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Bevezetés 
 
A baromfiágazatban fellépı gazdasági veszteség egyik okozója 
a Mycoplasma gallisepticum (MG) fertızöttség. A fertızöttség 
terjedésének okai a járványtani védekezés hiányossága, 
valamint újabb variáns törzsek elterjedése. Emellett az élı 
vakcinák alkalmazásával történı védekezési eljárás is 
növekszik.  
 
A MG és több más Mycoplasma faj mellett a 
baromfiállományokból M. imitans (MI) is izolálható, mely 
fenotipikus tulajdonságaiban hasonló a MG-hoz, azonban 
molekuláris tulajdonságai alapján különböznek egymástól. 
Ugyanakkor a két faj között szerológiai keresztreakciókat 
tapasztalhatunk, ami diagnosztikai nehézséget okozhat. A 
Mycoplasma fertızöttség diagnosztikájában a szerológia és az 
izolálás mellett a fejlıdı molekuláris biológiai módszerek is 
segítséget nyújtanak.  
 
A kutatások egyik iránya a MG törzsek DNS mintázaton 
alapuló megkülönböztetését jelenti. A patogenitásban részt 
vevı fehérjéket kódoló génszakaszok PCR-rel való vizsgálata 
során nyert mintázatok alkalmasak a különbözõ csirke- és 
pulykaállományokból izolált virulens és kevésbé virulens 
törzsek elkülönítésére (egymással, valamint vakcina törzsekkel 
való összehasonlítására), illetve a járványtani nyomozás során. 
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Mindezek figyelembevételével munkám célja: 
 

1. MI és MG törzsek RAPD PCR-rel való 
összehasonlítása. 

 
2. MI és MG törzsek egyes génszakaszainak PCR-RFLP 

módszerrel történı összehasonlítása. 
 

 
3. A PCR-ek során keletkezett egyes amplikonok 

szekvenálása, valamint a szekvenciák összehasonlítása. 
 
4. Az MI és MG törzsek összehasonlítása többváltozós 

statisztikai módszerek segítségével. 
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Anyag és módszer 
 
A felhasznált Mycoplasma törzsek 
A munka során 12 különbözı eredető, virulenciájú és eltérı 
biológiai tulajdonsággal rendelkezı MG törzset vizsgáltam, 
melyek az alábbiak: 

- Az MG F és MG TS-11 élı vakcinaként használt 
törzsek. 

- Az MG MK-7 (patogén) és MG MS-16 (nem patogén) 
Japán csirke izolátumok. 

- Az MG FS-9 (1226) magyarországi csirke légzsákokból 
származó izolátum. 

- Az MG X-95 és az MG S6 izolátumok. 
- Az MG Rlow magas patogenitású törzs és ennek nem 

patogén származékai (MG Rhigh, MG Rhighm, MG 
RCl, MG M3).  

Az MG törzsek mellett az MI 4229 törzset is bevontam a 
vizsgálatokba. 
 
A Mycoplasma-törzsek összehasonlításának alapja 
A Mycoplasma-törzsek tenyésztését követıen a DNS-t 
tisztítottuk, majd két irodalmi RAPD PCR-t (Fan és mtsai. 
1995; Charlton és mtsai. 1999), valamint a recA, a crmA, crmB, 
crmC, gapA, mgc2, LP és pvpA génekre specifikus PCR-RFLP 
módszereket használtuk a törzsek jellemzésére. A recA gén a 
károsodott DNS javításáért felelıs, a pvpA gén hemagglutinint, 
míg a többi vizsgált gén adhezint kódol melyek a MG 
patogenitásában játszanak szerepet. Ezekre a génekre irodalmi 
primerek felhasználásán kívül több PCR-t terveztünk úgy, hogy 
a gén egészét lefedjék, majd a keletkezett termékeket 
restrikciós enzimekkel emésztettük. A primerek tervezéséhez a 
MG Rlow patogén törzs ismert genomja szolgált alapul. A 
keletkezett PCR-RFLP mintázatok alapján többváltozós 
statisztikai eljárásokat végeztünk. Emellett a keletkezett 
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amplikonok egy részét (bizonyos törzsek és gének esetében) 
szekvenáltattuk, majd a szekvenciákat összehasonlítottuk. 
 
Eredmények 
 
1. A RAPD PCR eredményei 
 
A két irodalmi RAPD PCR-t alkalmazva a mintázatok alapján 
a Mycoplasma-törzseket egyaránt 6-6-csoportba osztottuk be, 
ezek a csoportok azonban nem fedték egymást. Fan és mtsai. 
(1995) által tervezett RAPD PCR segítségével a MI 4229, a 
MG F és a MG TS-11 vakcina törzsek egyértelmően 
elkülöníthetıek egymástól és a többi vizsgált törzstıl. 
Ugyanakkor Charlton és mtsai. (1999) primereivel ez nem volt 
lehetséges. 
 
2. Az egyes génekre specifikus PCR-RFLP eredményei 
 
a.) recA génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
Az irodalmi primerek segítségével a vizsgált törzsek között 
nem tudtunk különbséget tenni, ugyanakkor a MI 4229 is 
kimutatható volt. Amennyiben az általunk tervezett PCR-RFLP 
módszereket alkalmaztuk, a MI 4229-et nem mutattuk ki és a 
törzseket két csoportba osztottuk  
 
b.) crmA génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
A crmA gén jellemzésére általunk tervezett öt PCR reakciót 
használtunk. A vizsgálat során a génen két variábilis régiót 
különítettünk el, melyek PCR-RFLP mintázatai alapján a 
törzsek több csoportba voltak besorolhatók. Emellett a MI 
4229 és az MG F vakcina törzs esetében a gén több, az MG 
MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 törzsek esetében pedig egy 
szakasza nem mutatható ki. 
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c.) crmB génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
A gén jellemzésére tervezett négy PCR reakció, valamint az 
RFLP mintázatok alapján a törzsek között nem mutatkoztak 
különbségek. A MI 4229 és a MG F vakcina törzsek esetében 
nem mutattuk ki a crmB gén egy szakaszát sem. 
 
d.) crmC génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
A crmC gén vizsgálatára öt PCR-t fejlesztettünk ki. A 
restrikciós emésztést követıen a gén három szakasza 
mutatkozott variábilisnak, a PCR-RFLP segítségével pedig a 
MG TS-11 vakcina törzs a többi törzstıl elkülöníthetı. 
 
e.) gapA génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
A gén jellemzésére irodalmi PCR-eken kívül saját tervezéső 
PCR-RFLP módszereket is használtunk. A génen belül 
találtunk olyan szakaszt, amely segítségével a MI 4229, 
valamint a MG F és a MG TS-11 vakcina törzsek is 
elkülöníthetıek egymástól és a többi vizsgált törzstıl. Ennek 
alapján ez a módszer diagnosztikai eljárások során is 
alkalmazható. 
 
f.) mgc2 génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
Az mgc2 gén variabilitása révén az erre a génre specifikus, 
általunk tervezett PCR-RFLP módszer szintén alkalmasnak 
bizonyult a vizsgált törzsek elkülönítésére és a diagnosztikai 
vizsgálatokra. 
 
g.) LP génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
A gén jellemzésére használt irodalmi PCR reakció, valamint az 
RFLP mintázatok alapján a törzsek között nem mutatkoztak 
különbségek. 
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h.) pvpA génre specifikus PCR-RFLP eredményei 
Irodalmi primereket felhasználva a gén PCR-RFLP mintázatai 
alapján a törzseket több csoportba osztottuk. Ezek azonban 
nem voltak alkalmasak arra, hogy a MG TS-11 vakcina törzset 
egyértelmően elkülönítsük. 
 
3. A szekvencia analízis eredményei 
Szekvencia analízist a recA, a crmA, a crmC, a gapA, az mgc2 
és a pvpA gének esetében a MG TS-11, a MG Rhigh, a MG X-
95 és a MG M3 törzseknél végeztünk. A vizsgálat alapján a 
crmA, a gapA és a mgc2 gének bizonyultak a 
legváltozékonyabbaknak. 
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Új eredmények és használhatóságuk 
 
A különbözı génekre általunk tervezett, vagy irodalmi leírások 
általunk végzett módosításai alapján kialakított PCR-RFLP 
reakciók termékeinek eltérı mérete alkalmas a különbözı 
csirke-, pulyka- és vadmadár állományokból izolált virulens és 
kevésbé virulens törzsek egymással, valamint a vakcina 
törzsekkel való összehasonlítására.  
 
A kutatásaink eredményeképpen  
1. A gapA, az mgc2 és a pvpA gének alapján az MI 4229 és a 

vizsgált MG törzsek között egyértelmő különbségeket 
találtunk. 

2. Az MG TS-11 vakcina törzset a crmC és a gapA gének 
alapján egyértelmően megkülönböztettük a többi MG és 
MI 4229 törzstıl. 

3. A gapA gén alapján az MG F vakcina törzs és a többi 
vizsgált Mycoplasma-törzs között egyértelmő 
különbségeket találtunk. 

4. Ezek az adatok a fertızöttség járványtani 
nyomozásában is használhatóak. 

5. Az MG Rhigh és az MG M3 törzsek esetében részben 
meghatároztuk a recA, a crmA, a crmC, a gapA, a pvpA és 
az mgc2 gének nukleotid-sorrendjét. 

6. Az MG TS-11 vakcina törzs esetében részben 
meghatároztuk a recA, a crmA, a crmC, a gapA és az 
mgc2 gének nukleotid-sorrendjét. 

7. Az MG X-95 törzs esetében meghatároztuk a crmA, a 

crmC, az mgc2 és a pvpA gén részleges szekvenciáit. 
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