méretli fragmenteket
lattunk (kivétel MG Rhigh: 240, 171, 75 és 13 bp, valamint MG M3: 240, 171, 76 és 13 bp)
(3. csoport). Az eredményeink az ScrFI enzimmel torténd emésztés kivételével dsszhangban

allnak Liu és munkatérsai (2001) 4ltal k6zolt eredményekkel.
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6.7. tdbldazat. A pvpA génre specifikus, Liu és munkatdrsai (2001) dltal tervezett, dltalunk
modositott PCR és RFLP eredményei.

Torzsek n’:;ggk(ﬁ:) Accl Pvull ScrFI
MI 4229 497 341, 156 N 240,171,74,12

MG F 267 N 217, 50 193, 74
MG TS-11 497 341, 156 231, 216, 50 240,171,73,13
MG MK-7 497 341, 156 231, 217,49 240,171,74,12
MG S6 497 341, 156 231,217, 49 240,171,74,12
MG MS-16 497 341, 156 231,217, 49 240,171,74,12
MG FS-9 (1226) 497 231, 156, 110 231,217, 49 240,171,74,12

MG X-95 438 N 216, 120, 51, 51 351, 74, 13

MG RCI 497 231, 156, 110 231, 217,49 240,171,74,12
MG Rhigh 499 231, 157, 111 231, 218, 50 240,171,75,13
MG Rlow 497 231, 156, 110 231, 217, 49 240,171,74,12
MG Rhighm 497 231, 156, 110 231,217, 49 240,171,74,12
MG M3 500 231, 158, 111 231,219, 50 240,171,76, 13

A nyolc génre tervezett nagyszdmu PCR-RFLP sordn a torzsek kozott tobb esetben nem
tudtunk kiilonbséget tenni. Ezért a torzsek megkiilonboztetésére, illetve azonositdsira
alkalmas moddszereket Osszegzésként a 6.8. tdbldzat mutatja. A tdblazatban a PCR-RFLP
modszerek mellett azokat a torzseket is feltiintettem, amelyek a referens MG Rlow torzshoz
képest eltérd mintdzatot mutattak. Ugyanakkor a vizsgélt torzsek az alkalmazott modszerektdl
fliggden tobb csoportba is besorolhatéak, de ennek ellenére nem minden mdédszer alkalmas az

MI 4229, valamint az MG F és az MG TS-11 vakcina torzsek elkiilonitésére.
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6.8. tdbldzat. Osszefoglaloé tdbldzat a kiilonbézé RAPD PCR és PCR-RFLP mintdzatokat
eredményezett modszerekrol. Vastag betii: jelen munka sordn kifejlesztett PCR-RFLP, ! azon
torzsek, melyek a referens MG Rlow torzstol eltéro mintdzatot mutattak,’: a kiilonbozé RAPD,
valamint a PCR-RFLP mintdzatok alapjdn létrejétt Mycoplasma csoportok szdma, : azok a
modszerek, melyek segitségével az MI 4229, valamint az MG F és MG TS-11 vakcina torzsek

a tobbi vizsgdlt torzstol egyértelmiien megkiilonboztethetoek.

PCR Restrikciés Eltér6é mintazat az MG  Csoportok Azonosithaté®
Célgén/PCR  sza- . Rlow torzstél! szama’® MI MG TS-
enzim MGF
ma 4229 11
RAPD PCR MI 4229, MG F, MG TS-
(Fan és mtsai. - - 11, MG MK-7, MG S6, 6 + + +
1995) MG MS-16
RAPD PCR MI 4229, MG F, MG TS-
(Charlton és - - 11, MG MK-7, MG S6, 6 + + -
mtsai. 1999b) MG MS-16, MG X-95
MI 4229, MG TS-11,
recA 4 Vspl MG MK-7, MG S6, MG 2 - - -
MS-16

MI 4229, MG F, MG
TS-11, MG MK-7, MG

Alul $6, MG MS-16, MG X- 4 - - -
3 95, MG M3
MI 4229, MG F, MG
crmA Real TS-11, MG MK-7, MG 4 ] ) )
$6, MG MS-16, MG X-
95, MG M3
Mbol X-95 2 - ; -
5 Real MG S6,MG MS-16, MG 3 ] ] ]
X-95
Alul MG TS-11 2 ; ; +
1 MI 4229, MG F, MG
crmC Hphl TS-11, MG X-95 2 - - -
2 Alul MG TS-11 2 ; ; +
4 FokI MG X-95 2 ; ; ;
MI 4229, MG F, MG
4 Mbol TS-11 3 + + +
gapA MI 4229, MG F, MG TS-
K2 Mbol 11, MG MK-7, MG S6, 2 - - -
MG MS-16, MG X-95
MG F, MG TS-11, MG
Haelll MK-7, MG S6, MG MS- 5 - + +
16, MG X-95
O pen MRERNGTSTL T T
mgc2 MI, 4229, MG F, MG
Vepl TS-11, MG MK-7, MG 4 ) ) .\
$6, MG MS-16, MG X-
95
© Poull MG X-95 2 : ; }
Vspl MG X-95 2 : : :
ML, 4229, MG F, MG TS-
Accl 11, MG MK-7, MG $6, 3 - - -
pvpd ] MG MS-16, MG X-95
MI 4229, MG F, MG X-
Pvull 05 4 + + -
ScrFI MG F, MG X-95 3 : + :
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6.3. A szekvencia analizis eredménvyei

Az egyes torzsek esetében szekvendlt génszakaszokat (illetve azok bp-ban megadott hosszat)

a 6.9. tablazat mutatja be.

6.9. tdbldzat. A megszekvendlt génszakaszok mérete a vizsgdlt torzsek esetében. ': génbanki
adatok alapjan, -: nem tortént szekvendlds.

L, A szekvenalt génszakasz hossza a vizsgalt torzsek
Gén mérete

Gén (bp)! esetében (bp)

MG TS-11 MG Rhigh MG M3 MG X-95
recA 1020 786 786 788 -
crmA 3180 598 és 552 602 és555 729 és555 597 és 530

642,498 és 643,498 és 644, 498 és
crmC 2520 594 595 595 594
gapA 372 648 650 650 -
mgc2 894 800 770 770 737
pvpA 1149 497 499 500 438
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a) recA gén (AF443795) szekvencia analizisének eredménye

A recA génre specifikus, altalunk tervezett PCR termékeit az MG TS-11, az MG Rhigh és az

MG M3 torzsek esetében szekvenaltuk. Az illesztett szekvencidk az 5. abran lathatdéak. A

szekvencidk illesztésénél lathatd, hogy a vizsgélt szekvencidk koziil leginkdbb az MG TS-11

szekvencidja

mutatott kiilonbséget a tobbihez képest. Az MG TS-11 szekvencidja az MG

Rlow torzshoz képest 0sszesen 29 bazis pozicidban mutatott eltérést, mig az MG M3 esetében

2 volt bazisbeli kiilonbségek szama, az MG Rhigh esetében pedig nem volt kiilonbség az MG

Rlow-hoz képest.

Ts-11
Consensus

Consensus

5. dbra.

illesztése

1 10 20 30 a0 50 60 0 a0 90 100 110 120 130

| |
GAGTTARAAGACCTAGAAGCARTTTCTACAGGAAGCAT TARRTTAGATCATGCACTAGGGACAGATGGTTT TATARAAGGTAGGATCGTAGAGATT TATGGARACGARTCATGCGGTARRACTACTTTAG
GAGTTARARGACCTAGRAAGCARTTTCTACAGGARGCATTARATTAGATCATGCACTAGGGACAGATGGTTTTATARRAGGTAGGATCGTAGAGATT TATGGARACGAATCATGCGGTARRACTACTTTAG
GAGTTARARGACCTAGRAAGCARTTTCTACAGGARGCATTARATTAGATCATGCACTAGGGACAGATGGTTTTATARRAGGTAGGATCGTAGAGATT TATGGARACGAATCATGCGGTARRACTACTTTAG
GAGTTARAAGACCTAGAAGCARTTTCTACAGGAAGCATTAR-TTAGATCACGCACTAGGGACAGACGGT TTTATAARAGGTAGGAT TGTAGAGATT TATGGARACGAATCATGCGGTAAAACCACTTTAG
GAGTTARARGACCTAGRAAGCARTTTCTACAGGARGCATTARaTTAGATCALGCACTAGGGACAGALGGTTTTATARAAGGTAGGAT cGTAGAGATTTATGGARACGAATCATGCGGTARRACLACTTTAG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
CTCTATCAACARTTAAACAGGCTATTGATAGRAATATGCGCGTTGCTTTTATTGATGCTGARCATGCATTAGAT TTARGATATGTARARCGTTTAGGAATAGATTTAACARAATTAATTATTGCTAGACC
CTCTATCARCARTTARRCAGGCTATTGATAGRARTATGCGCGTTGCTTTTATTGATGCTGARCATGCATTAGAT TTARGATATGTARAACGTTTAGGAATAGATTTAACARAATTARTTATTGCTAGACC
CTCTATCARCARTTAARCAGGCTATTGATAGAAATATGCGCGTTGCTTTTATTGATGCTGARCATGCATTAGAT TTARGATATGTARAACGTTTAGGAATAGAT TTAACARRATTARTTATTGCTAGACT
CTCTATCARCARTTARRCAGGCTATTGATAGRARTATGCGTGTTGCTTTTATTGATGCTGARCATGCATTAGATTTGAGATATGTARAACGCTTAGGAATAGATTTAACARAGTTARTTATTGCTAGACC
CTCTATCARCARTTARACAGGCTATTGATAGRARTATGCGeGTTGCTTTTATTGATGCTGARCATGCATTAGATTTaAGATATGTARAACGL TTAGGAATAGATTTAACARAATTARTTATTGCTAGACC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
AGATTATGGTGAACAAGGTTTTGAAATCATARAATCTTTAATTARAARCTGARCTARTCGATTTARTTGTGGTTGACTCAGTGGCTGCTTTAGTGCCARARGT TGAARTCGARGGARAGATGGARGACCAR
AGATTATGGTGAACARGGTTTTGARATCATARARTCTTTARTTARAACTGARCTARTCGATTTARTTGTGGTTGACTCAGTGGCTGCTTTAGTGCCARARGT TGAARTCGARGGARRGATGGARGACCAR
AGATTATGGTGARCARGGTTTTGARATCATARARTCTTTART TARARCTGARCTAATCGATTTARTTGTGGTTGACTCAGTGGCTGCTTTAGTGCCARAAGT TGARARTCGARGGARRGATGGAAGACCAR
AGATTATGGTGAACARGGTTTTGARATCATARARTCTTTARTTARAACTGARCTARTCGATTTARTTGTGGTCGACTCAGTGGCCGCTTTAGTGCCARARGT TGAARTCGARGGARRGATGGARGACCAR
AGATTATGGTGAACARGGTTTTGARATCATARARTCTTTARTTARAACTGARCTARTCGATTTARTTGTGGTLGACTCAGTGGCLGCTTTAGTGCCARARGT TGARRTCGARGGARRGATGGARGACCAR

391 400 da10 420 430 ddiy 450 460 a70 480 490 500 510 520

| |
ACAATGGGGACACATGCARGARTGATGTCTAGAGGTCTTTCTAGAATTCARCCATTATTAGCTARRCACAATGTATCGGTTATTTTCATTARCCAATTACGAGARARAGTTGGAATTATGTTTGGTAATC
ACAATGGGGACACATGCARGARTGATGTCTAGAGGTCTTTCTAGAATTCARCCATTATTAGCTARRCACAATGTATCGGTTATTTTCATTARCCAATTACGAGARARAGTTGGAATTATGTTTGGTAATC
ACAATGGGGACACATGCARGARTGATGTCTAGAGGTCTTTCTAGARTTCAACCATTATTAGCTARACACARTGTATCGGTTATTTTCATTARCCART TACGAGARARAGTTGGARTTATGTTTGGTAATC
ACAATGGGGACACATGCARGARTGATGTCTAGAGGTCTTTCTAGAATTCARCCATTATTAGCTARRCATARTGTATCGGTTGTTTTCATTARCCAAT TACGAGAGARAGTTGGTATTATGTTTGGAARATC
ACARTGGGGACACATGCARGARTGATGTCTAGAGGTCTTTCTAGAATTCARCCATTATTAGC TARRCACARTGTATCGGTTaTTTTCATTARCCAATTACGAGAaARAGTTGGAAT TATGTTTGGEAATE

521 530 540 550 560 570 580 530 GO0 610 620 630 L1 650
| |
CCGAGGTTACARCTGGTGGARARGCGCTGARRTTCTATTCGTCARCARGAC TAGAAC TARGAAGAGC TGAAATTATTAAAGACGCTGCARRTARTGCAATAGGGAT TAGATCARARGCGACARTAARCTAR
CCGAGGTTACARCTGGTGGARRAGCGC TGARRTTCTATTCGTCARCARGAC TAGAACTARGAAGAGC TGARAT TATTAARGACGCTGCARATARTGCAATAGGGAT TAGATCARARGCGACARTARCTAR
CCGAGGTTACARCTGGTGGARARGCGCTGARRTTCTATTCGTCARCARGAC TAGAAC TARGAAGAGC TGARATTATTAAAGACGCTGCARRTARTGCAATAGGGAT TAGATCARARGCGACARTARCTAR
CTGAGGTTACARCGGGTGGARARGCGC TGARRTTCTATTCATCARCARGAT TAGAACTARGAAGAGCTGAATTTATTARAGATGCTGCARRTARTGCAATAGGGAT TAGATCARARGCGACGATARCTAR
CcGAGGTTACAARCLGGTGGARARGCGCTGARRTTCTATTC: TCARCARGA: TAGAACTARGAAGAGCTGARaTTATTAAAGACGCTGCARATARTGCAATAGGGAT TAGATCARARGCGACaATAACTAR

651 1] 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

| |
AARACARGCTTTCARCACCTATGACTACAACTTACATTGACTTTTATTTCARATCTGG-ARTCAGTGAA-GT TAATGARATTATTGACCTAGCARTAGATTATCARATTATTGAACARTCAGGTAGTTGAT
AAACARGCTTTCARCACCTATGACTACARCTTACATTGACTTTTATTTCARATCTGG-AATCAGTGAR-GT TARTGAAATTATTGACCTAGCARTAGATTATCARATTATTGARCARTCAGGTAGTTGAT
AARACARGCTTTCARCACCTATGACTACAACTTACATTGACTTTTATTTCARATCTGGGARTCAGTGAAAGT TAATGAAATTATTGACCTAGCARTAGATTATCARATTATTGARCARTCAGGTAGTTGAT
AARACARGCTTTCARCACCGATGACCACAACTTACATTGACTTTTATTTCARATCTGGGARTCAGTGAA-GT TAATGARATTATTGACCTAGCARTAGATTATCARATTATTGARCARTCAGGAGTTTGAT
ARACARGCTTTCARCACCEATGACLACAACTTACATTGACTTTTATTTCARATCTGGEAATCAGTGAA, GTTARTGARATTATTGACCTAGCARTAGATTATCARATTATTGARCARTCAGGLagTTGAT

781 788
|
TCTCATAC
TCTCATAC
TCTCATAC

TCTCATAC
TCTCATAC

A recA génre specifikus, dltalunk tervezett PCR amplikonjdnak szekvencia
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b) crmA gén (AE016967) szekvencia analizisének eredménye

Az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG M3 és az MG X-95 torzsek esetében a crmA génre

specifikus, altalunk tervezett 3. és 5. PCR termékeit szekvendltuk. Az illesztett szekvencidkat

a 6. és 7. dbra mutatja.

A 3. PCR amplikonjanak illesztése soran kideriil, hogy az MG M3 szekvencidja 127 bp

méretil inszerciot tartalmaz az MG Rlow torzs szekvencidjahoz képest, de emellett ugyanezen

torzs esetében 3 pontmuticiot is megfigyelhetiink. Ugyanakkor az MG X-95 szekvencidja 24,
az MG TS-11-€é pedig 19 ponton kiilonbozik az MG Rlow szekvencidjatél. Az MG Rhigh

szekvencidja 2 pontmutaciét tartalmaz az MG Rlow-éhoz képest (6. dbra).

Consensus

R1

Rh

Ts-11
¥-95

H3
Consensus

R1

Rh

Ts-11
¥-95

H3
Consensus

RL

Rh

Ts-11
¥=95

H3
Consensus

R1L

Rh
Ts-11
*-95
H3

Consensus

R1L

Rh
Ts-11
*-95
H3

Consensus

1 10 20 30 A 50 1] 0 a0 90 100 110 120 130

| |
CGGAACAACGACAACARCTGATACATCTAGTGGT TCAACAGGTGLTGGARCAGGAARTACTACTARCACTTCTCARRCAGT TTCTARTCCTACTTTAAATACTTATCGTAGTTTTGGAATTGATAGTAAR
CGGAACAACGACARCARCTGATACATCTAGTGGT TCCACAGGTGCTGGA-CAGGARRTACTACTARCACTTCTCARRCAGT TTCTARTCCTACTTTARATACTTATCGTAGTTTTGGARTTGATAGTAAR
CGGAACAACGACARCARCTGATACATCTAGTGGT TCCACAGGTGCTGGA-CAGGAGCTACTACTAR---TACTCARRCAGT TACTARTCCTATTTTARGTACTTACCGCAGTTTTGGAATTARTAGCAAR
CGGAACARCGACAACARCTGATACATCTAGTGGT TC-ACAGGTGLTGGA-CAGGAGCTACTACTAR---TACTCARRCAGT TACTARTCCTATTTTAAGTACTTACCGCAGTTTTGGAATTAATAGCAAR
CGGAACAACGACARCARCTGATACATCTAGTGGT TC-ACAGGTGCTGGA-CAGGARRTACTACTARCACTTCTCARRCAGT TTCTACTCCTACTTTARATACTTATCGTAGTTTTGGAATTGATAGTAAR
CGGAACAACGACARCARCTGATACATCTAGTGGTTC , ACAGGTGCTGGA ,CAGGAaaTACTACTARCacTLCTCARACAGT TLCTAaTCCTACTTTARATACTTALCGLAGTTTTGGAATT2ATAGLAAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
CCAACTTCTGCARACARARTAGATGARACTARTTGAGCAGATCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGCTGARTACAGATTAGGTAT TCARAATGAAAT TCCAATARCTAATGCAGGARACTTTATCC
CCAACTTCTGCAAACARARTAGATGARACTARTTGAGCAGATCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGCTGARTACAGATTAGGTATTCARARTGAARTTCCARTARCTAATGCAGGARACTTTATCC
CCAACTTCTGCARACARARTTGATGARACTARTTGAGCAGATCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGCTGARTACAGATTAGGGATTCARARTGAARTTCCAATARCTAATGCAGGARACTTTATCC
CCAACTTCTGCAAACARARTTGATGARACTARTTGGGCTGACCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGC TGARTACAGAT TAGGGAT TCARAATGAAAT TCCAATARCTAATGCAGGARACTTTATCC
CCAACTTCTGCARACARARTAGATGARACTARTTGAGCAGATCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGCTGARTACAGATTAGGTATTCARARTGAARTTCCARTARCTAATGCAGGARACTTTATCC
CCAACTTCTGCAARCARARTaGATGARACTARTTGaGCaGALCCTARTGTTATTGARGCARGAATATATGCTGARTACAGATTAGGEATTCARARTGAARTTCCARTARCTAATGCAGGARACTTTATCC

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
|

|

GAAACACARTTGGTGGTGTTGGTTTTA.
GARACACARTTGGTGGTGTTGGTTTTA:
GAAACACARTTGGTGGTGTTGGTTTCA:
GAAACACARTTGGTGGTGTTGGTTTTA.
GAAACACARTTGGTGGTGTTGGTTTTAGATARAGTCCGTATAATTGTGTARRAGTARARRGGCCATATARCAGTCCTTTTACGGTACARTGTTTTTAACGACARARRCATACCCAGGAGGACTTTTACAC
GAAACACARTTGGT GG T TOGTT Th . e s s vsiseesssesnssasosssnssssssssossosssnssasssssnssssssssassssesnssasssssnssssssssnssossnsnssassssnnes

391 400 410 420 430 Adiy 450 460 470 480 490 500 510 520
|

|
CTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTAAGAGCTTCTTATARCGGTGATCARCGTCCARCTGGARACTTCCARCCTTTCTTATACGTATTTGGTTATTTAGGATAC
CTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTAAGAGCTTCTTATARCGGTGATCAACGTCCARCTGGARACTTCCARCCTTTCTTATACGTATTTGGTTATTTAGGATAC
CTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTAAGAGCTTCTTATARCGGTGATCARCGTCCARCTGGARACTTTCARCCTTTCTTATACGTATTTGGTTATTTAGGATAC
CTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTAAGAGCTTCTTACARTGGTGACCARCGTCCARCTGGARACTTTCARCCTTTCTTATACGTATT TGGTTATTTAGGATAC
AATARTACGGACTTGATCTGGTTTTACTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTARGAGCTTCTTATARCGGTGATCARCGTCCAACTGGARACTTCCARCCTTTCTTATACGTATTTGGTTATTTAGGATAC
vesessssessssssssssssessss CTTCARCAGGTTCARGAGTAGTTTTAAGAGCTTCTTALARCGGTGALCARCGTCCAACTGGAAACTTCCARCCTTTCTTATACGTATTTGGTTATTTAGGATAC

521 530 54 550 560 570 580 590 600 610 620 630 64l 650
1 1
CAACARRCTAGAACAGGAACTTTCTGATACGGARCATATARACTAT TAARCARCAGCCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGARACCARTCART TTAGARGARCTTCATTAACATACC
CAACARRCTAGAACAGGAACTTTCTGATACGGAARCATATARRCTAT TAARCARCAGCCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGARACCARTCART TTAGARGARCTTCATTAACATACC
CAACAARCTAGAACAGGAACTTTCTGATACGGARCATATARACTAT TAARCAACAGTCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGAARACCARTCAAT TTAGARGAACTTCATTAACATACC
CAACARRCTAGAACAGGAACTTTCTGATACGGARCATATARACTAT TARRCARCAGTCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGARACCARTCART TTARRAGARCTTCATTAACATACC
CAACARRCTAGAACAGGARCTTTCTGATACGGARCATATARACTAT TARRCARCAGCCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGARACCARTCAAT TTAGARGARCTTCATTAACATACC
CAACAARCTAGAACAGGAACT TTCTGATACGGARCATATARACTAT TARACARCAGCCCTTACGACGTATTAGATGC TGCARGAGTAGGTACTGAAACCARTCARTTTAgARGAACTTCATTAACATACC

651 :1:1] 670 680 690 F00 o 720 731
1 1
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGARGAAGGTGCTAGARGTTTCTCTARTACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGARGAAGGTGCTAGARGTTTCTCTARTACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGAGGAAGG TGCTAGAAGT TTCTCTARCACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGARGAAGGTGCTAGARGTTTCTCTARCACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGARGAAGGTGCTAGARGTTTCTCTARTACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC
CTGTTATGGGTGGATATCTAACTGAaGAAGGTGCTAGAAGT TTCTCTARLACTCCATATATAAGAGCACAAGGTGACACAC

6. dbra. A crmA génre specifikus, dltalunk tervezett 3. PCR amplikonjdnak szekvencia

illesztése
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Az 5. PCR amplikonjdnak szekvencia analizise sordn kideriilt, hogy a vizsgalt torzsek
szekvencidja az 513-537 bp-ig terjedd szakaszon az MG TS-11 torzs esetében nagyfoku
varabilitdst mutat, mig ennek a szekvencidnak egy szakasza az MG X-95 torzs esetében
hidnyzik, a megmaradt szakasza pedig kiilonbséget mutat az MG Rlow, az MG Rhigh és az
MG M3 torzsekhez képest. Ezen kiviil az MG TS-11 még tobb ponton kiilonbozik az MG
Rlow torzsétdl, az MG X-95 szekvencidja pedig két kisebb delécidt is tartalmaz. Az MG M3,
az MG Rlow és az MG Rhigh szekvencidja teljes mértékben megegyezik (7. abra).

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| I

Rl GACTTCACTCCTGCTARTGCTGGTACTARCTACCGTGTAGTGGTTGATCCTGATGGTAATTTARCARACCARAACCTACCTCTARRAGTTCAGATCCARTACTTAGATGGTARGTATTATGATGCTARAT

H3 GACTTCACTCCTGCTARTGCTGGTACTARCTACCGTGTAGTGGTTGATCCTGATGGTAAT TTARCARACCARAACCTACCTCTARRAGTTCAGATCCARTACTTAGATGGTAAGTATTATGATGCTARAT

Rh  GACTTCACTCCTGCTARTGCTGGTACTARCTACCGTGTAGTGGTTGATCCTGATGGTAAT TTARCARACCARRRCCTACCTCTAARAGTTCAGATCCARTACTTAGATGGTAAGTATTATGATGCTARAT

Ts-11 GACTTCACTCCTGCTAATGCTGGTACTARCTACCGTGTAGTGGTTGATCCTGATGGTAATTTARCARACCARARCCTACCTCTARCAGTTCAGATCCARTACTTAGATGGTARGTATTATGATGCTAGAT
¥=95 GACTTCACTCCTGCTARTGCTGGTACT=—m—mmi CCGTGTAGTGGTTGATCCTGATGGTAATTTARCARACCARARCCTACCTCTARRRGTTCAGRTCCARTACTTAGATGGTARGTATTATGATGCTAGAT
Consensus  GACTTCACTCCTGCTARTGCTGGTACTaactaCCGTGTAGTGGT TGATCCTGATGGTAATTTAACARRCCARARCCTACCTCTARAAGT TCAGATCCARTACTTAGATGGTARGTATTATGATGCTAgAT

13 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| I

R1 TRAARGAACARTARTTTAGTARCATTCTCTTATAACAACTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCARTTGGTAGTACATTAGGTATTCTTGCAATTATGATCATCTTAGGATTAGCTATCGG

H3  TRAARGARCARTARTTTAGTARCATTCTCTTATAACAACTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCART TGGTAGTACATTAGGTATTCTTGCARTTATGATCATCTTAGGATTAGCTATCGG

Rh  TRARAGAACARTARTTTAGTARCATTCTCTTATAACAACTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCART TGGTAGTACATTAGGTATTCTTGCARTTATGATCATCTTAGGATTAGCTATCGG

Ts=11 TARRGARCARTARTTTAGTARCATTCTCTTATAACAACTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCART TGGTAGTACGTTAGGTATTCTTGCARTTATGATCATCTTAGGATTGGCTATCGG
¥-95 TARRGARCARTAATTTAGTAACATTCTCTTATARTARCTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCARTTGGTAGTACGTTAGGTATTCTTGCARTTATGATCATCTTAGGATTGGCTATCGE
Consensus  TARAGARCARTAATTTAGTARCATTCTCTTATARCARCTTTGCTGCTTTACCTTCATGAGTAGTGCCTACAGCARTTGGTAGTACETTAGGTATTCTTGCARTTATGATCATCTTAGGATTGCTATCGE

261 27 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| I

Rl TATTCCTTTARGAGCTCARAGAARAT TACARGACARAGGG T TCARARCARCAT TCARRARRGT TGATACCTTGACTGCTGCTGTTGGTTCAGTTTACARGAAGATTATTACCCARACTGCTARCGTTARG

H3 TATTCCTTTARGAGCTCARAGAARAT TACARGACARAGGGTTCARARCARCAT TCARRRARGTTGATACCTTGACTGCTGCTGTTGGTTCAGTTTACARGAAGATTATTACCCARACTGCTARCGTTARG

Rh  TATTCCTTTAAGAGC TCARAGAAAAT TACARGACARAGGG T TCARRRCARCAT TCAARARRGT TGATACCTTGACTGCTGCTGTTGETTCAGTTTACAAGAAGAT TATTACCCARACTGCTAACGTTARG

Ts=11 TATTCCTTTARGAGCTCARAGRARAT TACAAGACARAGGGT TCARRACARCAT TCARRRARGT TGATACCTTGACTGCTGCTGTTGGTTCAGTTTACAAGAAGATTATTACCCARACTGCTARCGTTARG
¥-95 TATTCCTTTARGAGCTCARAGARAART TACARGACARAGGGT TCARARCARCATTCARARAAGT TGATACCTTGACTGCTGCTGTTGGTTCAGTTTACARGARGATTATTACCCARACTGCTARCGTTARG
Consensus TATTCCTTTARGAGC TCARRGARAAT TACARGACAARGGGT TCARAACAACAT TCARAARAGTTGATACCTTGACTGCTGCTGTTGGTTCAGTTTACARGARGATTATTACCCARACTGCTARCGTTAAG

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| I

Rl ARAARACCTGCTGLCTTTAGGTGCTGGTAARTCTGGTGATARGARACCTGCTGLTGLTGCTARACCTGCTGCTCCAGCTARACCATCTGCACCARARGCTAGCTCACCAGCTARARCCARCTGCGCCTARAT

H3 ARARRACCTGLCTGLTTTAGGTGCTRGTARATCTGGTGATARGARACCTGCTGLTGLTGCTARACCTGCTGCTCCAGCTARARCCATCTGCACCARAAGC TRGCTCACCAGCTARARCCARCTGCGCCTARAT

Rh  ARARRACCTGCTGCTTTAGGTGCTGGTARATCTGGTGATARGARACC TGCTGCTGLTGCTARACCTGCTGCTCCAGCTARARCCATCTGCACCARAAGC TRGCTCACCAGCTARRCCARCTGCGCCTARAT

Ts-11 ARRARACCTGCTGCTTTAGGTGCTGGTARATCTGGTGATARGARACCTGLTGLTGLT---ARACCTGGTGCTCCAGCTARACCATCTGCACCARAAGC TRGCTCTCCAGCTARACCARCTGCGCCTACAR
¥-95 AARAAACCTGCTGCTTTAGGTGCTGGTARATCTGGTGATAAGARACCTGCTGCTGCT---ARACCTGGTGCTCCAGCTARRCCATCTECACCARRAGCTAGCTCTCCAGT TARACCARCTGL ==mmm=mm
Consensus  ARARAACCTGCTGCTTTAGGTGCTGGTARATC TGGTGATARGAARCCTGCTGCTGET. . . ARACCTGeTGCTCCAGCTARACCATCTGCACCARARGC TAGCTCLCCAGCTARACCAACTGCgocka A,

521 530 540 550 555
1

I
Rl CTGGETGCGCCTACARRACCAACTGCTCCTAAGCCA
H3 CTGGTGCGCCTACAARACCAACTGCTCCTAAGCCA
Rh CTGGETGCGCCTACTARACCAACTGCTCCTAAGCCA
Ts=11 ACCAR-CTGCTCCTARGCCARCTRCTCCAAAACCA
*=95 =mmeme——- TTCCTARGCCAACTGCTCCTARGCCA
Consensus  ,.....C..cTcCLAAGCCARCTGCTCCEAAECCA

7. dbra. A crmA génre specifikus, dltalunk tervezett 5. PCR amplikonjdinak szekvencia

illesztése
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c) crmC gén (AE016967) szekvencia analizisének eredménye

Az MG TS-11, az MG Rhigh és az MG M3 torzsek esetében a crmC génre specifikus,
altalunk tervezett 1., 2. és 4. PCR termékeit, az MG X-95 torzs esetében pedig a 4. PCR
termékeit szekvenaltuk. A szekvenciak illesztései a 8., 9. és 10. abrakon lathatdak.

A crmC gén 1. PCR amplikonjdnak szekvencia analizise sordn csupan néhany
pontmutacioban és egy kisebb delécidban kiilonbozott az MG Rlow torzs szekvencidjatol a

tobbi vizsgélt torzs (8. dbra).

Consensus

1 10 20 30 40 50 60 n 80 0 100 110 120 130
| |
CAGTCTTATCTTATCGTTGTTTTTATTTTTAGGT TTCACTCARACCTTTAATCATTCTTCTAGATCAGATARATTAGTTARCCARGCACAGTTAGT TGCTGATARTARTCAGGATTATCAGCARCTAAAR
CAGTCTTATCTTATCGTTGTTTTTATTTTTAGGTTCCTC——-ARCCTTTA-TCATTCTTCTAGATCAGATARATTAGTTARCCARGCACAGTTAGT TGCTGATARTARTCAGGATTATCAGCAACTAAAR
CAGTCTTATCTTATCGTTGTTTTTATTTTTAGGT TCCTC——-ARCCTTTAATCATTCTTCTAGATCAGATARATTAGTTARCCARGCACAGT TAGT TGCTGATARTAATCAGGATTATCAGCARCTAAAR
CAGTCTTATCTTATCGTTGTTTTTATTTTTAGGT TCCTC——-ARCCTTTA-TCATTCTTCTAGATCAGATARATTAGTTARCCARGCACAGTTAGT TGCTGATARTAATCAGGATTATCAGCAACTAAAR
CAGTCTTATCTTATCGTTGTTTTTATTTTTAGGT TeCEC, . ,ARCCTTTA, TCATTCTTCTAGATCAGATARATTAGTTARCCARGCACAGTTAGT TGCTGATARTAATCAGGATTATCAGCAACTAAAR

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 |
ACCGARCARRATCATTATGTARCTARTAGTARTARCGATTATTTTGTTCTCACCARRACTGGTGTTGTTAARCTTGATGTTTTTGGCARTGTTTATTATARCTACAGTTTTGCGACCARCTTCATTAATT
ACCGARCARRATCATTATGTARCTARTAGTARTARCGATTATTTTGTTCTCACCARRACTGGTGTTGTTAARCTTGATGTTTTTGGCARTGTTTATTATARCTACAGTTTTGCGACCARCTTCATTAATT
ACCGARCARRATCATTATGTARCTARTAGTARTARCGATTATTTTGTTCTCACCARRACTGGTGTTGTTAARCTTGATGTTTTTGGCARTGTTTATTATARCTACAGTTTTGCGACCARCTTCATTAATT
ACCGARCARAATCATTATGTARCTARTAGTARTARCGATTATTTTGTTCTTACCARRACTGGTGTTGTTAARCTTGATGTTTTTGGCAATGTTTATTATARCTACAGTTTTGCGACCARCTTCATTAATT
ACCGARCARRATCATTATGTARCTARTAGTARTARCGATTATTTTGTTCTcACCARRACTGGTGTTGTTAARCTTGATGTTTTTGGCARTGTTTATTATARCTACAGTTTTGCGACCARCTTCATTAATT

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

| |
ATCARACCGTTGATTTTGTTGCTGATAGTTTAAGAGCTGATTATTATTACTTATTGATCAARAACCCGATTGTTAGTATTARTGGGAACGACTTARACTCATTARGTGTCAGTTCACCCRCTTATGTGTT
ATCARACCGTTGATTTTGTTGCTGATAGT TTAAGAGCTGATTATTATTACTTATTGATCAARAACCCGATTGTTAGTATTARTGGGAACGACTTARACTCATTARGTGTCAGTTCACCCRCTTATGTGTT
ATCARACCGTTGATTTTGTTGCTGATAGTTTAAGAGCTGAT TATTATTACTTATTGATCAARAACCCGATTGTTAGTATTARTGGGAACGACTTARACTCATTARGTGTCAGTTCACCCECTTATGTGTT
ATCARRCCRTTGATTTTGTTGCTGATAGTTTAAGAGCTGATTATTATTACTTATTGATCARRARCCCGATTGTCAGTATTARTGGGAACGACTTARRCTCATTARGTGTCAGTTCACCCRCTTATGTGTT
ATCARACCGTTGATTTTGTTGCTGATAGTTTAAGAGCTGATTATTATTACTTATTGATCAARAACCCGATTGTLAGTATTARTGGGAACGACTTARACTCATTARGTGTCAGTTCACCCGCTTATGTGTT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520
1 1
GCAACTAARAGATGAGAATARRACTTTAARTGTGCTTAARGACGTTCCARTTAAGTTCTTATCGGTTCTCARGARATATTGCGACCTTATACAATCGGATTGCGTTTGARTCARCTTCARGTAGTTCARAC
GCAACTAARAGATGAGRATARRACTTTAARTGTGCTTAAGACGTTCCARTTAAGTTCTTATCGGTTCTCAAGARATATTGCGACCTTATACAATCGGAT TGCGTTTGARTCARCTTCARGTAGTTCAAAC
GCAACTAARAGATGAGRATARRACTTTAARTGTGCTTAAGACGTTCCARTTAAGTTCTTATCGGTTCTCAAGARATATTGCGACCTTATACAATCGGAT TGCGTTTGARTCARCTTCARGTAGTTCAAAC
GCAACTAARAGATGAGRATARAACTTTAARTGTGCTTAAGACGTTCCARTTAAGTTCTTATCGGTTCTCAAGAGATATTGCGACCTTATACAATCGGATTGCGTTTGARTCARCTTCARGTAGTTCAAGL
GCAACTARRAGATGAGAATARRACTTTAARTGTGCTTAAGACGT TCCARTTAAGTTCTTATCGGTTCTCAAGAAATATTGCGACCTTATACAATCGGAT TGCGTTTGARTCARCTTCARGTAGTTCARAC

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 647
| I
CTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTAATAGCACGTTATTAAATARTATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGTARATTAGTGTTTATTARTAATCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATC
CTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTAATAGCACGTTATTAAATARTATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGTARATTAGTGTTTATTARTAATCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATC
CTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTAATAGCACGTTATTARATARTATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGTARATTAGTGTTTATTARTAATCGCTTAGGGGTGTTCGETAGTARTGATC
TTATCAGGACTATTAGATARACCARCTAATAGCACGTTATTAAATARTATTTCAGCATATTATGATCACGCGATTAGTARRCTAGTGTTTATTARTAATCGCTTAGGGGTGT-CGETAGTARTGATC
cTATCAGGECTATTAGATARACCARCTARTAGCACGTTATTARATARTATTTCAGCATATTATGATCALGCGATTAGTARAL TAGTGTTTATTARTAATCGCTTAGGGGTGTECGGTAGTARTGATC

8. dbra. A crmC génre specifikus, dltalunk tervezett 1. PCR amplikonjdnak szekvencia

illesztése
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A 2. PCR szekvencia analizise sordn a 30.-35. poziciéig az MG Rhigh, az MG TS-11 és az
MG M3 szekvencidjaban eltérés van az MG Rlow-éhoz képest. Ezen kiviil az MG TS-11
szekvencidja 11 pontmuticiét, az MG M3-€ és az MG Rhigh-é 2 pontmutaciét tartalmaz az

MG Rlow szekvencidjdhoz viszonyitva (9. dbra).

Ts-11
Congensus

1 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
TGCGACCTTATACARTCGGATTGCGTTTGAATCARCTTCAAGTAGT TCARACCTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTARTAGCACGT TATTARATAATATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGT
TGCGACCTTATACARTCGGATTGCGTTTGTTGACACTTCA-GTAGT TCAR-CCTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTARTAGCACGT TATTARATAATATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGT
TGCGACCTTATACARTCGGATTGCATTTGTTGACACTTCA=-GTAGT TCAR-CCTATCAGGGCTATTAGATARACCARCTARTAGCACGT TATTARATAATATTTCAGCATATTATGATCATGCGATTAGT
TGCGACCTTATACARTCGGATTGCGTTTGTTGACACTTCA=-GTAGT TCAG-CTTATCAGGACTATTAGATARACCARCTARTAGCACGT TATTARATAATATTTCAGCATATTATGATCACGCGATTAGT
TGCGACCTTATACARTCGGATTGCGTTTGEL gacACTTCA, GTAGTTCAa, CcTATCAGGECTATTAGATARACCARCTARTAGCACGT TATTARATAATATTTCAGCATATTATGATCALGCGATTAGT

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
RRATTAGTGTTTATTARTARTCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATCARTTATCCTTATGRTTTTATCTATT TARTATTARTCARACCARCGACTTTAGTACGARTARCGACTTAAATTTGGTCACAR
RRATTAGTGTTTATTARTARTCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATCARTTATCCTTATGRTTTTATCTATT TARTATTARTCARACCARCGACTTTAGTACGARTARCGACTTAAATTTGGTCACAR
RAATTAGTGTTTATTARTARTCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATCAATTATCCTTATGGTTTTATCTATT TARTATTARTCARACCARCGACTTTAGTACGARTARCGACTTAAATTTGGTCACAR
ARACTAGTGTTTATTARTARTCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATCARTTATCCTTATGRTTTTATCTATTTARTATTARTCARACCARCGAC TTTAGTACGARTARCGATTTAAATTTGGTCACAR
RRAL TAGTGTTTATTARTARTCGCTTAGGGGTGTTCGGTAGTARTGATCARTTATCCTTATGETTTTATCTATT TARTATTARTCARACCARCGACTTTAGTACGARTARCGACTTAAATTTGGTCACAR

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
TCTTTCCCCARTTATATGGGACARCCAACCTTARTTGAGCGTTARATARTATTAGTAATGT TARTCARGCARCTACAGCACAGT TTGTGATTARCARCATTCGTTTATACACCCCAGCTTACTTCGTAART
TCTTTCCCCARTTATATGGGACARCCAACCTTARTTGAGCGTTARATARTATTAGTAATGT TARTCARGCARCTACAGCACAGT TTGTGATTARCARCATTCGTTTATACACCCCAGCTTACTTCGTAART
TCTTTCCCCARTTATATGGGACARCCAACCTTARTTGAGCGTTARATARTATTAGTAATGT TARTCARGCARCTACAGCACAGT TTGTGATTARCARCATTCGTTTATACACCCCAGCTTACTTCGTAART
TCTTTCCCCARTTATATGGGACARCCAACCTTARTTGGGCGTTARATARTATTAGTARTGT TARTCARGCARCTACAGCACAGT TTGTGATTARCARCATTCGTTTATACACCCCAGCTTATTTCGTART
TCTTTCCCCARTTATATGGGACARCCAACCTTARTTGaGCGTTARATARTATTAGTARTGT TAATCARGCARCTACAGCACAGT TTGTGATTARCARCATTCGTTTATACACCCCAGCTTACTTCGTAART

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500
| |
TGEGGCARATGTTGTGARGCARARTTTAGTTAATCC TAACGGATTATTARACGCCCARCARRCTGCGATCTRTTCATTACATTTAGGGT TAGTGCCAGCACCTATTAGTG
TGGGGCARATGTTGTGARGCARARTTTAGT TRAATCCTAACGGATTATTARACGCCCARCARRCTGCGATCTATTCATTACATTTAGGGT TAGTGCCAGCACCTATTAGTG
TGEEGCARATGTTGTGARGCARARTTTAGT TAATCCTAACGGATTATTARACGCCCARCARRCTGCGATCTATTCATTACATTTAGGGT TAGTGCCAGCACCTATTAGTG
TGEEGCGAATGTTGTGAAGCARAACTTAGT TAATCCTAACGGAT TATTARACGCCCAACARACTGCGATCTATTCATTACATTTAGGGT TAGTGCCAGCACCTATTAGTG
TGEGGCaAATGTTGTGARGCARARL TTAGTTAATCC TAACGGATTATTARACGCCCARCARRCTGCGATCTRTTCATTACATTTAGGGT TAGTGCCAGCACCTATTAGTG

9. dbra. A crmC génre specifikus, dltalunk tervezett 2. PCR amplikonjdinak szekvencia

illesztése
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A 4. PCR szekvencidjdnak vizsgélata sordn az illesztés alapjan a 28.-33. pozicidban szintén
kiilonbség lathaté az MG TS-11, az MG X-95, az MG Rhigh, az MG M3 és az MG Rlow
szekvencidja kozott. Ezen kivil az MG TS-11 és az MG X-95 szekvencidja néhdny

pontmutaciot tartalmaz (10. 4bra).

Consensus

1 10 20 El 40 50 60 n 80 0 100 110 120 130
| |
GATATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTATTAACARCTATCGCACTAARAGATGGGARATGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCARTTAGT TGGACTAATCAGATTAGTCCAACARTTAGTCAAC
GATATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTACTTTACACTATCGCACTARRAGAT GGGARRTGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCARTTAGT TGGACTAATCAGATTAGTCCARCARTTAGTCAAC
GATATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTRCTTTACACTATCGCACTAARAGAT GGGARRTGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCARTTAGT TGGACTAATCAGATTAGTCCARCARTTAGTCAAC
GATATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTACTTTACACTATCGCACTAAR-GATGGGAARTGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCARTTAGT TGGACTAATCAGATTAGTCCAACGATTAGTCAAC
GATATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTACTTTACACTATCGCACTAAG-GATGGGAAATGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCGATTAGT TGGACTAATCGGATTAGTCCAACGATTAGTCAAC
GRTATCAGTATGGCTGGGTTTGATCTAcTLLacACTATCGCACTARaAGATGGGARRTGATACCTARGTTTCTTTGATCCARGACARTCAATTAGT TGGACTAATCaGATTAGTCCAACAATTAGTCAAC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TTARTARTGGGACATTAGCAATTARCTATACTARACTGTATCAAGT TAACCAACARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATTTTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARRATARTAGAGTAGA
TTAATARTGGGACATTAGCAATTARCTATACTARRCTGTATCAAGT TAACCAACARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATTTTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARRATAATAGAGTAGA
TTARTARTGGGACATTAGCARTTARCTATACTARACTGTATCARGT TAACCARCARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATTTTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARAATAATAGAGTAGA
TTAATARTGGGACACTAGCARTTARCTATACTARRCTGTATCARGCTARCCARCARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATCTTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARAATAATAGAGTAGA
TTARTARTGGGACATTAGCARTTARCTATACTARACTGTATCARGCTARCCAACARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATCTTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARRATARTAGAGTAGA
TTAATARTGGGACAL TRGCARTTARCTATACTARRCTGTATCAAGL TARCCAACARGGATCGATCTTCTTARCCCTAATETTGEGTGAGCARGCTTTTTATACTTTAGTARCTCARRATAATAGAGTAGA

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
TCTCARCCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARAGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTRCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCAGATGGETCARARTTATGGEGGATGATTAGTTTT
TCTCARCCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARRGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTGCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCAGATGGGTCARARTTATGGGGGATGATTAGTTTT
TCTCAACCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARAGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTRCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCAGATGGGTCARARTTATGGGGGATGATTAGTTTT
TCTTARCCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARRGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTRCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCARATGGATCARARTTATGGEGGATGATCAGTTTT
TCTTARCCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARAGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTRCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCARATGGATCARARTTATGGEGGATGATCAGTTTT
TCTcARCCTAGTCTTTTATGATCAGARAACCCARRGTTTTTCTGATGCCACCTTCTTTARTARCGGTGTGCCTAGTTTTGATARTATCCCARACTCAZATGGETCARARTTATGGGGGATGATLAGTTTT

/1 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
| !
ARACCATCTTCATATTTAGTTARTCARGATCTARRCACARCTAGTGCAATGAGATTAAGCARTARTARTTTATTGCTTARTAACTTATATGATTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARARCCTAGAGTAG
ARACCATCTTCATATTTAGTTAATCARGATCTARRCACARCTAGTGCARTGAGATTAAGCARTARTAATTTATTGCTTARTARCTTATATGATTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARRRCCTAGAGTAG
ARACCATCTTCATATTTAGTTARTCARGATCTARACACARCTAGTGCARTGAGATTAAGCARTARTAATTTATTGCTTARTAACTTATATGRTTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARRRCCTAGAGTAG
ARACCATCTTCATATTTAGTTARTCARGATCTARRCACARCTAGTGCARTGAGATTAAGCARTARTARATTATTGCTTARTARCTTATATGATTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARRRCCTAGAGTAC
ARACCATCTTCATATTTAGTTARTCARGATCTARRCACARCTAGTGCAATGAGATTAAGCARTARTARATTATTGCTTARTAACTTATATGATTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARARCCTAGAGTAC
ARACCATCTTCATATTTAGTTAATCARGATCTARRCACARCTAGTGCARTGAGATTARGCARTARTAALTTATTGCTTARTARCTTATATGATTACACTCCTGGTGAGATCGATTGARARCCTAGAGT A

521 530 540 550 560 570 580 530 595
| |
ARGCTATTGCACTARACGATTCAACCTTARGATTATCARTCCARTTTCCTTATTTTGATGGGAACTATTACAGTC
ARGCTATTGCACTARRCGATTCAACCTTARGATTATCAATCCARTTTCCTTATTTTGATGGGARCTATTACAGTC
ARGCTATTGCACTARRCGATTCARCCTTARGATTATCAATCCARTTTCCTTATTTTGATGGGAACTATTACAGTC
ARGCTATTGCACTARRCGATTCAACATTARGATTATCAATCCARTTTCCTTATTTTGATGGGAACTATTACAGTC
ARGCTATTGCACTARACGATTCAACCTTARGATTATCARTCCARTTTCCTTATTTTGATGGGAACTATTACAGTC
ARGCTATTGCACTARRCGATTCAACCTTARGATTATCARTCCARTTTCCTTATTTTGATGGGAARCTATTACAGTC

10. dbra. A crmC génre specifikus, dltalunk tervezett 4. PCR amplikonjdnak szekvencia

illesztése
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d) gapA gén (AE016967) szekvencia analizisének eredménye

Az MG TS-11, az MG Rlow és az MG M3 torzsek esetében a gapA génre specifikus, altalunk
terevezett 4. PCR termékeit szekvendltuk. A szekvencidk illesztését a 11. dbra tartalmazza. Az
abra alapjdn a szekvencidkban tobb variabilis régié is van. A pontmuticiok mellett

megtaldlhatok olyan szakaszok is, ahol egymdst kovetden tobb bézis is mutaciot szenvedett.

Consensus

1 10 20 30 40 50 6 0 a0 90 100 110 120 130
| |
TGCTATGTTAGATGGTCGTCARTGARGTT TAGGTACACGARRAGACAGCGCATGAT TAACARCTARTACTATTARTAACTTCACTTATARTACTCARCARCAAT TAGCGTC TACAGTAGCAGGAGARARL
TGCTATGTTAGATGGTCGTCARTGARGTTTAGGTGTCCGARR-GACAGCGCATGAT TAACARCTARTACTATTARTAACTTCACTTATARTACTCARCARCAAT TAGCGTCTACAGTAGCAGGAGARAAL
TGCTATGTTAGATGGTCGTCARTGARGTTTAGGTGTCCGARR-GACAGCGCATGAT TAACARCTARTACTATTARTAACTTCACTTATARTACTCARCARCART TAGCGTC TACAGTAGCAGGAGARARL
TGCTATGTTAGATGGTCGCAGAATGAGTC TAGGTACARGARRRGACAGCACATGAT TAACARCTARTACTATTARTAACTTTACTTACARCACTCARCARCART TAGCATCTACAGCAGCAGGAGARARL
TGCTATGTTAGATGGTCGEcaAtgaAGTE TAGGT acacGARRAGACAGCECATGAT TAACARCTARTACTATTARTAACTTcACTTALAREACTCARCARCAAT TAGC TCTACAGEAGCAGGAGARARC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| |
GCTARTCCARGAAATATCTTARACGCTTTARCAACTGCARARGGGT TTGATCGARGAGATATTGGTARTGTAGTATATACTTATTCTARTARTACTARTARGTTTACTTATTACTATCARGTTGRTGGCG
GCTARTCCARGAAATATCTTARACGCTTTARCAACTGCARARGGGT TTGATCGARGAGATATTGGTARTGTAGTATATACTTATTCTARTARTACTARTARGTTTACTTATTACTATCARGTTGRTGGCG
GCTARTCCARGAAATATCTTARACGCTTTAACAACTGCARARGGGT TTGATCGARGAGATATTGATARTGTAGTATATACTTATTCTARTAATACTAATARGTTTACTTATTACTATCARGTTGGRTGGCG
GCTARTCCARGAAATATCTTARACGCTTTAACAACTGCTARAGGAT TTGATCGARGAGATATTGATARTGTAGTATATACTTATTCTARTAATACTAATARGTTTACTTATTACTATCARGTTGGRTGGCE
GCTARTCCARGAAATATCTTARACGCTTTAACAACTGCaAARGGET TTGATCGARGAGATATTGGTARTGTAGTATATACTTATTCTARTAATACTAATARGTTTACTTATTACTATCARGTTGGTGGCE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
CGATTACAACTTGACCAGARGTTCARGTARATTACARAACT TCGGCTARTATTACTTACTACAATTTARCTAGARCTGATTTTGGARGTACTACTCCTGCARCTCARGATGCARATACCGTATCATCTAR
CGATTACAACTTGACCAGARGTTCARGTARATTACARAACT TCGGCTARTATTACTTACTACAATTTARCTAGARCTGATTTTGGARGTACTACTCCTGCARCTCARGATGCARATACCGTATCATCTAR
CGATTACAACTTGACCAGAAGTTCARGTARATTACARAACT TCGGCTARTATTACTTACTACARTTTARCTAGARCTGATTTTGGARGTACTACTCCTGCARCTCARGATGCARATACCGTATCATCTAR
CGATTACAACTTGACCAGAAGTTCARGTARATTACARAACTTCCGCTAATATTACTTACTACARTTTARCTAGARCTGATT TTGGARGCGTARGATCTGARACTCARGATGCARATACCGTATCATCTAR
CGATTACAACTTGACCAGARGTTCARGTARATTACARAACT TCeGCTARTATTACTTACTACARTTTARCTAGARCTGATTTTGGARGL act Act.cCTGeARCTCARGATGCARATACCGTATCATCTAR

391 400 410 420 430 440 450 460 470 430 430 500 510 520

1 1
ATTARACGGCGCTTACTTATCATCAACTGGCGATCARCARGGATGATACARCGGTTCARTCTATGT TARRARAGCGAGCTTTACACCARGTAGCCARGGTTATACTTGACARGATTTCARRGGTTTAACA
ATTARACGGCGCTTACTTATCATCAACTGGCGATCARCARGGATGATACARCGGTTCARTCTATGT TARRARAGCGAGCTTTACACCARGTAGCCARGGTTATACTTGACARGATTTCARRGGTTTAACA
ATTARACGGCGCTTACTTATCATCAACTGGCGATCARCARGGATGATACARCGGTTCARTCTATGT TARRARAGCGAGCTTTACACCARGTAGCCARGGTTATACTTGACARGATTTCARRGGTTTAACA
ATTARACGGCGCTTACTTATCATCAACAGGAGATTCA---GGATGATATAACGGTTCARTCTATGT TARRCARGCARACTTTACACCARGTAGCCARGGTTATACTTGACARGATTTCARRAGGTTTAACA
ATTARACGGCGCTTACTTATCATCAACLGGeGATcaRcaabGATGATACARCGGTTCARTCTATGTTARRERAGC#AgCTTTACACCARGTAGCCARGGTTATACTTGACARGATTTCARRAGGTTTAACA

521 530 540 550 560 570 580 590 GO0 610 620 630 640 650
| |
ACTACAGCARGTARCGCAGTTATTTCTARCTGAACARARGCTGGATACAGTATTAGACCAGATGATGATACAGTATTCARCGTTTCTARGATTCCTTTTGARAARGAARTCACCGCTGCTGTTAATGTAR
ACTACAGCARGTARCGCAGTTATTTCTARCTGAACARAAGCTGGATACAGTATTAGACCAGATGATGATACAGTATTCARCGTTTCTARGATTCCTTTTGARAARGAARTCACCGCTGCTGTTAATGTAR
ACTACAGCARGTARCGCAGTTATTTCTARCTGAACARAAGCTGGATACAGTATTAGACCAGATGATGATACAGTATTCARCGTTTCTARGATTCCTTTTGARAARGAARTCACCGCTGCTGTTAATGTAR
ACTACAGCARGTARCGCAGTTATTTCTARCTGAACARARGCCGGATACAGTATTAGACCAGATGATGATACAGTATTCARCGTTTCTARGATTCCTTTTGARAARGAARTCACCGCTGCTGTTAATGTAR
ACTACAGCARGTARCGCAGTTATTTCTARCTGARCARAAGCEGGATACAGTATTAGACCAGATGATGATACAGTATTCARCGTTTCTARGATTCCTTTTGARAARGAAATCACCGCTGCTGTTAATGTAR

6651

ooem e —

11. dbra. A gapA génre specifikus, dltalunk tervezett 4. PCR amplikonjdnak szekvencia

illesztése
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e) mgc2 (AE016967) gén szekvencia analizisének eredménye

A mgc2 génre specifikus, adltalunk tervezett PCR termékeit az MG TS-11, az MG X-95, az
MG Rlow és az MG M3 torzsek esetében szekvenaltuk. A szekvencia illesztések a 12. dbran

lathatdak.

Az abra alapjan az mgc2 altalunk vizsgalt szekvencidjaban a pontmuticidkon kiviil 3 nagy
variabilis régiét kiilonithetiink el. Az MG TS-11 és az MG X-95 szekvencidjaban a 316-320
és a 408-422 bp pozicidkban inszercid jelent meg. Emellett az MG X-95 szekvencidja a 497-
560 bp pozicidig deléciot tartalmaz.

1 10 20 30 40 50 30 70 80 90 100 110 120 130

I I

R1 GTTATTGCGCTTGGARCTGGAGT TRGTCTARCCAGTGARCACARATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGARGGTGARACTARCTCCGTTGGTCCARGARAGATTACCTCCGARCCCTGATTTT

Rh  GTTATTGCGCTTGGARCTGGAGT TRGTCTARCCAGTGARCACARATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGARGGTGARACTARCTCCGTTGGTCCARGARAGATTACCTCCGARCCCTGATTTT

H3 GTTATTGCGCTTGGARCTGGAGT TRGTCTARCCAGTGARCACARATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGAAGGTGARACTARCTCCGTTGGTCCARGARAGATTACCTCCGARCCCTGATTTT

T5-11 GTTATTGCGCTTGGARCTGGAGT TGGTCTARCCAGTGARCACAAATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGARGG TGARRCTARTTCCGTTGGTCCAAGAARGATTACCTCTGARCCCTGATTTT
¥-95 GTTATTGCGCTTGGAACTGRAGT TRGTCTAACCAGTGARCACARATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGARGGTGARACTARCTCCGTTGGTCCARGAARGAT TACCTCCGAACCCTGATTTT
Consensus  GTTATTGCGCTTGGARCTGGAGTTGGTCTARCCAGTGARCACARATACGARCATTCACCCACACTTGTTTTACATGARGGTGARACTARCTCCGTTGGTCCARGARAGATTACCTCeGARCCCTGATTTT

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260

I I

Rl ATCCAGTAGTGRGTGCAGGTGCTGAGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGGT TTAGGGAT TGGGAT TCCGATCGL TARGAAARARGARAGAATGATGATCCARGAACGTGAAGAACACCARRAGATGGT

Rh  ATCCAGTAGTGRGTGCAGGTGCTGRGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGGT TTAGGGAT TGGGAT TCCGATCGL TARGAAARARGARAGAATGATGATCCARGAACGTGAAGAACACCARARGATGET

H3 ATCCAGTAGTGRGTGCAGGTGCTGRGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGGT TTAGGGAT TGGGAT TCCGATCGL TARGAAARARGARAGAATGATGATCCARGAACGTGAAGAACACCARRAGATGET

T5-11 ATCCAGTAGTGAGTGCAGGTGCTGGGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGETTTAGGGATTRGGATTCCGATCGC TAAGARARRARGARRGAATGATGATCCAAGARCGTGAAGAACACCARAAGATGGT
¥-95 ATCCAGTAGTGGGTGCAGGTGCTGRGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGGTTTAGGGAT TRGGATTCCGATCGCTARGARARARGARAGAATGATGATCCARGAACGTGAAGAACACCARAAGATGET
Consensus  ATCCAGTAGTGGGTGCAGGTGCTGGGTTGATTGTTGTTTCTTTACTCTTGGGET TTAGGGAT TRGGATTCCGATCGCTARGARARAAGARAGAATGATGATCCAAGAACGTGAAGAACACCARAAGATGET

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I I

R1 TGAATCCCTTGGAATAAT TGAAGARCARRATARRACAGAAGCGATTGAGCCARCT GAAGARGTTARTACTCAAGARCCARCTCARCCAGC TGGTGTTARTGTAGCTARTAACCCT

Rh  TGAATCCCTTGGAATAAT TGAAGARCARRATARRACAGAAGCGATTGAGCCAACT- ~GARGAAGTTAATACTCARGAACCAACTCAACCAGC TGETGTTARTGTAGCTARTARCCLT

H3 TGAATCCCTTGGAATAATTGAAGARCARRATARRACAGAAGCGATTGAGCCAACT ==—m e m e GAAGARGTTARTACTCAAGARCCARCTCARCCAGCTGGTGTTARTGTAGCTARTAACCCT

T5-11 TGAATCCCTTGGAATAATCGAAGAACARAATARAACAGAAGCGATTGAGCCARCTACATCAGTGCCARCTGARGARGTTARTACTCAAGARCCARCTCARCCAGCTGGTGTTARTGTAGATAATAACCCT
¥-95 TGAATCCCTTGGAATAATCGARCARCARAATARARCAGAAGCGATTGAATCARCTGCAGCAGTGCCARCTGARGARGTTAATACTCARGARCCARCTCARCCAGCTGGTGTTARTGTAGATARTAATCCT
Consensus  TGAATCCCTTGGAATAATcGAAgARCARARTARRACAGARGCGATTGAgCCAACT , ca, cagtgccaact GAAGARGTTARTACTCARGARCCARCTCARCCAGCTGGTGTTARTGTAGATARTAACCCT

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520

| |

Rl CAGATGGGGATCAATCA--—- ACCTCAGATTARTCCGCARTTTGGTCCTAATCCCCARCARAGAAT TAARCCCACAGTGCTTTGGTGGCCCAATGCAACCTAACCARATGGGARTGCGAC

Rh CAGATGGGGATCAATCA=- =~=ACCTCAGATTARTCCGCARTTTGGTCCTARTCCCCARCARAGAAT TAACCCACAGTGCTTTGGTGGCCCAATGCAACCTARCCARATGGGAATGCGAC

H3 CAGATGGGGATCAATCA====- ACCTCAGATTARTCCGCARTTTGGTCCTAATCCCCARCARAGARTTAACCCACAGTGCTTTGGTGGCCCAATGCAACCTAACCARATGGGARTGCGAC

T5-11 EHﬁHTEGﬁEHTCHHTDHGCCHEGHTTTHHTCHHDCTCHEHTTHHTCCGDHHTTTHTTCCTHHTCCCDHHCHHHﬁHHIGHHCDCHEHEEﬁETTTGETGECDCHHTECCHCITHHCDHRHTEEEEHTECEHC
¥-95 CAGATGGGGATCAATCAGCCAGGATTTARTCAACCTCAGATTARTCCGCAATTTGGTCCTCATCCCCARCARAGAATTAACCCGCAGGGCTTTGGTGGCCCARTGT=—m-
Consensus CAGATGGGGATCAATCAgccagpatttaat.caACCTCAGATTARTCCGCAATTTggTCCTaATCCCCARCARAGAATLAACCCACAGEGCTTTGGTGGCCCAATGE, ac., taaccaaatggg.atgcgac

521 530 Sdi 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650

I I

R1 CAGGGTTTARCCARRTGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCTARCCARATGGGAATGCGACCAGGGTTTAACCARATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCARGACCARACT TCCCTARCCARAT
Rh  CAGGGTTTARCCARRTGCCCCCACARATGRGAGGARTGCCACCTARCCARATGGGAATGCGACCAGGGTTTAACCARATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCARGACCARACT TCCCTARCCARAT
H3 CAGGGTTTARCCAAATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCTARCCARATGGGAATGCGACCAGGGTTTARCCARATGCCCCCACARATGGGAGGAATGCCACCARGACCARRCTTCCCTARCCARAT
T5-11 CAGGGTTTARCCARATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCTARCCAAATGGGGATGCGACCAGGGTTTARCCARATGCCCCCACARATGGGAGGAATGCCACCARGACCARACTTCCCTARCCARAT

X-95 CACTTAACCARRTGGGGATGCGACCAGGGRTTTARCCARATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCARGACCARRCTTCCCTARCCARAT
Ci cagggtht b it tgcCACcTARCCARATGGG¢ATGCGACCAGGGTTTARCCARATGCCCCCACARATGGGAGGARTGCCACCARGACCARACTTCCCTAACCARAT
651 660 670 680 630 700 710 720 730 740 750 760 770 780

I I

R1 GCCTARTATGARCCARCCTAGACCAGGTTTCAGACCACARCCTGATGGTGGGGTGCCGATGGGAAATARAGC TGGAGGTGEGTTTAATCACCCAGGTACACCARTGGGTCCARRCCGCATGARCTTCCCT

Rh  GCCTARTATGARCCARCCTAGACCAGGTTTCAGACCACARCCTGRTGGRTGGGGTGLCGATGEGAAATARAGC TRGAGGTGRGTTTAATCACCCAGGTACACCARTGGGTCCARRCCGCATGARCTTCCLT

H3 GCCTARTATGAACCARCCTAGACCAGGTTTCAGACCACAACCTGGRTGGTGGGRTGCCGATGEGARATARAGC TGGAGGTGGGTTTARTCACCCAGGTACACCARTGGGTCCARACCGCATGAACTTCCCT

T5-11 GCCTARTATGAACCARCCAAGACCAGGTTTCAGACCACAACCTGGTGGTGGGECGCCGATGEGARATARAGC TGGAGETGGGTTTARTCACCAGGGTGCACCARTGGGTCCARACCGCATGAACTTCCCT
¥-95 GCCTARTATGARCCARCCARGACCAGGTTTCAGACCACARCCTGGTGGTGGEGCGCCGATGGGAARTARAGC TGGAGGTGGGTTTARTCACCAGGGTGCACCAATGGGTCCARACCGCATGARCTTCCCT
Consensus  GCCTAATATGARCCAACCaAGACCAGGTTTCAGACCACAACCTGGTGGTGGGG:GCCGATGGGAAATARAGE TGGAGGTGGGTTTARTCACCagGGTeCACCARTGGGTCCARACCGCATGAACTTCCCT

781 790 800

| e e e |

R1 AATCARGGARTGAATCAGCC

Ph ARTCARGGARTGAATCAGCC

H3 AATCARGGARTGAATCAGCC

T5-11 AATCARGGAATGAATCAGCC
¥-95 AATCAAGGAATGAATCAGCC
Consensus  AATCARGGAATGAATCAGCC

12. dbra. Az mgc2 génre specifikus, dltalunk tervezett PCR amplikonjdnak szekvencia

illesztése
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f) pvpA gén (AE016969) szekvencia analizisének eredménye

A Liu és munkatarsai altal tervezett (Liu és mtsai. 2001), altalunk moddositott PCR sordn
keletkezett amplikonokat az MG TS-11, az MG X-95, az MG Rlow és az MG M3 esetében

szekvenaltuk. A szekvencia illesztéseket a 13. dbra tartalmazza.

Az abra alapjan lathatd, hogy a tobb kisebb méretli variabilis régié (a 41. bp és a 224. bp
pozicidktdl) és a pontmuticidk mellett az MG X-95 szekvencidja a 260-307 bp pozicidban,

valamint a 319-330 bp poziciéban egy-egy deléciot tartalmaz.

¥-95

1 10 20 30 40 50 60 n 80 0 100 110 120 130
| |
GETAGTCCTAAGTTATTAGGTCCARACCARGCTGG-TCATCCACARCACGGACCACGT-CCGATGARTGLTCATCCAGGTCARCCACGTCCTCARCARGLTGGCCCACGTCCARTRGGAGC TRRTGGATE
GGTAGTCCTAAGTTATTAGGTCCARACCARGCTGG-TCATCCACTACACGGACCACGTTCCGATGARTGCTCATCCAGGTCARCCACGTCCTCARCARGCTGGCCCACGTCCARTRGGAGCTRGTGGATC
GETAGTCCTAAGTTATTAGGTCCARACCARGCTGGGTCATCCACTACACGGACCACGTTCCGATGARTGLTCATCCAGGTCARCCACGTCCTCARCARGCTGGCCCACGTCCARTRGGAGCTEGTGGATC
GETAGTCCTARGTTATTAGGTCCARACCARGCTGG-TCATCCC--ACACGGACCACGTTCCGATGARTGCTCATCCAGGTCARCCACGCCCTCARCARGCTGECCCACGTCCARTRGGAGCTGGTGGATC
GETAGTCCTARGTTATTAGGTCCARACCARGCTGG=TCATTCACTACACGGACCACGT-CCGATGARTGCTCATCCAGGTCARCTACGTCCTCARCARGLTGGCCCACGTCCARTRGGAGCTRGTGGATC
GETAGTCCTARGTTATTAGGTCCARACCARGCTGE, TCATeCact ACACGGACCACGT ,CCGATGARTGLTCATCCAGGTCAACEACGLCCTCARCARGCTGECCCACGTCCARTRGGAGCTEGTGGATC

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
| |
TRAACCARCCAAGACCARTGCCARATGGTCTACARAACCCACAAGGTCCACGACCARTGARCCCTCARGGCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARRRTTCTCARCCACGE
TRAACCARCCAAGACCARTGCCARATGGTCTACARRACCCACAAGETCCACGACCARTGARCCCTCARGGCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARRRTTCTCAACCACGE
TRACCARCCAAGACCARTGCCARATGGTCTACARRACCCACAAGGTCCACGACCARTGARCCCTCARGGLGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARARTTCTCARCCACGE
TRACCARCCAAGACCARTGCCARATGGTCTACARAACCCACAAGETCCACGACCARTGARCCCTCARGGLGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARRRTTCTCARCCACGE
TRAACCARCCAAGACCCATGCCARATGGTCCACARAACCAACAAGGTCCARGACCARTGARCCCTCARGGCARTCCTCGTCCTGARCCAGCTGGCCCACGACCTARCGGCCCACARRRTTCTCARCCACG=
TRACCARCCAAGACCaATGCCARATGGTCLACARRACCCACAAGGTCCAcGACCARTGARCCCTCARGGLEATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGE gtcaGACCTARCAGCCCACARARTTCTCARCCACGE

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| |
CCARTGCCAAATARRCCACARGGTCCACGACCARTGGGTRCTCCARATCCTCAACCAGGCCCTCARCARGC TGGCCCACGTCCARTGGEAGTTGRTGGATCTARCCARCCARGACCAATGCCARATGGTC
CCARTGCCAAATARRCCACARGGTCCACGACCARTGGGTRCTCCARATCCTCAACCAGGCCCTCARCARGC TGGCCCACGTCCART GGGAGTTGRTGGATCTARCCARCCARGACCAATGCCAAATGGTC
CCARTGCCARATARACCACARGGTCCACGACCARTGGETGCTCCARATCCTCARCCAGGCCCTCARCARGC TGECCCACRTCCARTGGGAGTTRRTGGATCTAACCAACCARGACCARTGCCARATGGTC
CCARTGCCARATARACCACARGGTCCACGACCARTGGETGCTCCARATCCTCARCCAGGCCCTCARCARGC TGECCCACRTCCARTGGGAGCTGRTGGATCTARCCARCCARGACCARTGCCARATCGTC

TCCTCARCCAG: CTGECCCACGTCCARTGGGAGCTGGTAGATC TARCCAACCARGACCARTGCCARATGGTC
LeggtectccaaalCLTCAACCAGgcect caacaagCTRGLCCACGTCCARTGGEAGE TGRTgGATCTARCCARCCARGACCARTGCCARATEGTL

ccaakg L L

Consensus

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
| !
TACARARCCCACARGGTCCACGACCARTGARCCCTCAAGGCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTAACCAGCCAGRGACGACGTCL
TRCARARCCCACAAGGTCCACGACCARTGARCCCTCARGRCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTARCCAGCCAGGGACGACGTCL
TRCARARCCCACAAGGTCCACGACCARTGARCCCTCARGGCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTARCCAGCCGGRGACGACGTCL
CACARARCCCACARGGTCCACGACCARTGARCCCTCARGGCGATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTAACCAGCCAGRGACGACGTCL
CRACARARCCAACARGGTCCARGACCARTGAACCCTCARGGCARTCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTAACCAGCCGGEGACGACGTCL
cACARARCCcACARGGTCCA:GACCARTGARCCCTCARGRCEATCCTCGTCCTCARCCAGCTGGTGTCAGACCTARCAGCCCACARGCTARCCAGCCyGRGACGACGTCE

13. dbra. A pvpA génre specifikus, Liu és munkatdrsai (2001) dltal tervezett, dltalunk

modositott PCR amplikonjdnak szekvencia illesztése
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6.4. Statisztikai eredmények

A statisztikai elemzést az Osszes vizsgdlt torzs esetében a RAPD PCR, valamint az Osszes
vizsgéalt génszakasz PCR és RFLP mintazatai alapjan végeztiik el. Az ordinacié sordn NMDS-
t hasznaltunk Euklideszi tavolsdgot alkalamzva. Az eredmények a 14. abran lathatok. A
pontok melletti szamok a vizsgdlt torzseket jelzik. Az abrdbodl lathat6, hogy az MG FS-9
(1226), MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és az MG Mhad3 szorosan egymas
mellett helyezkedik el, vagyis ezen torzsek kozotti PCR- és RFLP-mintazatbeli kiilonbségek
minimalisak (,,A” csoport). Az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 szintén egy csoportba
sorolhatdk, viszont az ,,A” csoporttdl egyértelmiien megkiilonboztethetéek (,,B” csoport). Az
MG X-95 és az MG TS-11, valamint az MG F és az MI 4229 egy-egy csoportot alkotnak (,,C”

és ,,D” csoport). Ezt az eredményt a cluster analizis (osztdlyozds) megerdsiti (15. dbra).

Coordinate 2

Coordinate 1

14. dbra. Az RFLP mintdzatok alapjdan készitett NMDS eredménye. A pontok a vizsgdlt
torzseket jelolik. 1: M1, 2: MG F, 3: MG TS-11, 4: MG MK-7, 5: MG MS-16, 6: MG S6, 7:
MG FS-9, 8: MG X-95, 9: MG RCl, 10: MG Rhigh, 11: MG Rlow, 12: MG Rhighm, 13: MG
M3.
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10
12
13

11

-0,1

-0,24

0,3 |

-0,4

0,5

Similarity

-0,6

-0,74

0,8

-0,94

15. dbra. Az RFLP mintdzatok alapjdn készitett osztdlyozds eredménye. A szdmok a vizsgalt
torzseket jelolik. 1: MI, 2: MG F, 3: MG TS-11, 4: MG MK-7, 5: MG MS-16, 6: MG S6, 7:
MG FS-9, 8: MG X-95, 9: MG RCl, 10: MG Rhigh, 11: MG Rlow, 12: MG Rhighm, 13: MG
M3.
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7. Megbeszélés

7.1. A genomon végzett RAPD PCR reakcidok eredményeinek megbeszélése

Fan és mtsai. (1995) altal tervezett, altalunk médositott RAPD PCR segitségével mindkét MG
vakcina torzs (MG F és MG TS-11), valamint az MI 4229 is egyértelmiien
megkiilonboztethetd a tobbi MG torzstdl €s egymastdl. Ezeket a primereket hasznédlva Fan és

munkatarsai (1995) szintén kiilonbséget tettek kiilonb6z6é MG izoldtumok kozott.

Charlton és mtsai. (1999b) primereit haszndlva az MG F és az MI 4229 egyértelmiien
megkiilonboztethetd a tobbi vizsgalt torzstdl, azonban az MG TS-11 vakcina torzs az MG
MK-7 és az MG S6 torzsekkel mutat hasonlé mintdzatot. Charlton ugyancsak kiilonbségeket
talalt az altala vizsgalt MG torzsek kozott (Charlton €s mtsai. 1999b).

Ezek alapjan elmondhatd, hogy az MI 4229, az MG F és az MG MS-16 DNS mintdzata
mutatja a legnagyobb kiilonbséget egymadstdl, illetve a tobbi torzstdl, mig az MG FS-9, az
MG RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 t6rzsek DNS mintdzata a

leginkdbb hasonl6 egymashoz.

7.2. Az egyes génszakaszokra specifikus PCR reakcidk és az RFLP eredményeinek

megbeszélése

a.) recA génre specifikus PCR és az RFLP analizis eredménye

Bencina altal tervezett harom par primert (szébeli kozlés) és igy harom PCR rendszert
haszndlva az altalunk vizsgélt torzsek kozott nem mutatkozott kiillonbség. Sajnos arra
vonatkozdan nincs tudomdsunk, hogy a szerzd az dltala tervezett primereket alkalamzva
végzett-e az MG torzsek kozott ilyen irdnyd 6sszehasonlitast, és ha igen, akkor a vizsgélatok
milyen eredménnyel zarultak. Ugyanakkor amennyiben sajat primereket alkalmaztunk, a
torzseket két csoportba oszthattuk. A szekvencia adatok alapjdn az MG TS-11 vakcina torzs
szekvencidja kiillonbozott leginkdbb a tobbi torzs szekvencidjatdl. Ez a kiilonbség oka lehet

ezen torzs hoérzékenységének.
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b.) crmA génre specifikus PCR-RFLP eredményének megbeszélése

A crmA gén az MG citadherens tulajdonsdgdnak vizsgdlata sordn keriilt el6térbe (Troy, 1998;
Papazisi és mtsai. 2000, 2002b). A gén szekvencidjdban bekovetkezd valtozasok
kovetkeztében az MG elvesztette citadherens képességét. Ugyanakkor a kiilonb6z6 MG
torzsek ezen gén alapjan torténd Osszehasonlitdé vizsgalatira eddig nem keriilt sor. Jelen
munka sordn a crmA gén alapjan végzett Osszehasonlité vizsgdlatokhoz ©t PCR-t
fejlesztettiink ki. Mindegyik PCR amplikonjat RFLP analizisnek vetettiik ald. Az MI 4229
torzs esetében a vizsgalt gén csupdn egy szakaszdt mutattunk ki. Ennek alapjdn a tobbi
génszakasz olyan mértékli vdltozason mehetett keresztiil, hogy azt az éltalunk tervezett
primerek segitségével nem sikeriilt amplifikdlni. Hasonl6 mondhat6 el az MG F, az MG MK-
7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek esetében is, bar ezeknél a torzseknél a crmA gén tobb
szakaszdt 1is kimutattuk. Az RFLP mintdzatok alapjdn a gén egyes szakaszai
véaltozékonyabbak a torzsek kozott, mint masok. A PCR-RFLP eredményeit a szekvencia

analizis megerdsitette.

c.) crmB génre specifikus PCR és RFLP eredményének megbeszélése

Jelenleg az MG R torzsének szekvencidjan kiviil sem a crmB, sem a crmC gén jellemzésére

sem allnak rendelkezésre adatok.

A crmB génen végzett vizsgalatok sordn a gén jellemzésére négy PCR-t fejlesztettiink ki.
Mindegyik PCR amplikonjat RFLP analizisnek vetettik ald. Az MI 4229 és az MG F
torzseket egyik PCR-rel sem mutattuk ki, vagyis ezen torzsek esetében a vizsgdlni kivant
szekvencia nukleotid sorrendjében jelentds valtozds mehetett végbe. A tobbi torzs k6zott nem

mutattunk ki a PCR-RFLP mintdzatok alapjan kiilonbséget.

d.) crmC génre specifikus PCR és RFLP eredményének megbeszélése

A crmC gén jellemzésére 6t PCR-t fejlesztettiink ki. Mindegyik PCR amplikonjat RFLP
analizisnek vetettiik ald. A crmC gén egyes fragmentjei varidbilisnak bizonyultak, maés
fragmentek pedig nem mutattak a torzsek kozott kiilonbséget. Az MG TS-11 vakcina torzs a
vizsgalt gén tobb szakaszanak szekvencidjdban a tobbi torzstdl egyértelmiien kiillonbozik. Az

elvégzett szekvencia analizis ezt az eredményt megerdsitette.
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e.) gapA génre specifikus PCR és RFLP eredményének megbeszélése

Az Amerikai Egyesiilt Allamokbeli MG izolatumokon a gapA és az mgc2 gén alapjan Kleven
és mtsai. (2004) végeztek Osszehasonlité vizsgilatokat. A gapA gén két szakaszéra tervezett
PCR-ek segitségével dolgoztak. A vizsgilt gén GAPA IF-GAPA 1R (1 PCR) altala
felszaporitott szakaszdn a szekvenciaadatok alapjan nagyobb, mig a Myc 3F-Myc 4R (2 PCR)
primerpar altal amplifikdlt szakaszon kisebb kiilonbséget taldltak az altaluk vizsgalt torzsek
kozott (Kleven és mtsai. 2004). Jelen munka soran Kleven és munkatarsai (Kleven és mtsai.
2004) altal tervezett ugyanezen két primer part alkalmazva csupdn egyik PCR-RFLP sordn
(Myc 3F-Myc 4R primer part haszndlva) mutattunk ki kiilonbséget a torzsek kozott.
Amennyiben az dltalunk tervezett primereket alkalmaztuk, az MI 4229 torzs esetében tobb, az
MG F vakcina torzs esetében pedig a gapA gén egy szakaszat nem mutattuk ki. Azaz ezek a
génszakaszok ezekben a torzsekben jelentds véltozdson mentek keresztiil. Az MG TS-11
vakcina torzs a gapA génen végzett RFLP alapjdn szintén egyértelmiien megkiilonboztethetd

a tobbi torzstdl, amely kiilonbség a szekvencia adatok alapjan is megjelenik.

f) mgc2 génre specifikus PCR és RFLP analizis eredményének megbeszélése

Az mgc2 génre specifikus, Kleven és munkatarsai (2004) daltal tervezett primerpart
alkalmazva a szekvenciaadatok alapjan a vizsgalt torzsek kozott kiilonbségeket jegyeztek meg
(Kleven és mtsai. 2004). Ugyanezen primer pért alkalmazva a PCR-RFLP analizis sordn az
MG X-95 torzs megkiillonboztethetd a tobbi vizsgalt torzstdl. Az mgc2 génre specifikus,
altalunk tervezett PCR-RFLP segitségével a torzsek kozott tobb kiillonbséget is kimutattunk.
Ezen gén alapjan az MI 4229, az MG F és az MG TS-11 vakcina torzsek, valamint az MG X-
95 torzs egyértelmlien megkiilonboztethetok egymastdl és a tobbi vizsgdlt torzstol. Ez
utébbiak ugyancsak tobb csoportba oszthatok. Ez alapjan az mgc2 gén igen varidbilisnak
mondhaté. Ezt megerdsiti az elvégzett szekvencia analizis, hiszen a gén szekvencidjdban az
MG TS-11 és az MG X-95 torzsek esetében tobb inzercid, illetve egy delécid is

megfigyelhetd.
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g.) LP génre specifikus PCR és RFLP analizis

Nascimento et al. dltal LP génnek nevezett szekvencia (Nascimento és mtsai, 1991) a vizsgalt
torzsek mindegyikében kimutathat6 volt. A torzsek kozott az RFLP-t kdvetden sem taldltunk
kiilonbséget. Nascimento ¢és munkatdrsai (1991) az altaluk tervezett PCR-t az MG
detektdlaséra tervezték és 17 Mycoplasma-fajra tesztelték. A tesztelt fajok koziil csupan az
MGe-re kaptak specifikus reakcidt, azonban az éltaluk vizsgalt fajok kozott nem szerepelt az

MI.

h.) pvpA génre specifikus PCR és RFLP analizis

A Liu és mtsai. dltal javasolt primerek (Liu és mtsai. 2001) és az altalunk mddositott PCR
reakcié, valamint RFLP alkalmazdsa sordn a torzsek kozott kiillonbségek figyelhetok meg.
Ezek a kiilonbségek a szekvencia adatokban is megmutatkoznak. Eredményeink az ScrFI
restrikcids enzim alkalmazdsa sordn keletkezett termékek méretének megallapitdsan kiviil

0sszhangban dllnak Liu és mtsai. (2001) éltal k6zolt eredményekkel.
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8. Kovetkeztetések

A fentiek alapjan az egyes torzsek jellemzésére az aldbbi tesztek alkalmazhatdak:

8.1. Kovetkeztetések a genomon végzett RAPD PCR reakciok alapjan

A Fan és mtsai. (1995) 4ltal tervezett, dltalunk mddositott RAPD PCR reakcié alapjdn a

vizsgalt torzseket 6 csoportba osztottuk be:

A: MI 4229

B: MGF

C: MG TS-11

D: MG MK-7 és MG S6

E: MG MS-16

F: MG X-95, MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

Ugyanakkor Charlton és mtsai. (1999b) altal tervezett, altalunk moddositott RAPD PCR

alapjdn szintén 6 csoportot kiilonitettiink el, melyek azonban mas dsszetételiek voltak:

I: M14229

II: MG F

III: MG TS-11, MG MK-7 és MG S6

IV: MG MS-16

V: MG X-95

VI: MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

Ezek alapjan elmondhatd, hogy az MI 4229, az MG F és az MG MS-16 DNS mintdzata

mutatja a legnagyobb kiillonbséget egymastdl, illetve a tobbi torzstdl, mig az MG FS-9, az
MG RCl, az MG Rhigh, az MG Rlow, az MG Rhighm és az MG M3 t6rzsek DNS mintdzata a

leginkdbb hasonl6 egymashoz.
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8.2. Kovetkeztetések az egyes génszakaszokra specifikus PCR reakciok és az RFLP alapjan

a.) recA génre specifikus PCR és az RFLP analizis eredménye

- Bencina dltal tervezett harom pér primert (szébeli kozlés) és igy harom PCR rendszert
haszndlva az eredményeket kdvetkezoképpen foglalhatjuk Ossze.
= A PCR soran kimutathat6 az osszes vizsgélt torzs az M1 4229-et is beleértve.

» Az amplikon RFLP vizsgdlata sordn a vizsgalt torzsek k6zott nem mutatkozott kiillonbség.

- Az 4ltalunk haszndlt PCR-t alkalmazva az MI 4229-et nem mutattuk ki. Az amplifikalt

termék tekintetében az MG torzseket két csoportba oszthatjuk:

A csoport: MG FS-9, MG X-95, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG

M3
B csoport: MG TS-11, MG MK-7, MG S6 és MG MS-16

- A szekvencia adatok alapjan az MG TS-11 szekvencidja tobb pontmutécidt tartalmaz, mig

a tobbi szekvenadlt torzs (MG Rhigh és MG M3) esetében a szekvencia nem kiilonbozik az

MG Rlow torzsétdl. Ez a néhany pontmutdcié szerepet jatszhat az MG TS-11

héérzékenységében.

b.) crmA génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

A crmA génen végzett vizsgédlatok sordn a gén jellemzésére 6t PCR-t fejlesztettiink ki.

Mindegyik PCR amplikonjiat RFLP analizisnek vetettiik ald. A vizsgédlatok alapjan az aldbbi

megéllapitasokat tehetjiik:

- Az MI 4229 torzset csupédn az 5. PCR (az AE016967 jelli szekvencidnak 2602-3156 bp-ig

terjedd szakaszan) soran mutattuk ki

- Az MG F vakcina torzset csupan az 1. és az 5. PCR (az AE016967 jelli szekvencidnak 40-

719 bp-ig, valamint a 2602-3156 bp-ig terjedd szakaszan) soran mutattuk ki

- Az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzseket a 2. PCR (az AE016967 jelt

szekvencidnak 683-1312 bp-ig terjedd szakaszdn) sordn nem mutattuk ki
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Az RFLP mintdzatok alapjan a 3. és az 5. PCR sordn (az AE016967 jelli szekvencidnak
1263-1864 bp-ig, valamint a 2602-3156 bp-ig terjedd szakasza) amplifikalt fragmentek a
legvariabilisabbak

A 3. PCR amplikonjanak Alul és Rsal enzimekkel torténd emésztését kovetden a torzseket
4 csoportba soroltuk:

A csoport: MG TS-11 és MG X-95

B csoport: MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow és MG Rhighm

C csoport: MG MK-7, MG S6 és MG MS-16

D csoport: MG M3

Az 5. PCR amplikonjanak Mbol enzimmel torténé emésztését kovetden a torzseket 2
csoportba soroltuk:

A csoport: MG X-95

B csoport: tobbi vizsgdlt torzs (M1 4229-et is beleértve)

Az 5. PCR amplikonjanak Rsal enzimmel torténd emésztését kovetden a torzseket 4
csoportba soroltuk:

I/1 esoport: M1 4229, MG F, MG MK-7, MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG
Rhighm és MG M3

I/2 esoport: MG TS-11

II csoport: MG S6, MG MS-16

III csoport: MG X-95

A gén 6t szakaszara specifikus PCR, valamint az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG M3 és
az MG X-95 torzsek esetében a 3. és az 5. PCR termékeinek (az AE016967 jeli
szekvencidnak 1263-1864 bp-ig, valamint a 2602-3156 bp-ig terjedd szakasza) szekvencia
adatai alapjan megallapitottuk, hogy az MG M3 torzs esetében a crmA gén egy 127 bp-bol
all6 addicidt tartalmaz. Emellett a vizsgélt szekvencidk variabilitdst mutattak (kiilonosen

az MG X-95 és az MG TS-11 torzsek esetében) az MG Rlow-éhoz képest.
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c.) crmB génre specifikus PCR és RFLP eredménye

A crmB génen végzett vizsgalatok sordn a gén jellemzésére négy PCR-t fejlesztettiink ki.
Mindegyik PCR amplikonjit RFLP analizisnek vetettiik ald. A vizsgédlatok alapjan az aldbbi
megéllapitasokat tehetjiik:

- Az MI4229 és az MG F torzseket egyik PCR-rel sem mutattuk ki

- A tobbi torzs vizsgilata sordn biarmely PCR termék RFLP analizise sordn nem

mutatkozott kiillonbség

d.) crmC génre specifikus PCR és RFLP eredménye

A crmC génen végzett vizsgalatok sordn a gén jellemzésére 0t PCR-t fejlesztettiink ki.
Mindegyik PCR amplikonjiat RFLP analizisnek vetettiik ald. A vizsgédlatok alapjan az aldbbi
megallapitdsokat tehetjiik:

- Az RFLP alapjan a crmC gén 1., 2. és 4. PCR altal amplifikdlt fragmentjei varidbilisak
(63-709 bp-ig, 531-1030 bp-ig és 1892-2507 bp-ig terjedd szakaszok)

- Az 1. PCR termék Alul enzimmel torténd emésztését kdvetden a torzseket 2 csoportba
osztottuk:
A csoport: MI 4229, MG F, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG X-95, MG
RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3
B csoport: MG TS-11

- Az 1. PCR termék Hphl enzimmel torténd emésztését kovetden a torzseket szintén 2
csoportba osztottuk:
I csoport: M1 4229, MG F, MG TS-11 és MG X-95
II csoport: MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow,
MG Rhighm és MG M3

- A 2. PCR termék Alul enzimmel torténd emésztését kovetden a torzseket 2 csoportba

osztottuk:
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A csoport: MG TS-11
B csoport: MI 4229, MG F, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG X-95, MG
RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

A 4. PCR termék Fokl enzimmel torténd emésztését kovetden a torzseket 2 csoportba
osztottuk:

A csoport: MG X-95

B csoport: MI 4229, MG F, MG TS-11, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG
RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

A gén négy szakaszdra specifikus PCR, valamint az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG M3
torzsek esetében elvégzett 1., 2. és 4. PCR termék szekvencia analizise és az MG X-95
torzs esetében elvégzett 4. PCR termék szekvencia analizise alapjan megallapitottuk, hogy
a vizsgdlt torzsek szekvencidi csak kisebb szakaszokon, illetve néhdny pontmuticidban

kiilonboznek az MG Rlow adatbankban kozolt szekvencidjatol.

e.) gapA génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

Kleven és munkatdrsai (2004) altal tervezett két primer part, és igy az dltalunk médositott
két PCR rendszert hasznélva az eredményeket kdvetkezoképpen foglalhatjuk Gssze.
Az 1. PCR amplikonjanak vizsgdlata sordn a vizsgalt torzsek kozott nem lattunk
kiilonbséget
A 2. PCR amplikonjanak Mbol enzimmel torténd emésztését kovetden a torzseket 2
csoportba osztottuk:
A csoport: MI 4229, MG F, MG TS-11, MG MK-7, MG S6, MG MS-16 és MG X-95
B csoport: MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

A gapA génen végzett vizsgalatok sordn a gén jellemzésére hat PCR-t fejlesztettiink ki.
Mindegyik PCR amplikonjat RFLP analizisnek vetettiik ald. A vizsgdlatok alapjan az
aldbbi megallapitdsokat tehetjiik:

= Az MI 4229 torzset nem mutattuk ki a 2., a 3. és az 5. PCR soran (az AE016967 jeli

szekvencidnak a 642-1359 bp-ig, a 1311-2000 bp-ig és a 2402-2929 bp-ig terjedd

szakaszan)
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» Az MG F torzs esetében a 4. PCR sordn (a gén 1878-2528 bp-ig terjedd szakaszan)
nem kaptunk amplikont.

= A 4. PCR termék Mbol-el torténd emésztése sordn a torzseket harom csoportba
osztottuk be:
A csoport: MG TS-11
B csoport: MG F, MG X-95, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG RCl,
MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3
C csoport: MI 4229

- A gén hat szakaszdra specifikus PCR, valamint az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG M3
torzsek esetében elvégzett 4. PCR termék szekvencia analizise alapjan megallapitottuk,
hogy a vizsgalt torzsek szekvencidiban a pontmutdcidok mellett tobb kisebb varidbilis régid

is van.

f) mgc2 génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

- Kleven és munkatarsai (Kleven és mtsai. 2004) altal tervezett primer part, és igy az
altalunk moédositott PCR rendszert hasznédlva az eredményeket kovetkezoképpen
foglalhatjuk dssze.
= A PCR amplikonjanak RFLP analizisét kovetden a vizsgalt torzseket két csoportba

soroltuk:

A csoport: MG X-95

B csoport: MI 4229, MG F, MG TS-11, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9,
MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és MG M3

- Az mgc2 génen végzett vizsgalatok sordn a gén jellemzésére PCR-t fejlesztettiink ki. A
PCR amplikonjiat RFLP analizisnek vetettiik ald. A vizsgélatok alapjan az aldbbi
megallapitasokat tehetjiik:
= Az amplikon Haelll-mal torténd emésztése sordn a torzseket 6t csoportba soroltuk be:

A csoport: MG MK-7, MG MS-16 és MG S6

B csoport: MG F

C csoport: MG X-95

D csoport: MG TS-11

E csoport: MI 4229, MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG
M3
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= Az amplikon Pvull-vel torténd emésztése sordn a torzseket négy csoportba soroltuk
be:
I csoport: MI 4229
II csoport: MG X-95
III csoport: MG TS-11
IV csoport: MG F, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6, MG FS-9, MG RCI, MG
Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3

= Az amplikon Vspl-el torténd emésztése sordn a torzseket harom csoportba soroltuk be:
1. csoport: MI 4229, MG F, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6
2. csoport: MG TS-11
3. csoport: MG X-95
4. csoport: MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3

- A génre altalunk tervezett specifikus PCR, valamint az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG
M3 és MG X-95 torzsek esetében elvégzett PCR termék szekvencia analizise alapjan
megallapitottuk, hogy az mgc2 éltalunk vizsgélt szekvencidjaban a pontmuticidékon kiviil
3 nagy varidbilis régiét kiilonithetd el. Az MG TS-11 és az MG X-95 szekvencigjaban a
316-320 és a 408-422 bp pozicidkban inzercié jelent meg. Emellett az MG X-95

szekvencidja a 497-560 bp pozicidig deléciot tartalmaz.

g.) LP génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye
Nascimento és mtsai. dltal LP génnek nevezett szekvencidra Nascimento €s mtsai. (1991) altal
tervezett PCR és RFLP analizis alapjan kapott eredményeinket az aldbbiakban foglaljuk

ossze:

- Minden vizsgalt torzset kimutattunk a PCR soran

- A PCR-t és az RFLP-t kovetden a torzsek kozott nem taldltunk kiilonbséget

h.) pvpA génre specifikus PCR és RFLP analizis eredménye

A Liu és mtsai. (2001) &ltal javasolt primerek és az altalunk mddositott PCR reakciot,

valamint RFLP analizist kvetden az aldbbi megallapitdsokat tehetjiik:
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- A PCR sordan a vizsgalt torzsek mindegyike kimutathatd, a PCR sordn eltéré méretii

amplikonok keletkeznek.

- Az amplikon Accl enzimmel torténd emésztése sordn a torzseket harom csoportba
soroltuk be:
A csoport: MG F és MG X-95
B csoport: MI 4229, MG TS-11, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6
C csoport: MG FS-9, MG RCI, MG Rlow, MG Rhigh, MG Rhighm és MG M3

- Az amplikon Pvull enzimmel torténd emésztése sordn a torzseket négy csoportba soroltuk
be:
I csoport: M1 4229
II csoport: MG F
III csoport: MG X-95
IV csoport: MG TS-11, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6, MG FS-9, MG RCI, MG
Rlow, MG Rhigh, MG Rhighm és MG M3

- Az amplikon ScrFI enzimmel torténd emésztése sordn a torzseket hdrom csoportba
soroltuk be:
1. csoport: MG F
2. csoport: MG X-95
3. csoport: MI 4229, MG TS-11, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6, MG FS-9, MG RCl,
MG Rlow, MG Rhigh, MG Rhighm és MG M3

- A génre specifikus PCR, valamint az MG TS-11, az MG Rhigh, az MG M3 és MG X-95
torzsek esetében elvégzett PCR termék szekvencia analizise alapjan megallapitottuk, hogy
a pypA altalunk vizsgalt régidjdban a pontmuticidkon és néhdny kisebb varidbilis région
kiviil az MG X-95 szekvencidja a 260-307 bp pozicidéban, valamint a 319-330 bp

poziciéban egy-egy deléciot tartalmaz.

A munka sordn a RAPD PCR, valamint az egyes génekre specifikus PCR-RFLP mintazatok

alapjan feldllitott Mycoplasma csoportokat a 8.la. és a 8.1b. tdblazatok tartalmazzdk.
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8.1a. tabldzat. A munka sordn feldllitott Mycoplasma-csoportok. Vastag betii: jelen munka

sordn kifejlesztett PCR-RFLP. I torzsek, melyek az adott modszerrel nem mutathatoak ki.

Gén/PCR P?R Restri‘kciés Csoportok Nem liimutalthaté
szama enzim torzsek
A: MI4229
B: MGF
RAPD (Fan C: MG TS-11
és mtsai. - - D: MG MK-7, MG S6 -
1995) E: MG MS-16
F: MG X-95, MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG
Rhighm, MG M3
1: M1 4229
II: MG F
(Ciﬁgﬁ és ) ) III: MG TS-11, MG MK-7, MG S6 )
misai. 1999) Iv: MG MS-16
V: MG X-95
VI: MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3
B3 Hphl, Vspl - -
Hphl -
recA 4 A: MG FS-9, MG X-95, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG MI 4229
Vspl Rhighm, MG M3
B: MG TS-11, MG MK-7, MG S6, MG MS-16
1 Mbol, Vspl | - MI 4229
MI 4229, MG F,
2 Mbol, Vspl | - MG MK-7, MG S6,
MG MS-16
A: MG TS-11 és MG X-95
B: MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm
3 AL, Rsal | (. \IG MK, MG 6 é MG MS-16 ¢ MI 4229, MG ¥
crmA D: MG M3
4 Mbol, Rsal | - MI 4229, MG F
A: MG X-95
Mbol B: tobbi vizsgalt torzs
I/1: MI 4229, MG F, MG MK-7, MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh,
5 MG Rlow, MG Rhighm, MG M3 -
Rsal 1I/2: MG TS-11
II: MG S6, MG MS-16
III: MG X-95
1 Hphl, Vspl
2 Fokl, Rsal
crmB 3 Haelll, Rsal |~ MI 4229, MG F
4 Fokl, Vspl
A: MG TS-11
Alul B: tobbi vizsgalt torzs
1 I: MI 4229, MG F, MG TS-11 és MG X-95
Hphl II: MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG FS-9, MG RCI, MG
Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3
Alul A: MG TS-11
crmC 2 B: tobbi vizsgilt torzs -
Rsal -
3 Hphl, Vspl | -
A: MG X-95
4 Fokl B: tobbi vizsgalt torzs
Hphl -
5 Hpal, Vspl | -
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8.1b. tabldzat. A munka sordn feldllitott Mycoplasma-csoportok. Vastag betii: jelen munka

sordn kifejlesztett PCR-RFLP. I: torzsek, melyek az adott médszerrel nem mutathatoak ki.

Folytatas.
Gén/PCR P?R Restri.kci(')s Csoportok Nem liimutalthaté
szama enzim torzsek
1 Rsal, Vspl - -
2 Hpal, Mbol | - MI 4229
3 Hphl, Pyull | - MI 4229
A: MG TS-11
Mbol B: MI 4229
4 C: MG F Kkivételével a tobbi vizsgalt torzs MGF
gapA Vspl -
5 Hphl, Rsal | - MI 4229
6 Pyull, Vspl | - -
K1 Pvull, Vspl - -
A: MI14229, MG F, MG TS-11, MG MK-7, MG S6, MG MS-16, MG
K2 Mbol X-95 )
B: MG FS-9, MG RCl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3
Vspl -
A: MG MK-7, MG MS-16, MG S6
B: MG F
C: MG X-95
Haelll | 1 MG TS-11
E: MI 4229, MG FS-9, MG RCIl, MG Rhigh, MG Rlow, MG
Rhighm, MG M3
1: MI 4229
1 II: MG X-95 )
mge2 Pyull III: MG TS-11
IV: MG F, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6, MG FS-9, MG RCl,
MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG M3
1: MI 4229, MG F, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6
2: MG TS-11
Vspl 3: MG X-95
4: MG FS-9, MG RCIl, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm, MG
M3
A: MG X-95
Kl Poull, Vspl B: tobbi vizsgilt torzs )
LP 1 Fokl, Hphl - -
A: MG F és MG X-95
Acel B: M14229, MG TS-11, MG MK-7, MG MS-16 és MG S6
C: MG FS-9, MG RCl, MG Rlow, MG Rhigh, MG Rhighm és MG
M3
I: M1 4229
PVPA 1 I: MG F -
Pull I1: MG X-95
IV: tobbi vizsgilt torzs
1: MGF
ScrFl 2: MG X-95
3: tobbi vizsgdlt torzs
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8.2.1. Az eredmények alapjdn tett modszertani javaslatok

Az eredményeink felhaszndlhatok a diagnosztikai gyakorlat sordn is (16. és 17. dbrdk). A
csirke- és pulyka dllomanyokbdl az MG és az MI mellett a M. meleagridis (MM) és a M.
synoviae (MS) szintén izoldlhat6. Ez utobbi két faj kimutatdsdra irodalmi primerek allnak
rendelkezésiinkre (Boyle és mtsai. 1995; Lauerman és mtsai. 1993). A Mycoplasma
tenyésztés és az elvégzett PCR eredményeibdl e két faj jelenlétére, illetve hidnyéra
kovetkeztethetiink. Az eredménytdl fiiggetleniil az MG és az MI jelenlétét szintén irodalmi
primerekkel erdsithetjiik meg a diagnosztikai eljards sordn (Nascimento és mtsai. 1991;
Marois és mtsai. 2002). Ha vizsgalatokat kdvetoen az MI és az MG fajokra pozitiv eredményt
kapunk, tovabb folytathatjuk az eljardst. Amennyiben az MI és az MG, illetve az MG F és az
MG TS-11 vakcina torzsek elkiilonitése a célunk, a jelen munka sordn kifejlesztett, gapA
génre specifikus 4. PCR amplikonjait Mbol restrikcidés enzimmel emésztve a torzsek kozott

eltéré mintdzatot kapunk (16. abra).

MM MS MG
PCR +/- PCR +/- PCR +/- gapd 4. PCR
+ Mbol
Y| |

L » MGF(N)

——» MG TSH-11

16. dbra. Az eredmények alkalmazhatosdaga a diagnosztikai gyakorlatban I.
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Az MI 4229, az MG F és az MG TS-11 torzsek elkiilonitésére a gapA génre specifikus PCR
mellett szintén a jelen munka sordn kifejlesztett, mgc2 génre specifikus PCR-RFLP is
alkalmazhat6. A PCR sordn keletkezett amplikont Pvull és Haelll enzimekkel emésztve

azonosithatok a torzsek (17. dbra).

MM MS MG
PCR +/- PCR +/- mgc2 + mge2 +

Prull Haelll

¥ MG TS-11

L * MGF

17. dbra. Az eredmények alkalmazhatosdaga a diagnosztikai gyakorlatban II.
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A PCR-RFLP és szekvencia vizsgalatokat kovetoen elmondhatd, hogy a patogenitasban,
valamint a DNS repair-ben szereplé gének alapjan az MG fajon beliil a torzsek kozott
tobb Kkiilonbség figyelheté meg. A vizsgalt gének koziil a crmB és az LP gén egyaltalan
nem bizonyult variabilisnak. A crmC és a recA gének kevésbé, mig a crmA, a gapA, az
mgc2 és a pvpA gének igen valtozékonyak, ezért azok a diagnosztikai eljaras soran
felhasznalhatéak a MG torzsek elkiilonitésére. Ugyanakkor a gének egyes szakaszai
valtozékonyabbaknak mutatkoztak, mint ugyanazon a génen beliili egyéb szekvenciak.
A crmA gén kozbensd, illetve 3’ vég felé esé szekvencidja a torzsek kozott
valtozékonysagot mutat. Ugyanez mondhaté el a crmC gén 5°, illetve a gapA gén 3’
régiojarol is. Egyes génszakaszok ugyanakkor némely torzseknél az altalunk tervezett
PCR reakcidkkal egyaltalan nem mutathatok Kki. A crmA gén bizonyos szakaszai az MI
4229, az MG F, az MG MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek esetében nem
szaporithatéak fel, de az elso két torzset figyelembe véve a gapA génrdl is hasonlé az
eredmény. Emellett a crmB gén egészét az MI 4229-nél és az MG F vakcina torzsnél nem

mutattuk Ki.

8.3. Kovetkeztetések a statisztikai eredmények alapjan

A RAPD PCR, valamint az egyes génekre specifikus PCR-RFLP mintdzatok alapjan készitett

tobbvaltozos statisztikai eredményeket kovetden a torzsek négy csoportba sorolhatdk:

- A csoport: MG FS-9, MG RCI, MG Rhigh, MG Rlow, MG Rhighm és az MG M3 torzsek
kozotti PCR- és RFLP-mint4zatbeli kiillonbségek minimalisak

- B csoport: MG MK-7, MG S6 és MG MS-16

- Ccsoport: MG X-95 és MG TS-11

- D csoport: MG F és M1 4229
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9. Uj eredmények és hasznalhatésaguk

A Kiilonb6z6 génekre altalunk tervezett, vagy irodalmi leirdasok altalunk végzett
modositasai alapjan Kkialakitott PCR-RFLP reakciok termékeinek eltéré6 mérete
alkalmas a Kkiilonb6z6 csirke-, pulyka- és vadmadar allomanyokbél izolalt virulens és
kevésbé virulens torzsek egymassal, valamint a vakcina torzsekkel valo

osszehasonlitasara.

A kutatasaink eredményeképpen

1. A gapA, az mgc2 és a pvpA gének alapjan az MI 4229 és a vizsgalt MG torzsek kozott

egyértelmi kiilonbségeket talaltunk.

2. Az MG TS-11 vakcina torzset a crmC és a gapA gének alapjan egyértelmiien
megkiilonboztettiik a tobbi MG és MI 4229 torzstol.

3. A gapA gén alapjan az MG F vakcina torzs és a tobbi vizsgalt Mycoplasma-torzs

kozott egyértelmi kiillonbségeket taldltunk.

4. Ezek az adatok a fertozottség jarvanytani nyomozasaban is hasznalhatéak.

5. Az MG Rhigh és az MG M3 torzsek esetében részben meghataroztuk a recA, a crmA, a

crmC, a gapA, a pvpA és az mgc2 gének nukleotid-sorrendjét.

6. Az MG TS-11 vakcina torzs esetében részben meghataroztuk a recA, a crmA, a crmC, a

gapA és az mgc2 gének nukleotid-sorrendjét.

7. Az MG X-95 torzs esetében meghataroztuk a crmA, a crmC, az mgc2 és a pvpA gén

részleges szekvenciait.
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