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OSSZEFOGLALAS

A Mycoplasma anserisalpingitidis jelentds anyagi karokat okozd vizibaromfi-pa-
togén baktérium. A vizsgalatukban a szerzd8k fajra jellemzd, alapgénkészletre
(»mag” genomra) hoztak létre egy multilékusz szekvenciatipizalé6 sémat, amely
el@segiti a M. anserisalpingitidis valtozatossaganak pontosabb diagnosztizala-
sat. A séma fejlesztése soran 110 M. anserisalpingitidis torzset vizsgaltak, ezek
elsGsorban Eurdopabdl szarmaztak, de kinai és vietnami mintakat is elemeztek.
Az altaluk fejlesztett tipizald mdodszer segitségével sikeresen azonositottak egy
allattenyésztési integraciobdl szarmazdé mintakat, ill. egy allomanybdl, vagy egy
allatbél szarmazd mintakat is.

SUMMARY

Background: Mycoplasma anserisalpingitidis is a waterfowl pathogen that mainly
infects geese, and can cause significant economic losses. With the advance
of whole genome sequencing technologies, new methods are available for
the researchers; one emerging methodology is the core genome Multi-Locus
Sequence Typing (cgMLST). The core genome contains a high percentage of the
coding DNA sequence (CDS) set of the tested strains.

Objectives: The aim of this study was to set up a precise and robust cgMLST
schema for the genotyping of M. anserisalpingitidis strains.

Materials and Methods: In this study, lllumina short reads of 107 M. anseri-
salpingitidis strains were used along with 3 complete genomes from the NCBI
database, including samples from Hungary, Poland, Vietnam, and China (110
samples overall). Draft genomes were assembled with the SPAdes software and
analyzed with chewBBACA program. The threshold of the presence of CDS in the
strains was set to 95%, resulting in the most accurate and robust schema. Five
hundred forty CDSs constituted our cgMLST schema (representing 68.87% of the
whole CDS set of M. anserisalpingitidis ATCC BAA-2147), and a Neighbor joining
tree was created using the allelic profiles.

Result and Discussion: The phylogenetic tree from the cgMLST schema resem-
bled the real-life relationships of the strains. The schema allowed to differentiate
between strains from different integrations and managed to group the strains by
geographical origin and isolation date and even strains from the same animal.
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A Mycoplasma anserisalpingitidis egy vizibaromfi-patogén baktérium, ame-
lyet 1983-ban Magyarorszagon izolaltak el6szor [1], azdta a vildag szamos
pontjan leirtak az eléfordulasat [2-4], de a baktériumfaj pontos jellemzé-

sére csak a kdézelmdiltban kerllt sor [5]. A M. anserisalpingitidis elsGsorban A M. anserisalpingitidis
libdkban fordul eld, de kacsabdl is izolaltak mar [6], ill. vandor vizimadarakat egy vizibaromfi-

is megfertézhet [7, 8]. A fajra jellemz8 mind a vertikalis, mind a horizonta- patogén baktérium,

lis terjedés, ez utdbbihoz jelentdsen hozzjarulhatnak a stresszfaktorok, amelyet 1983-ban

mint a hideg, esds iddjarads vagy a nem megfeleld tartasi korilmények. A Magyarorszdgon
baktérium komoly gazdasagi karokat okozhat [9-11] elsésorban a tojasho- izolaltak el6szér

zam vagy a testtdmeg-gyarapodas csdkkenése révén, de a kloaka és az
ivarszervek gyulladasa, az idegrendszeri és 1égz8szervi megbetegedések,
valamint az embridmortalitds ndvekedése is szerepet jatszhat ebben [10-12].

A M. anserisalpingitidis 6rokitéanyagardl korlatozottak az ismereteink, a bak-
térium feltérképezése érdemileg csak az utdbbi években kezdddott meg. Ku-
tatocsoportunk 2019-ben a faj azonositasara alkalmas polimeraz lancreakcidt
(PCR) irt le [6], 2020-ban pedig részt vettink a baktérium teljeskord jellem-
zésében [5]. Mivel a M. anserisalpingitidis ellen jelenleg nincs kereskedelmi
forgalomban elérhetd vakcina - tobbek kozott a baktérium tulajdonsagainak
kevésbé ismert mivolta miatt -, ezért a megbetegedések kivédésében a fertdzés
megeldzése a cél, elsésorban a megfeleld tartasi korilmények betartasaval. A
betegség antibiotikumterapiaval kezelhetd, azonban a hasznalandd hatbéanyag
kivalasztasat neheziti a kllonb6z8 antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
széles korU elterjedtsége [13].

Az MLST dltalaban A hagyomaéanyos multilékusz szekvenciatipizalds (Multi-Locus Sequence
5-7 génszakasz Typing, MLST) az egyik legelterjedtebb, &ltaldban 5-7 génszakasz polimorfiz-
polimorfizmusdn musan alapuld molekularis bioldgiai mddszer [14, 15]. A mbdszer célgénjeit az
alapulé molekuldris anyagcsere alapfolyamatait meghatarozé gének, Ggynevezett haztartasi gének
biolégiai médszer jelentik, mivel ezek minden torzsben eldfordulnak. A vizsgalat soran az egyes

génszakaszok szekvenciai kozott évd kuldonbségeket, mutacidkat tarjak fel és
hasonlitjak 6ssze, ezek alapjan torténik az egyes génszakaszokra vonatkozd
alléltipusok meghatarozasa, az alléltipusok kombinaciéjabdl pedig a szekvenci-
atipus (sequence type, ST) megaéllapitasa. A kisszam( héaztartasi gén hasznalata
lehetdévé teszi a mddszer alkalmazasat olyan torzseknél is, amelyek esetén
teljes genomszekvenalasra nincs lehet8ség. A M. anserisalpingitidis esetében
témacsoportunk dolgozta ki a multilékusz szekvenciaanalizis alapjait [3].
Fontos azonban megemliteni, hogy a hagyomanyos MLST felbontdképessége
jelent8sen rosszabb, mint a ymag” genom (core-genome) (cg)MLST médszerbdl
szarmaz6 sémaé. Mag- vagy coregenomnak nevezzik a vizsgalt torzsek tobb-

Maggenomnak ségében (dltaldban =95%-aban) eldforduld kddold DNS-szekvenciadkat (coding
nevezziik a térzsek sequence, CDS). A génszekvencidk (bar a CDS és a gén kifejezést felcserélve
tébbségében eléfordulé hasznaljuk, a kettd nem teljesen fedi le ugyanazokat a genetikai elemeket)
szekvencidkat nagy szama miatt a cgMLST mddszer pontosabb felbontast tesz lehetdvé, a

nagyszamua gén vizsgalata hatékonyabbd teszi az elemzést. Mig régebben
egy-egy baktériumgenom teljes bazissorendjének meghatarozasa draga és
idGigényes folyamat volt, addig napjainkra az Ujgeneraciés szekvenalasi elja-
rasok megjelenésével és térhdditasaval, a mddszerek folyamatos tovabbfej-
lesztésével gyorsan és koltséghatékonyan lehet nagyszamu baktériumtorzs
teljes genomszekvenciajat meghatarozni.

Munkank soran célul tlztlik ki egy olyan robusztus és pontos tipizald rendszer
kidolgozasat a M. anserisalpingitidis-re, amely a teljes genomszekvenciakbdl
meghatarozott maggenom génjeit elemzi a multildkusz szekvencia tipizalas
mébdszerével.



Maggenomvizsgalaton
alapuld
MLST-rendszer
kidolgozdsat

tlzték ki célul

1. ABRA. A vizsgdlat folyamatdbrdja
Az elsé |épésben kidolgozzuk a teljes
genomra kiterjedé wgMLST (whole
genome multi-locus sequence
typing) rendszert, amely a vizsgalt
torzsekben megtalalhaté 6sszes gént
tartalmazza. A masodik 1épésben
megtorténik a génszekvenciak
jelenlétének ellendrzése és a jelenléti
kiiszobérték alapjan torténd sz(irés.
A végsé |épés a kapott cgMLST

(core genome multi-locus sequence
typing) sémabdl filogenetikai fa
elkészitése és ennek kiértékelése

FIGURE 1. The workflow of the study
In the first step the whole genome
multi locus sequence typing
(WwgMLST) schema was set up, which

contains all o the genes in the strains.

In the next step the presence of the
gene sequences were checked and
the results were filtered based on
the presence/absence threshold. In
the final step a core genome (cg)
MLST schema was acquired and a
phylogenetic tree wasset up
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ANYAG ES MODSZER

TORZSEK TELJES GENOMSZEKVENALASA

Vizsgalataink soran dsszesen 107 M. anserisalpingitidis torzs (Magyarorszagrol
(n = 97), Lengyelorszagbél (n = 7), Vietndmbdl [3] (n = 1), ill. Kinabél [2] (n = 2))
genomszekvenciajat hataroztuk meg. Tovabbi hdrom, az NCBIl adatbazisdban on-
line elérhetd M. anserisalpingitidis torzs (MYCAV93, MYCAV177 és ATCC BAA-2147)
szekvenciajat is felhasznaltuk elemzéseinkben [16]. A szekvenalas soran kapott
rovid szekvenciakbdl, minéségellendrzést kovetben allitottuk 6ssze az Ggynevezett
snyers” genomokat a SPAdes szoftver segitségével [17].

MYCOPLASMA ANSERISALPINGITIDIS CGMLST SEMA LETREHOZASA

ES FILOGENETIKAI ANALIZISE

A cgMLST vizsgalatokra egyarant hasznalhatéak licenszkdteles szoftverek (mint a
madareredet( Mycoplasma fajoknal alkalmazott Ridom SegSphere+ [http://ridom.
de/seqgsphere/]; vagy Bionumerics [https://www.applied-maths.com/applications/
wgmlst] szoftverek), ill. nyilt forraskdédu, ingyenes eszkdzdk, mint pl. a BSR-Based
Allele Calling Algorithm (chewBBACA) [18].

A cgMLST séma kidolgozasat és az altalunk hasznalt szoftver (chewBBACA)
sematikus mikodését az 1. dbrdn mutatjuk be. A torzsek ,nyers” genomjanak
Osszeallitasat kovetden, a folyamat elsd Iépésében, egy a teljes genomra (azaz
whole-genome vagy wg) vonatkozé MLST sémat dolgoztunk ki, amely a vizsgalt
torzsek 0sszes génjét vette alapul - a teljes genom jelen esetben a minden tor-

Teljes genom

szekvenalas

évid szekvencidk
ség ellenbrzése

Genomak

osszeillesztése

Teljes genom MLST
séma felallitdsa
Mag genom MLST
séma feldllitasa
Mag genom MLST
séma kiszlirése

Neighbor-joining
filogenetikai
fa feldllitasa

Filogenetikai fa
kiértékelése
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M. anserisalpingitidis
térzsek teljes
genomszekvencidit
hasonlitottdk 6ssze

Az egy orszagbal,
egy féldrajzi helyrél
szarmazo térzsek is

tébbségben egy-egy
kladba rendezédtek
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A MAGGENOMOT CELZO MLST MODSZERREL

zsben megtalalt, 0sszes kdédold szekvenciat jelenti. A kovetkezsd |épésben Osz-
szehasonlitottuk a megtalalt géneket, a szoftver értékelte és pontozta azokat
tobbek k6zott az alapjan, hogy az adott génben hany pontmutacié (single nuc-
leotide polymorphism, SNP) volt megtalalhaté, az adott gén hany genomban
volt jelen és az adott génnek volt-e homoldgja. A maggenom MLST séma kidol-
gozasanak utolsé 1épése az volt, hogy teljes genomra vonatkozd MLST séméabdl
kisz(rtUk azokat a géneket, amelyek nem feleltek meg a cgMLST feltételeinek; pl.
a gén a meghatarozott kliszobértéknél kevesebb tdrzsben volt megtaldlhatd. A
M. anserisalpingitidis esetében 95%-0s jelenléti kiiszobértéket hataroztunk meg,
azaz egy adott génnek a vizsgalt torzsek ekkora szazalékaban jelen kellett lennie.
Ez az érték megegyezett a cgMLST vizsgalatokban altalanosan alkalmazott érték-
kel. Az igy kapott cgMLST séma alapjan pedig leszarmazasi viszonyokat tikrozé
filogenetikai fat készitettiink (GrapeTree szoftverrel [19] készitett Neighbor-Joining
[20] filogenetikai fa).

EREDMENYEK

TORZSEK TELJES GENOMSZEKVENALASA

Szazhét M. anserisalpingitidis torzs ynyers” genomjat hataroztuk meg, ezek hosz-
szabb-rovidebb DNS-szekvenciakbdl épliltek fel, a leghosszabb szakasz dtlagosan
135 501 nukleotidbdl allt. A teljes genomok rovid szekvenciai az NCBI SRA adat-
bazisban (https://www.ncbi.nim.nih.gov/sra) az alabbi azonositokkal taldlhatdak
meg: PRJNA553666, PRJNA554567, PRJNA554588, PRJNA602206, PRJNA602215,
PRJNA650261, ill. PRJINA856806.

MYCOPLASMA ANSERISALPINGITIDIS CGMLST SEMA LETREHOZASA
ES FILOGENETIKAI ANALIZISE
A cgMLST séma 540 CDS-t tartalmazott, amely az ATCC BAA-2147 referens torzs
CDS készletének (784 CDS) a 68,87%-anak felelt meg. A CDS-ek atlag hossza 1178
bazispar (bp) (Minimum: 213 bp Maximum: 6210 bp) volt. Az egybeflizott séma
539 346 bp hossz( volt, amely a referens torzs genomjanak 56,18%-anak felelt meg.
A cgMLST sémabdl készitett filogenetikai fa két f6 csoportba osztotta a torzseket.
A kUlonb6z46 allattenyésztési integracidkbdl szarmazé torzseket az ,1-es” klaszterbe,
mig az ismerten, egy integracidba tartozo torzseket (harom kivételtdl eltekintve) a
»ll-es” klaszterbe sorolta; az eredményeket a 2. dbrdn szemléltetjik.
Osszefliggés volt megfigyelhetd az I-es klaszter tagjai esetén, a tdrzsek cgMLST
sémajanak variacidiban és a foldrajzi eredetlk kozott. Az egy orszagbdl, egy foldrajzi
helyrél szarmazo torzsek is tobbségben egy-egy kladba rendezbdtek a filogenetikai
fan, ezen fellll az egy orszagbdl (pl. lengyelorszagi térzsek, 2. abran pirossal kiemelt
térzsek) vagy az egy telepllésrél szarmazd torzsek (pl. MYCAV91 [Hajdlsamson, 2011,
|Gd phallus], MYCAV340 [HajdlUsamson, 2017, 14d klodka], MYCAV493 [HajdUsamson,
2018, Iud klodka] és MYCAV494 [Hajddsamson, 2018, 1Gd phallus lymphal), kialon
szubklddokat alkottak az I-es klaszteren belll. Ez aldl kivételt képezett 6t torzs
(MYCAV93 [Bojt, 2011, 14d phallus], MYCAV61 [Tatarszentgydrgy, 2013, 1ad phallus
lympha], MYCAV903 [Vitenam, 2019, 14d kloaka], MYCAV783 [Guangzhou, Kina, 2019,
1Gd kloaka] és MYCAV785 [Guangzhou, Kina, 2019, 1Gd kloakal, zolddel jeldlve az I-es
klaszterben), amelyek részben tavol-keleti és részben hazai izolalasbdl szarmaz-
tak. Ezek az atipusos torzsek jelentds kilonbséget mutattak a tobbi torzstél mind
genetikai, mind fenotipusos szinten. A SUkdsdrdl szarmazd torzsek szintén egy
kiUlonalldé szubkladot alkottak. A torzsek jO példaval szolgalnak arra, hogy az évek
soran milyen klldnbségek alakulhatnak ki a torzsek kozott. Bar a MYCAV452-es torzs
ugyanarrdl a teleprdl szarmazott, mint a tdbbi sikosdi torzs, azonban az izolaldsok
kozott tobb év telt el: a MYCAV452-es torzs 2018-ban, mig a MYCAV56, 63, 71, 73, 77
és MYCAV78 2013-ban, valamint 2014-ben lettek kitenyésztve.
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MAGYAR ALLATORVOSOK LAPJA | 2023. SZEPTEMBER

MYCAV785 G hou, Kina 2019 Iid klodka

MYCAV783 Guangzhou, Kina 2019 lid klogka

MYCAV903 Vietnam 2019 lid kloaka

MYCAV61 gy 2013 liid phallus lympha

MYCAV93 Bojt 2011 1ud phallus

— MYCAV668 Starogard Gdariski, Lengyelorszg 1985 lid klodka
L MYCAV667 Kartuzy, Lengyelorszég 1985 lid klodka

AV665 Bydgoszcz, Lengyelorszag 1985 Iid klodka

MYCAV675 Zielona Gora, Lengyelorszag 1986 lid kiodka

AV669 Rzeszw, Lengyelorszég 1986 lid klodka

MYCAV680 Piotrkéw Trybunalski, Lengyelorszég 1985 liid klodka

AV666 Piotrkow Trybunalski, Lengyelorszag 1987 lid kloaka

IYCAV670 Olsztyn, Le 1985 lid kloaka

ﬁ
E—
—

5

AV179 Apitfalva 2015 Iid légess tampon

MYCAV71 Siikssd 2014 liid phallus lympha
MYCAV73 Siiko ‘

MYCAVS6 Siikosd
MYCAV78 Siikosd 2014 ud trachea
MYCAV63 Siikosd 2013 Iid trachea tampon
MYCAV77 Siikésd 2014 lid phallus lympha

CAV94

2012 lid klodka tampon

20141 phallus lympha

AV275 GodolIG 2016 lid sperma
AV180 Kisbér lid phallus
AVTS Domsed 2014 lid phalus mpha

petetiisz

szuz Kelebia 2015 \ud ok
MYCAV38 Kelebia 2012 lid klozka tampon
AV4S2 Siikbsd 2018 1d klodka
[MYCAV36

2012 lid cloaca tampon
h:

LMYCAV35 Rém 2012 lud phallus lympha

V39 Rém 2012 lid phallus lympha
CAVA0 Rém 2012 lid phallus lympha
(CAV6S Rém 2014 lid phallus lympha
AVSD Rém 2013 0d petetisab
AvES Tissftldudr 2014 6 phallus iymph

2017 lGd klogka tampon

4r 2017 Iud klodka

4s 2014 1ud phallus lympha

5 2012 lud Klodka tampon
ény 2018 lid klodka

AV382
AV72
AV44
AV512 5
MYCAV91 Hajdisa 2011 lid phallus.
AV493 018 lid ki
(CAV494

lodka
2018 lid phallus lympha

(CAV52 Cered 2013 liid petevezetd

MYCAV50 Cered 2013 lud phallus.
[MYCAV69 Ludas 2014 Iid phallus lympha
MYCAV34 Szentes 2011 lud phallus lympha

AV222 Szentes 2015 lud Klodka

YCAVZ05 Spentes 2015 d phallus ympha

2013 IGd phallus lympha
ACAV499 DedSion 2015 106 Mok

MIYCAV49 Tiszavasvari 2013 lid phallus lympha

————MYCAV271 Szentes 2016 Iid phallus lympha

L MYCAV270 Szentes 2016 lid kloska tampon
[ MVYCAV501 Utaspuszta 2018 liic klodka

[ Mychvaz Erpatak 2018 Itd klodka
MYCAVA23 Szentes 2018 liid klodka
AV178 Cered 2015 lud petetiise§

MYCAV161 2015 Iid phallus
MYCAV264 Szentes 2016 liid sperma

AV265 Szentes 2016 ud sper;

"AV331 Erpatak 2017 lud klnaka tampon

AV329 Erpatak 2017 lid klodka tampon

=

MYCAV70 Cered 2014 Iid phallus lympha
r MYCAV177 Cered 2015 Iid phallus

L MYCAV176 Cered 2015 lid phallus
— MYCAVS3 Szentes 2013 lid phallus lympha

L—MYCAV54 Hodmezévésérhely 2013 lid petetiiszé

MYCAV6S Erpalik 2014 lid phallus lympha
60 Erpatak 2015 lid phallus lympha

AV67 Szen!es 2014 1ud phallus lympha

AV221 Szentes 2015 lud Klodka

(CAV162 Encsencs 2015 Itid phallus lympha
[~ MYCAV248 Encsencs 2016 lid klod<a tampon

MYCAV247 Encsencs 2016 lid phallus lympha
V333 Erpatak 2017 lud klodka tampon

MYCAV426 Dedéhét 2018 lid kloka

MYCAV338 Erpatak 2017 liid kloaka

=

Av334 Erpatak 2017 lid kloaka tampon

02 Er, patak 2018 lid klogka
AV431 cered 2018 lud kloak

AV330 Cered 2017 lid klodka tampon

2017 1dd I6ges6 és savos hartya

(CAV332 Cered 2017 ltid kloaka tampon

=

MYCAV449 Szentes 2018 lid légc:

gesd
AV245 Szentes 2016 lid phallus lympha

MYCAV243 Szentes 2016 liid klodka tampon

sz18 Encsencs 2015 lid kloaka

AV212 Encsencs 2015 lid phallus lympha

MYCAV498 Encsencs 2018 lud klodka

Mchvazs Encsencs 2018 lid klogka

\424 Encsencs 2018 liid klodka

M AV430 Cered 2018 lud klodka

MYCAV343 2017 lGd petetiisz§

MYCAV325 Cered 2017 lid klodka tampon
AV495 Lapist 2018 lud klodka

MYCAV415 2017 liid phallus lympha

MYCAVA21 Lapist6 2018 lid klodka

— MVCAV3ZE Szentes 2017 lid kloaka tampon
(CAVAS 2018 lud klodka

MYCAV500 Cered 2018 ld klodka
MYCAV427 Cered 2018 lud klodka

MYCAVS03 Cered 2018 lid kloak
NIYCAVA33 Sslaspogony 2018 144 Kodka
AV422 Szentes 2018 lid klodka

LEMYCAVSU Szentes 2017 lid kloaka tampon

50

AV340

{
PO T T T e P P T T T T T PPV TV PP P Y PP PP U U e PP PP PP T T T T pererees e v rereerer e el M ECECH

Hajdisamson 2017 Jid klodka
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2. ABRA. M. anserisalpingitidis térzsek cgMLST (core genome multi-locus sequence typing) vizsgdlata alapjdn létrehozott filogenetikai fa

Minden torzs azonositdja mellett |athato a foldrajzi elhelyezkedés, az izolalas éve, valamint az allatfaj és a mintatipus, amibdl a tenyésztés
tortént. Az abra felsd felében (I-es jeldlés) a killonbozd integracidba tartozd torzsek lathatdak, mig az alsé felében (ll-es jeldlés) az egy integracio-
bél szarmazo torzsek talalhatoak. Az I-es kladban zold szinnel jeldltik az atipusos M. anserisalpingitidis torzseket, amelyek kézil harom Tavol-Ke-
letr8l szarmazik (Kina és Vietnam), kett8 pedig hazai izolatum; pirossal a Lengyelorszagbdl szarmazé torzseket jeldltiik. Az ATCC BAA-2147 tipustor-

zset fekete, mig a ll-es kladban harom, nem az integracidba tartozo torzset szlrke hattérrel jeloltlink. Mig az I-es kladban elsGsorban a foldrajzi

elhelyezkedés alapjan csoportosulnak a torzsek, a ll-es kladban inkabb az izolalas datuma alapjan torténd csoportosulas a jellemzé

FIGURE 2. The phyologenetic tree based on the cgMLST schema of the M. anserisalpingitidis strains
The geographical data, isolation date, the host species and the sample type canbe seen next to the ID of the strains. In the upper part of the
figure (labeled »1") the strains are from different integrations, while the strains in the lower part (labeled ,I1”) are mostlyfrom the same
integration. In the clade ,I” in green fiveatypical M. anserisalpingitidis strains can be seen, three of these are from Asia (China and

Vietnam), two are from Hungary, while the strains in red originated from Poland. The type strains ATCC BAA-2147 can be seen in blackback-
ground, while three strains that does not belong to clade,ll” can be seen with gray background. In clade 1" the strains mainly grouped

together based on geographical location, while in clade ,II"” the strains mainly grouped together based on isolation date
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Az egy integraciobél
szdrmazé térzsek
esetén a térzsek
elsésorban a féldrajzi
elhelyezkedés alapjan
csoportosultak

Elséként irtak le
M. anserisalpingitidis
fajt célz6 maggenom-
MLST rendszert

M. ANSERISALPINGITIDIS TORZSEK VIZSGALATA
A MAGGENOMOT CELZO MLST MODSZERREL

Az egy integraciobdl szarmazd torzsek esetén a torzsek elsdsorban a foldrajzi
elhelyezkedés alapjan csoportosultak a filogenetikai fan, azonban gyakran megfi-
gyelhetd volt izolalasi id6 alapl csoportosulas is. Néhany esetben megfigyelhetd
volt, hogy egy teleprdl, de eltérd allatokbdl és szervekbdl szarmazo térzsek kozotti
nagyobb genetikai valtozatossag (MYCAV177 [Cered, 2015, 1Gd phallus] és MYCAV178
[Cered, 2015, |Gd petetliszd], valamint a MYCAV342 [HajdUboszérmény, 2017, 1Gd
|égcsd és savoshartyal és MYCAV343 [Hajdlibdszormény, 2017, 1Gd petetlsz8]).
Fontos megemliteni, hogy harom torzs (2. dbran szlrke hattérrel jeldlve), amelyik
a ll-es klaszterben volt talalhatd, nem tartozott a klasztert alkotd integraciéba. Az
egyik ilyen torzs a MYCAV47 — amelyet kacsabdl izolaltak Tazlaron - az egyetlen
kacsaeredetd torzs a gyUjteménylnkben. Az azonos allattartd telepr8l szarmazé
torzsek altaldban egy agon foglaltak helyet a filogenetikai fan (mint a MYCAV212
[Encsencs, 2015, IUd phalluslympha] és MYCAV218 [Encsencs, 2015, IUd kloaka]
vagy a MYCAV247 [Encsencs, 2016, 14d phallus lympha] és MYCAV248 [Encsencs,
2016, IGd kloakal).

MEGVITATAS

A M. anserisalpingitidis elsé megjelenésérdl mar tobb mint negyven éve beszamol-
tak (akkor még Mycoplasma sp. 1220 jelzést kapott), azonban a kérokozé genetikai
jellemzése egészen a 2010-es évek masodik feléig varatott magara. A baktérium
gazdasagi kartétele jelentds, vakcina hijan a védekezés legjobb méodja a fertdzés,
valamint a tinetek megjelenésének megelbzése, kialakult fert6zés esetén pedig
az antibiotikumos kezelés alkalmazéasa. Mivel az antibiotikumrezisztens patogének
szama vilagszerte egyre novekszik (https://www.oie.int/en/for-the-media/amt/,
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance) fontos a
baktériumok - igy a M. anserisalpingitidis — folyamatos vizsgalata és megfigyelése.
A teljes genomszekvenalas széles korben vald elterjedésével lehetdség nyilik olyan
mobdszerek kidolgozasara, amelyek a baktériumok génkészletének mélyrehatd
tanulmanyozéasara alkalmasak. llyen pl. a cgMLST maddszer, ami a vizsgalt torzsek
teljes genomjabdl a torzsek nagy tébbségében megtalalhatd kddold szekvenciakat
és az azokban megtaldlhatd pontmutacidkat elemzd, rendkivili megkllonboztetd
erbvel és stabilitassal bird diagnosztikai mddszert jelent. A Mycoplasma fajokra
jellemz& nagy mutacids rata azonban megneheziti a torzsek vizsgalatat [21, 22]. Az
eredeti M. anserisalpingitidis cgMLST séma felallitdsa 6ta, a chewBACCA szoftver ki
lett bdvitve, igy jobban alkalmazhatd mas baktériumfajra. Ez a minGségi javulas a
szoftverben, lehetdvé tette, hogy a kibdvitett séma esetén szigorlbb kritériumot
alkalmazzunk (az eredeti 93%-o0s helyett, 95%-0s kiszobértéket).

Munkank soran a vilagon elsdként irtunk le M. anserisalpingitidis fajt célzd cg-
MLST rendszert. A vizsgalathoz nyilt forraskédd szoftvert hasznaltunk, a végsé
M. anserisalpingitidis cgMLST séma 540 kédold DNS szekvenciabdl all, ami az ATCC
BAA-2147 referens torzs kédold szekvenciadinak 68,87%-at teszi ki. Bar tovabbi
szekvenaladsokkal még potenciédlisan tovabb lehet finomitani a cgMLST rendszert,
fontos megjegyezni, hogy a jelen vizsgalatban kapott eredményeink adtfedtek az
epidemioldgiai adatokkal, emiatt nem lattuk szikségességét a tovabbi, mélyebb
szekvenalasnak. Az altalunk kialakitott séma alkalmas volt az 6sszes torzs pontos
elkulonitésére, ill. mddszerink a torzsek pontos csoportositasatis lehetdvé tette.

Avizsgalatainkban elsésorban Magyarorszagrél szarmazo izolatumok szerepeltek.
Bar ez a tény bizonyos mértékben limitalhatja a kidolgozott rendszer hatékonysa-
gat, a magyar torzsek pontos elkllonitése - legyen sz0 foldrajzi elhelyezkedésrdl,
idébeni tavolsagrdl vagy egy integracidba tartozasrél - j6l mutatja a kidolgozott
séma nagy felbontoképességét és robusztussagat.

Az |-es klaszter torzsei kUlonbozs6 integraciokbdl szarmaztak, ezeknél a rendszer
elsGsorban foldrajzi elhelyezkedés alapjan csoportositotta a torzseket, emellett
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a tobb éves idbbeli eltérés a térzsek kimutatasaban szintén jelent8s genetikai
kilonbségeket eredményezett (MYCAV36 [Hajdibdszdrmény, 2012, IGd klodkatam-
pon] és MYCAV512 [Hajdlbdszérmény, 2018, 10d klodka] kozott 6 év, ill. a MYCAV56
[SUkosd, 2013, Iud phallus], 63 [Sukodsd, 2013, 1Gd tracheatampon], 71 [SUkdsd,
2014, 14d phalluslymphal, 73 [Stkosd, 2014, 1Gd klodkatampon], 77 [SUkosd, 2014,
IGd phalluslymphal, 78 [SUkdsd, 2014, 1Gd trachea] és MYCAV452 [SUkdsd, 2018,
lGd klodka] k6zott is 4-5 év kilonbség van).

A ll-es klaszter tagjai egy integracidoba tartoztak, k6zottik kisebb genetikai
variabilitds figyelheté meg, azonban a foldrajzi eredetet tekintve nagyobb a
valtozatossag a torzsek kozott. Az allomanyok gyakori szallitasa vagy azonos
szarmazasa magyarazat lehet erre a jelenségre. Ezt a feltételezést tdmasztja ala,
hogy a klaszterbe sorolt torzsek elsGsorban izolalas ideje alapjan csoportosultak
(a szubkladok tagjai kozott altalanossadgban 1-2 év kildnbség figyelhetd meg). A
gyakori szallitas megneheziti a patogénmentes allomanyok fenntartasat, ill. hoz-
zajarulhat egy aktiv fertézés terjedéséhez és a mentes allomanyok fert6z6déséhez.

Erdemes kiemelni, hogy az I-es klaszterbe tartozé térzsek kdzétt megtalalhatéd
5 torzs (zolddel jeldlve) kulonalld szubkladot képez, emellett fenotipusosan (amit
egy masik kutatasban vizsgaltunk) is jelent8sen eltérnek a tobbi torzstél. Az ot
torzsbdl harom Tavol-Keletrdl szarmazik (Kina és Vietnam), kett8 pedig Magyar-
orszagrdl. Késbébbi vizsgéalataink sordan még alaposabban sikerilt feltérképeznlink
a torzsek kulonbozbségének mértékét, amely nemcsak genetikai szinten jelenik
meg, de metabolikus kilonbség is megfigyelhetd volt kdzottik [23]. A cgMLST séma
alapjan létrehozott filogenetikai fa segitségével az atipusos torzsek egyértelmUen
elklldnlltek a tobbi torzstdl, az altalunk alkotott alcsoport jol azonosithatd volt.

Bar a vizsgalatot id8igényes teljes genomszekvenalas elézte meg, a hagyo-
manyos MLST primertervezési és validalasi Iépéseinek hidanya, valamint a teljes
genomszekvenalas elérhet8ségének, koltségeinek csokkenése ellensllyozza ezt.
Ehhez hozzajarul, hogy a hagyomanyos MLST mddszerhez is sziikséges szekven-
4las (minden egyes génre, amit a mddszerben alkalmaznak). Kiemelendd, hogy
mivel a M. anserisalpingitidis gyorsan ndvekvd baktérium, taplevesbe oltas utan
napokban mérhetd a torzs novekedése. Ez a gyors novekedés lehetdvé teszi a
modszer diagnosztikdban torténd hasznalatat is, amely nehézkesebb egy olyan
lassan novekedd faj esetén, mint pl. a M. hyopneumoniae.
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