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Bevezetés

A baromfidgazatban fellépd gazdaséagi veszteség egyik okozdja
a Mycoplasma gallisepticum (MG) fertdzottség. A fertdzottség
terjedésének okai a jarvdnytani védekezés hidnyosséga,
valamint djabb varidns torzsek elterjedése. Emellett az él6
vakcindk alkalmazdsdval tortén6 védekezési eljaras s
novekszik.

A MG és tobb mds Mycoplasma faj mellett a
baromfidllomanyokbdl M. imitans (MI) is izoldlhatd, mely
fenotipikus tulajdonsdgaiban hasonl6 a MG-hoz, azonban
molekuldris tulajdonsdgai alapjdn kiillonboznek egymastol.
Ugyanakkor a két faj kozott szeroldgiai keresztreakcidkat
tapasztalhatunk, ami diagnosztikai nehézséget okozhat. A
Mycoplasma fertdzottség diagnosztikdjdban a szeroldgia és az
izolalas mellett a fejlodé molekuldris biologiai modszerek is
segitséget nyujtanak.

A kutatdsok egyik irdnya a MG torzsek DNS mintazaton
alapulé megkiilonboztetését jelenti. A patogenitdsban részt
vevo fehérjéket kodold génszakaszok PCR-rel vald vizsgélata
sordn nyert mintdzatok alkalmasak a kiilonbozd csirke- €és
pulykadllomanyokbdl izolalt virulens és kevésbé virulens
torzsek elkiilonitésére (egymadssal, valamint vakcina torzsekkel
val6 6sszehasonlitdséra), illetve a jarvanytani nyomozas soran.



Mindezek figyelembevételével munkam célja:

1.

MI é MG torzsek RAPD PCR-rel valé
Osszehasonlitasa.

MI és MG torzsek egyes génszakaszainak PCR-RFLP
modszerrel torténd O0sszehasonlitasa.

A PCR-ek sordn keletkezett egyes amplikonok
szekvenalasa, valamint a szekvenciak osszehasonlitasa.

Az MI és MG torzsek Osszehasonlitdsa tobbvaltozds
statisztikai modszerek segitségével.



Anyag és modszer

A felhaszndlt Mycoplasma térzsek
A munka sordn 12 kiilonbozé eredetli, virulencidju és eltérd
bioldgiai tulajdonsdggal rendelkez6 MG torzset vizsgéltam,
melyek az aldbbiak:
- Az MG F és MG TS-11 él6 vakcinaként haszndlt
torzsek.
- Az MG MK-7 (patogén) és MG MS-16 (nem patogén)
Japén csirke izolatumok.
- Az MG FS-9 (1226) magyarorszagi csirke 1égzsakokbol
szdrmaz6 izolatum.
- Az MG X-95 és az MG S6 izolatumok.
- Az MG Rlow magas patogenitasu torzs €s ennek nem
patogén szdrmazékai (MG Rhigh, MG Rhighm, MG
RCI, MG M3).
Az MG torzsek mellett az MI 4229 torzset is bevontam a
vizsgalatokba.

A Mycoplasma-torzsek dsszehasonlitdsdnak alapja

A Mycoplasma-torzsek tenyésztését kovetden a DNS-t
tisztitottuk, majd két irodalmi RAPD PCR-t (Fan és mitsai.
1995; Charlton és mtsai. 1999), valamint a recA, a crmA, crmB,
crmC, gapA, mgc2, LP és pvpA génekre specifikus PCR-RFLP
modszereket hasznaltuk a torzsek jellemzésére. A recA gén a
karosodott DNS javitasaért felelds, a pvpA gén hemagglutinint,
mig a tobbi vizsgdlt gén adhezint kdédol melyek a MG
patogenitdsaban jatszanak szerepet. Ezekre a génekre irodalmi
primerek felhasznaldséan kiviil tobb PCR-t terveztiink gy, hogy
a gén egészét lefedjék, majd a keletkezett termékeket
restrikcids enzimekkel emésztettiik. A primerek tervezéséhez a
MG Rlow patogén torzs ismert genomja szolgélt alapul. A
keletkezett PCR-RFLP mintdzatok alapjan tobbvéltozds
statisztikai eljardsokat végeztiink. Emellett a keletkezett




amplikonok egy részét (bizonyos torzsek és gének esetében)
szekvenaltattuk, majd a szekvencidkat 6sszehasonlitottuk.

Eredmények

1. A RAPD PCR eredményei

A két irodalmi RAPD PCR-t alkalmazva a mintdzatok alapjan
a Mycoplasma-torzseket egyarant 6-6-csoportba osztottuk be,
ezek a csoportok azonban nem fedték egymadst. Fan és mtsai.
(1995) altal tervezett RAPD PCR segitségével a MI 4229, a
MG F é a MG TS-11 vakcina torzsek egyértelmiien
elkiilonithetdek egymastdl és a tobbi vizsgalt torzstol.
Ugyanakkor Charlton és mtsai. (1999) primereivel ez nem volt
lehetséges.

2. Az egves génekre specifikus PCR-RFLP eredménvei

a.) recA génre specifikus PCR-RFLP eredményei

Az irodalmi primerek segitségével a vizsgalt torzsek kozott
nem tudtunk kiilonbséget tenni, ugyanakkor a MI 4229 is
kimutathaté volt. Amennyiben az éltalunk tervezett PCR-RFLP
modszereket alkalmaztuk, a MI 4229-et nem mutattuk ki é€s a
torzseket két csoportba osztottuk

b.) crmA génre specifikus PCR-RFLP eredményei

A crmA gén jellemzésére altalunk tervezett 6t PCR reakciot
hasznaltunk. A vizsgélat sordn a génen két varidbilis régiot
kiilonitettiink el, melyek PCR-RFLP mint4zatai alapjan a
torzsek tobb csoportba voltak besorolhatok. Emellett a MI
4229 és az MG F vakcina torzs esetében a gén tobb, az MG
MK-7, az MG S6 és az MG MS-16 torzsek esetében pedig egy
szakasza nem mutathato ki.




c.) crmB génre specifikus PCR-RFLP eredményei

A gén jellemzésére tervezett négy PCR reakcid, valamint az
RFLP mintazatok alapjan a torzsek kozott nem mutatkoztak
kiilonbségek. A MI 4229 és a MG F vakcina torzsek esetében
nem mutattuk ki a crmB gén egy szakaszat sem.

d.) crmC génre specifikus PCR-RFLP eredményei

A crmC gén vizsgalatira 6t PCR-t fejlesztettiink ki. A
restrikcidés  emésztést kovetden a gén hiarom szakasza
mutatkozott varidbilisnak, a PCR-RFLP segitségével pedig a
MG TS-11 vakcina torzs a tobbi torzstdl elkiilonitheto.

e.) gapA génre specifikus PCR-RFLP eredményei

A gén jellemzésére irodalmi PCR-eken kiviil sajit tervezési
PCR-RFLP mddszereket is haszndltunk. A génen beliil
talaltunk olyan szakaszt, amely segitségével a MI 4229,
valamint a MG F é a MG TS-11 vakcina torzsek is
elkiilonithetdek egymdstdl és a tobbi vizsgdlt torzstol. Ennek
alapjdn ez a mddszer diagnosztikai eljardsok sordn is
alkalmazhato.

f.) mgc2 génre specifikus PCR-RFLP eredményei

Az mgc2 gén variabilitdsa révén az erre a génre specifikus,
altalunk tervezett PCR-RFLP moddszer szintén alkalmasnak
bizonyult a vizsgalt torzsek elkiilonitésére és a diagnosztikai
vizsgélatokra.

g.) LP génre specifikus PCR-RFLP eredményei

A gén jellemzésére haszndlt irodalmi PCR reakcid, valamint az
RFLP mintazatok alapjan a torzsek kozott nem mutatkoztak
kiillonbségek.




h.) pvpA génre specifikus PCR-RFLP eredményei

Irodalmi primereket felhasznédlva a gén PCR-RFLP mintazatai
alapjan a torzseket tobb csoportba osztottuk. Ezek azonban
nem voltak alkalmasak arra, hogy a MG TS-11 vakcina torzset
egyértelmiien elkiilonitsiik.

3. A szekvencia analizis eredményei

Szekvencia analizist 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 torzseknél végeztiink. A vizsgalat alapjdn a
crmA, a gapA és a mgc2 gének Dbizonyultak a
legvaltozékonyabbaknak.




Uj eredmények és hasznalhatésaguk

A kiilonboz6 génekre dltalunk tervezett, vagy irodalmi leirdsok
altalunk végzett moddositdsai alapjan kialakitott PCR-RFLP
reakciok termékeinek eltérd mérete alkalmas a kiillonbozo
csirke-, pulyka- és vadmadar dlloméanyokbdl izolalt virulens és
kevésbé virulens torzsek egymadssal, valamint a vakcina
torzsekkel val6 osszehasonlitasara.

A kutatdsaink eredményeképpen

1.

A gapA, az mgc2 és a pvpA gének alapjan az MI 4229 és a
vizsgalt MG torzsek Kkozott egyértelmi kiilonbségeket
tal4ltunk.

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

A gapA gén alapjan az MG F vakcina torzs és a tobbi
vizsgalt Mycoplasma-torzs kozott egyértelmi
kiilonbségeket talaltunk.

Ezek az adatok a fertézottség jarvanytani
nyomozasaban is hasznalhatoak.

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.

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

Az MG X-95 torzs esetében meghatdroztuk a crmA, a
crmC, az mgc2 és a pvpA gén részleges szekvenciait.
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