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1. Bevezetés

A Mycoplasma anserisalpingitidis és a Mycoplasma
anatis kiemelt fontossaggal birnak vizimadarakra
gyakorolt hatasaik miatt, mind gazdasagi, mind
Okoldgiai szempontbdl nézve. A M.
anserisalpingitidis fajt el6szér Magyarorszagon,
izolaltak, ludbdl 1983-ban, mig a M. anatis el6szor az
Egyestilt Kiralysagban 1964-ben egy orrmellékureg-
gyulladas jarvany soran. Az egészséges €s beteg
madarakbdl torténé gyakori izolalas, valamint
kisérletes vizsgalatok alapjan feltételezhet6 a M.
anserisalpingitidis és a M. anatis opportunista
jellege. El6bbit leggyakrabban haziludakbdl, utobbit
els6sorban vad és hazi kacsakbdl izolaljak. A
vizimadarakban el6fordulé Mycoplasma-fertézések
horizontalisan és vertikalisan is terjedhetnek. A M.

anserisalpingitidis altal okozott fertézések gyakran a



phallus gyulladasat eredményezik, ami nekrézishoz
és funkcioromlashoz vezethet, mig az M. anatis
fertbzés soran fibrinnel fedett légzsakok és
szivburok, hashartyagyulladas, vérbdség és enyhe
o0déma figyelheté meg a tudékben.

A Mycoplasma fajok altalaban kompakt genommal
rendelkeznek. A korlatozott genomméret, bizonyos
DNS-javité mechanizmusok hianyaval parosulva,
magasabb mutacios ratdhoz vezethet. A teljes
genom szekvenalas lehetéséget nyujt ezen
baktériumok  genomi  jellemzb6inek  mélyebb
megértésére, amely megbizhatobb diagnosztikai
modszerekhez vezethet. Szamos, teljes genom
vizsgalaton alapuldé modszer létezik, példaul az
atlagos nukleotid-azonossag (Average nucleotide

identity — ANI), az atlagos aminosav-azonossag



(average amino acid identity — AAl), a mag genom
multlékusz szekvenciatipizalas (core genome multi-
locus sequence typing — cgMLST), valamint a teljes
genomon alapulé asszociacios vizsgalat (Genome
wide association study — GWAS). Az ANI elemzés
soran a genomszekvenciak kozotti atlagos nukleotid
azonossagot szamitjuk ki, mig az AAI ugyanilyen
elven mikodik, de aminosavakra alapozva. A GWAS
statisztikai médszereket alkalmaz a genotipusok és
fenotipusok kozotti korrelaciok kimutatasara, teljes
genomszekvenciak  felhasznaldsaval.  Szamos
modszer all rendelkezésre profagok keresésére,
leginkabb adatbazisfuggd vagy fuggetlen in silico

eszkozokkel.



2. Célkitiizések

Az értekezés célkitlizései :

Ad 1. egy olyan mag genomot célzdé multilokusz
szekvencia-tipizalasi séma létrehozasa, amely a M.

anserisalpingitidis torzseket vizsgalja

Ad 2. A M. anserisalpingitidis faj genetikai és
fenotipusos variabilitasanak vizsgalata a fajon beldli

eltérések feltérképezése végett.

Ad 3. A M. anserisalpingitidis torzsek antibiotikum
rezisztenciajanak genetikai hatterének

feltérképezése GWAS modszerrel.

Ad 4. A M. anserisalpingitidis és a M. anatis fajok
kozotti  potencidlis  horizontalis  géntranszfer
események feltérképezése, kilonds tekintettel a

profag-jellegl szekvenciakra



3. Anyag és moédszertan

Szekvenalas és de novo genom
Osszeillesztés

A torzsek DNS-ét 10 ml logaritmikus fazisban 1évé
tapleveses kulturabdl vontuk ki a QlAamp DNA Mini
kit (Qiagen Inc., Hilden, Németorszag) hasznalataval
a gyarto utasitasait kovetve. A
nukleotidszekvenciakat a gyartd protokollja alapjan
lllumina® NextSeq 500 szekvenald készilékkel
(llumina, San Diego, CA, USA) hataroztuk meg. A
rovid leolvasasok (short reads) mindéségellenérzését
a FastQC szoftverrel végeztik el. Minden térzshoz
vazlatos genomszekvenciat (draft genome)
készitettink a SPAdes szoftver segitségével,
alapértelmezett paraméterekkel. A vazlatos genom
kontigjait az ATCC BAA-2147 torzs referencigjaval, a

MAUVE algoritmus segitségével rendeztuk, majd



azokat az NCBI Prokaryote Genome Annotation
Pipeline segitségével annotaltuk.
Mag genomot célzé multildokusz

szekvencia-tipizalas

A cgMLST séma létrehozasa érdekében el6szor egy
wgMLST (whole-genome MLST) sémat készitettlink,
amely az 6sszes CDS-t (coding DNA sequence)
tartalmazta. Ezt a sémat a chewBBACA szoftver
hasznalataval hoztuk létre. Ezutan kiszlrtuk a
paraldg allélokat a cgMLST séma létrehozasahoz, a
szokasos 95%-o0s jelenléti kiiszobot alkalmazva.

A wgMLST sémat a ,CreateScheme” miivelettel
hoztuk létre, majd az ,AlleleCall” miivelet soran,
eléallitottuk a cgMLST sémat, amely csak a torzsek
tobbségében megtalalhaté allélokat tartalmazta.
Végul a cgMLST sémat az ,ExtractCgMLST”

mavelettel megadtuk a szekvencia tipus szamokat.



Az atipusos M. anserisalpingitidis torzsek
genomi és fenotipusos jellemzése

Fenotipusos karakterizalas

Ot M. anserisalpingitidis  térzs  (MYCAV61,
MYCAV93, MYCAV783, MYCAV785 és MYCAV903)
jelentés genomi eltérést mutatott a tobbi torzshodz
képest. Az Osszehasonlitashoz tovabbi 6t torzset
(ATCC  BAA-2147, MYCAV34, MYCAV47,
MYCAV512 és MYCAV667) valasztottunk, mint
kontrollcsoport. Az atipusos torzsek jellemzésére az
alabbi fenotipusos tulajdonsagokat valasztottuk:
hémérséklet-preferencia, szénhidrat-hasznositas
(glukoz eés fruktoz); arginin, karbamid és piruvat
hasznositasa. A hagyomanyos (V1 jeldlt) tapkdzeg
mellett tovabbi hét, ezen alapuld tapkozeget (V2-V8)
készitettlink, 6sszesen nyolcat. A tapkdzegek vagy

glukézt (V1-V4), vagy fruktozt (V5-V8), arginint (V1,



V2, V5, V6), karbamidot (V3, V4, V7, V8) és piruvatot
(V1, V3, V5, V7) tartalmaztak. A vizsgalatokat két
hémérsékleten (33 és 37 °C) végeztik. Az
eredményeket Kolmogorov—Szmirnov statisztikai
teszttel értékeltik az R szoftver segitségével.
Novekedésgatlasi vizsgalat

Az ot atipikus torzs, az 6t kontroll térzs, valamint a M.
anatis tipus torzs (NCTC 10156) novekedésgatlasi
tesztnek lett alavetve, anti-M. anserisalpingitidis
hiperimmun nyul szérummal. A vizsgalathoz 20 pl
Jfutdcsepp” M. anserisalpingitidis kultarat (104
CCU/ml higitasban) vittink fel 7 ml Mycoplasma
szilard taptalajt tartalmazé Petri-csészékre. A
felszivodast kovetbéen minden futdécseppre egy-egy
antimikrobialis érzékenységi korongot helyeztunk,

melyet 20 yl hiperimmun szérummal itattunk at. A



vizsgalatot 5%-o0s CO,-szinten egy napig 33 °C-on,
majd tovabbi két napig 37 °C-on inkubaltuk. A
korongok koruli gatlasi zonakat tiz napon at naponta,
mikroszkoppal ellenériztlk.

A torzsek 16S, ITS és 23S rRNS, valamint
haztartasi gének 6sszehasonlitdé elemzése

A torzsek 16S rRNS, ITS régid és 23S rRNS
szekvenciait dsszefliztuk és a MAFFT algoritmus
segitségével illesztettik. A filogenetikai fat az
illesztés alapjan a MEGA-X szoftverrel allitottuk el6,
Maximum Likelihood modszerrel, a General Time
Reversible modell és gamma eloszlas (GTR+G)
alkalmazasaval, 1000 bootstrap ismétléssel.

A vizsgalatba az alabbi haztartasi géneket vontuk be:
dnak, fusA, parC, pyk, rpoB, rpoC, rpoD, topA, uvrA,

atpB, ileS, secY, tig és uvrD. A gének szekvenciait



OsszeflUztik és MAFFT-tel illesztettuk, majd
Maximum Likelihood filogenetikai fat készitettlink
MEGA-X szoftverrel, GTR+G+l modellel (gamma
eloszlas és invarians helyek), 1000 bootstrap
imsétléssel.

A torzsek atlagos nukleinsav egyezés (ANI) és
atalagos aminosav egyezés (AAl) vizsgalat

A genomi atlagos nukleinsav egyezés (ANI)
elemzésére a FastANI szoftvert hasznaltuk. Az ANI
elemzést mind fajon beltl, mind fajok kozott
elvégeztiuk; az utdbbihoz M. anatis torzseket is
felhasznaltunk. Az AAIl értékek kiszamitasahoz a
torzsek kdédold DNS szekvencidit leforditottuk
fehérjeszekvenciakra, majd az Environmental
Microbial Genomics Laboratory AAl eszkdzével

végeztuk az elemzést, 50 torzsre korlatozva (az 5



atipikus, a referenciatorzs és 44 véletlenszerien
kivalasztott torzs) a szoftveres limitacio miatt.

A M. anserisalpingitidis és M. anatis torzsek
kozotti horizontalis géntranszfer vizsgalat

Mind a M. anserisalpingitidis és M. anatis torzsek
genomjait megvizsgaltuk lehetséges horizontalis
géntranszfer eseményekre az IslandCafe szoftver
segitségével. Ez az eszkdz ugynevezett genomi
szigeteket keres, amelyek jo indikatorai lehetnek a
korabbi HGT eseményeknek, és Osszevethetbék a
profagszeri szekvenciak keresésének

eredményeivel, azok eredményeit kiegészitve.



Teljes genomon alapulé asszociacios
vizsgalat
Antibiotikumok

A tOrzsgyiljtemény  antibiotikum-érzékenységi
vizsgalatat kilenc antimikrobialis szerrel szemben
végeztuk el: tiamulin, oxitetraciklin, doxiciklin, tilozin,
tylvalosin, tilmikozin, linkomicin, spektinomicin és
enrofloxacin. Az antibiotikumok higitasat és
tarolasat, a tapleves mikrohigitasos vizsgalatokat,
valamint a minimalis gatlé koncentraciék (MIC)
meghatarozasat. A tenyésztheté mycoplasma sejtek
szamat meghataroztuk és egységesen 10* CCU/ml-
re higitottuk. A vizsgalatokhoz Mycoplasma tapleves
kozeget  hasznaltunk, minden 96  lyuku
mikrotiterlemez tartalmazott novekedési kontrollokat
(tApleves kbézeg és mycoplasma inokulum

antibiotikum nélkal), negativ kontrollokat (csak



tapleves kdzeg, antibiotikum és mycoplasma nélkul),
valamint pH kontrollokat (pH 6,8-ra beallitott tapleves
kozeg). A MIC értékeket azon legalacsonyabb
antimikrobialis koncentraciéként hataroztuk meg,
amelynél sem pH-, sem szinvaltozast nem lehetett
megdfigyelni. Az antibiotikumokat a kovetkez6 MIC
tartomanyokban alkalmaztuk: 0,25-64 pg/ml (tilozin,
tylvalosin, tilmikozin, linkomicin, oxitetraciklin és
spektinomicin),  0,039-10  pg/ml  (doxiciklin,
enrofloxacin és tiamulin).

Genotipus — fenotipus asszicaciés vizsgalat és
promoéter mappelés

A genotipus és fenotipus koOzo6tti asszociacid
vizsgalatat a pyseer eszkdzzel végeztik. A torzsek
kozotti genetikai tavolsagot a cgMLST séma alapjan

szamitottuk ki. A k-mer-eket a fsm-lite szoftverrel



hataroztuk meg. A GWAS elemzést a pyseer szoftver
dokumentaciojaban megadott legjobb gyakorlat
szerint hajtottuk végre, felhasznalva: a MIC értékeket
tartalmazo fenotipusos fajlt, cgMLST séman alapul6
tavolsagmatrixot, és a fsm-lite altal el6éallitott k-mer
fajlt. A torzsek kozotti genetikai hasonlésag és
rokonsag pontosabb figyelembevételére linearis
kevert modell kerult alkalmazasra. Az asszociacios
vizsgalatot kilencszer ismételtUk meg, mindegyik
antibiotikumra kulon-kulon. Mivel a tobbszoros
statisztikai tesztelés p-érték inflaciét okozhat, a
genom szintl vizsgalatokban szigorubb kiszobot

alkalmaztunk: p <5 x 1078,



Profag jellegii szekvenciak a M.
anserisalpingitidis és M. anatis
torzsekben

A profag szekvenciak keresését, egy el6zetes
vizsgalat el6zte meg, melyet két Iépésben hajtottunk
végre: elséként PHASTER, PhiSpy és Prophage
Hunter eszkozokkel, majd masodlagos keresést
végeztink a hosszusag szerint szlrt PhiSpy
eredményeken, ez utobbit PHASTER és Prophage
Hunter szoftverekkel.

Egy Uj megkozelitést is hasznaltunk, a VIBRANT
szoftvert. Ez az eszkd6z az annotaciokat elemzi, és
Osszeveti a Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG), a Pfam és a Virus Orthologous
Groups (VOG) adatbazisokkal. Ebben a Iépésben M.
anatis torzseket is bevontunk annak érdekében,

hogy megallapitsuk, a feltételezett profagok ebben a



kozeli rokon fajban is jelen vannak-e. A VIBRANT
szoftver altal talalt profag-jellegii szekvenciakat a
megfelel6 draft genomokhoz illesztettik, majd mas
torzsek genomjaihoz is, a Geneious Prime
szoftverrel. A BRIG (BLAST Ring Image Generator)
eszkdzt hasznaltuk a 10 000 bp-nél hosszabb
feltételezett profagok elemzésére, az el6zbleg
MeDuSa segitségével Osszeallitott M.
anserisalpingitidis MYCAV270 torzs genomjahoz

illesztve.

4. Eredmények

Szekvenalas és de novo genom
Osszeillesztés

A vizsgalatban 110 M. anserisalpingitidis torzset
hasznaltunk, amelyekb6l 110 un. draft genom
készult. Az Osszeadllitasokban a leghosszabb

kontigok atlagosan 96 619 bp hosszuak voltak; az



atlagos Phred-minéségi érték 35,4 volt, a rovid
leolvasasok atlagos szama pedig 4 753 178 darab.
Mag genomot célzé multildokusz

szekvencia-tipizalas
A chewBBACA segitségével a teljes CDS-készletbél

kivont cgMLST séma 540 CDS-t tartalmazott 95%-0s
jelenléti  kuszobbel. Az azonos integraciobdl
szarmazo torzsek egy csoportba sorolddtak a
filogenetikai fan; azonban az |. klaszter harom olyan
torzset is tartalmazott (MYCAV47, MYCAV49 és
MYCAV69), amelyek nem tartoztak az integraciéhoz.
A ll. klaszter sokkal valtozatosabb foldrajzi és idébeli
hattérrel rendelkez6 torzseket foglalt magaban.
Mindkét klaszter esetében megfigyelheté volt
Osszefuggés a torzsek cgMLST profiljai és azok
foldrajzi eredete, valamint az izolalas ideje kozott. Az

ugyanazon allat kilonb6z6 szerveibdl izolalt torzsek



is jelentds hasonlésagot mutattak cgMLST
profiljukban.

Az atipusos M. anserisalpingitidis torzsek
genomi és fenotipusos jellemzése

Fenotipusos karakterizalas

Statisztikailag szignifikans kllénbségek voltak
megfigyelhetdk az atipikus és a kontrolltdrzsek kdzott
a novekedési sebesség alapjan (p = 0,0086, D =
0,25). Az 6tnapos ndvekedés soran a kontrolltdrzsek
nagyobb értékeket értek el az atipusoshoz képest.
Minden térzs 37 °C hdémérsékletet preferalt. A
fruktdztartalom korlatozd tényezéként hatott a
novekedésre, mivel minden torzs esetében késébb
kdvetkezett be savas szinvaltozas — kivéve ATCC
BAA-2147 és MYCAV512 torzsek esetében 33 °C-

on. Egyetlen atipusos toérzs sem nétt 33 °C-on



fruktéztartalmu tapkozegben, vagy csak nagyon
lassan (kivéve MYCAVG61).

Novekedésgatlasi vizsgalat

A novekedésgatlasi vizsgalat soran a kontrollcsoport
torzseinél az atlagos gatlasi zénatavolsag 5,850 mm
volt. Ezen belul a MYCAV34 esetében 5,669 mm, a
MYCAV47-nél 6,437 mm, a MYCAV512-nél 5,157
mm, a MYCAV667-nél 6,138 mm, mig az ATCC
BAA-2147 torzsnél 4,669 mm-es gatlasi zonat
meértlink. Az atipusos torzsek esetében ez az érték
atlagosan 3,364 mm volt. A kalonall6 torzsek kozul a
MYCAV61 5,401 mm, a MYCAV93 2,728 mm, a
MYCAV783 2,564 mm, a MYCAV785 4,912 mm, mig
a MYCAV903 3,172 mm gatlasi zénat mutatott.

Osszehasonlitasképp, a M. anatis tipus torzsnél



(NCTC 10156) mért zénaatmeré mindossze 1,408
mm volt.

A torzsek 16S, ITS és 23S rRNS, valamint
haztartasi gének 6sszehasonlité elemzése
Minden M. anserisalpingitidis torzs egy klasztert
alkotott, és az atipusos torzsek ezen belll is
elktlonult csoportot képeztek. A M. anatis tipus torzs
kuldn agat alkotott, az atipusos térzsek azonban még
mindig a M. anserisalpingitidis agon belll maradtak,
de jél elkllonithetdk voltak.

A torzsek atlagos nukleinsav egyezés (ANI) és
atalagos aminosav egyezés (AAl) vizsgalat
Egyértelmd gradiens szeri eloszlast figyeltunk meg
a teljes torzsgydljteményben: nemcsak az 6t atipusos
torzs és a tobbi torzs kozoétt, hanem a ,f6”

gyljteményen belll is. Az atipusos torzsek nem érték



el azt a kiszobértéket, amely alapjan ugyanazon
fajpoz tartoznanak (94-95% ANI). A M. anatis
torzsek csupan ~85%-0s azonossagot mutattak a M.
anserisalpingitidis mintakkal — jol szemléltetve a két
faj kulonbozéséget. Az AAl elemzés megerdsitette
az ANI eredményeket, de az eltérések kisebbek
voltak a kodolo régiokon beluli szinonim mutaciok
miatt.

A M. anserisalpingitidis és M. anatis torzsek
kozotti horizontalis géntranszfer vizsgalat

Az IslandCafe eszkdzt hasznaltuk mind M.
anserisalpingitidis, mind M. anatis torzsek
genomjainak vizsgalatara potencialis horizontalis
géntranszfer események kimutatasa céljabdl. Az
eszkdz genomi szigeteket keres a genomokon bell,

amelyek jo indikatorai lehetnek korabbi HGT



eseményeknek, és 0Osszevethetbk a profagszeri
szekvenciak keresésének eredményeivel, illetve
azokat tovabb bévithetik.

Mag genomot célzé multilékusz
szekvenciatipizalasa a M. anserisalpingitidis és
M. anatis torzseknek

A séma 105 allélt tartalmazott, amelyek mindegyike
jelen volt a M. anatis és M. anserisalpingitidis torzsek
genomjainak 95%-aban. A két faj kulon agat alkotott,
és az atipikus torzsek a tobbi M. anserisalpingitidis
torzssel klaszterezddtek. Az egyesitett cgMLST
elemzésbdl szarmazo filogenetikai fa megerdsitette
az ANI, AAl és a haztartasi gének elemzésének

eredményeit.



Teljes genomon alapulé asszociacios
vizsgalat

A harom vizsgalt makrolid kdzul (tilozin, tilmikozin és
tylvalosin) a tylvalosin mutatta a legalacsonyabb
MICs, értéket (0,5 pg/ml) és MICy, értéket (2 pg/ml)
a torzsekkel szemben. A tilmikozin és tilozin MIC
ertékei széles tartomanyban mozogtak (<0,25—>64
pg/ml), a MICs, érték 16 ug/ml, a MICq, érték pedig
264 ug/ml volt. A tilmikozin esetében kiléndsen
magas MIC;, és MICy, értékeket jegyeztink fel
(mindkettd 264 pg/ml). A linkomicin MIC értékei a
MICs, érték (2 ug/ml) kéré csoportosultak, noha egy
izolatum esetében emelkedett MIC érték (>64 ug/ml)
volt megfigyelhet6. A mérési tartomany 0,25—>64
Mg/ml volt, a MICq, pedig 4 ug/ml. A tetraciklinek
esetében jelentésen széles MIC tartomanyokat

figyeltink meg: oxitetraciklin esetében <0,25-64



pg/ml, doxiciklin esetében <0,039—>10 pg/ml. A
hozzajuk tartozdé MICs, értékek kildnésen magasak
voltak (16, illetve 5 ug/ml), akarcsak a MICq, értékek
(64, illetve 10 pg/ml). A spektinomicin MIC;, értéke 8
Mg/ml volt, de a torzsek jelentbs részénél ennél
magasabb értékeket figyeltink meg; a tartomany 4—
>64 ug/ml, a MICq, érték 16 ug/ml. Az enrofloxacin
MIC értékei is széles tartomanyban mozogtak
(0,312-10 pg/ml), a MICs, érték 5 pg/ml, a MICy,
pedig 10 ug/ml volt. A tiamulin szintén széles MIC
tartomanyt mutatott (0,156-2,5 ug/ml), a MICs, érték
0,625 pg/ml, a MICqq érték 2,5 ug/ml volt.

A pyseer elemzés kulonb6zd szamu szignifikans k-
mert (p-érték < 5x1078) talalt kilencbél o6t
antimikrobialis szer esetében. A makrolidok kozul

tilmikozinra és tylvalosinra a szoftver 92, illetve 727



k-mert talalt, ugyanakkor tilozin esetében nem
detektalt szignifikdns k-mereket. A linkomicin
esetében az eszkdoz 1173 szignifikans k-mert
azonositott. Sem oxitetraciklinre, sem doxiciklinre
nem  talaltunk  szignifikdns  k-mereket. A
spektinomicin esetében 109, enrofloxacin esetében
pedig 436 szignifikans k-mert detektaltunk. A tiamulin
rezisztenciaval Osszefluggésben nem volt
szignifikans k-mer megfigyelhetd. A Promotech 3437
promotert talalt az ATCC BAA-2147 tipus torzs
genomjaban.

Profag jellegi szekvenciak a M.
anserisalpingitidis és M. anatis

torzsekben

A PHASTER szoftverrel végzett elsédleges keresés
profag-szerl jellemzékkel rendelkezé szekvenciakat

talalt az Osszes tdrzsben, ugyanakkor ezek az



eredmények alacsony pontszamot mutattak (10 és
40 kozott). A PhiSpy szoftver szintén kimutatott
profag-szerl szekvenciakat minden annotalt draft
genomban, kivéve a MYCAV39, MYCAV94 és
MYCAV218 torzseket. A Prophage Hunter szoftver
minden szekvencia esetében pozitiv talalatot adott,
azonban csak a MYCAV34, MYCAV77, MYCAV202
és MYCAVG670 torzsek tartalmaztak olyan profag-
szerli szekvenciakat, amelyeket Mycoplasma
profagként azonositottak. Minden médszer arra utalt,
hogy a vizsgalt torzsek profagokat tartalmazhatnak,
de az eredmények kozott nem volt jelentés atfedés.
Emiatt, egy Uj megkozelitést alkalmaztunk: A
VIBRANT szoftvert valasztottuk, mint Uj modszert a
torzsekben el6forduld potencidlis, Uj profagok

tovabbi vizsgalatahoz. Ez az eszkdz 77 vizsgalt torzs



kozul 37-ben talalt profag-szerlii szekvenciakat. Az
eredmények hosszusaga 1870 és 59948 bp kozott
valtozott. Mivel a 10 000 bazisparnal rovidebb
szekvenciak vélhetéen nem tekinthetok teljes
profagoknak, csak azokat a profag-szeri
szekvenciakat elemeztik tovabb, amelyek ezt a
hosszt meghaladtak. Ezeknek a szekvenciaknak a
feltérképezése (n = 31) azt mutatta, hogy ezek
valoészinlileg intakt profag-szerli régiok, és nem
toredezett profagok részei az adott tdrzsek
genomjaban.

A 31 feltételezett profagbdl 22 jelentdés hasonlésagot
mutatott a M. anatis NCTC 10156 torzsével, a CDS-
ek nukleotid BLAST keresése alapjan (lefedettsés
57,00-100,00% és azonossag 90,98-93,52%

kozott). Tiz M. anatis torzset is megvizsgaltunk a



VIBRANT szoftverrel annak ellenérzésére, hogy
ezek a profag-szerl szekvenciak jelen vannak-e mas
vizimadar Mycoplasma fajokkban is. A VIBRANT
négy M. anatis torzsben talalt feltételezett
profagokat, ezek kozul harom atfedést mutatott a
MYCAV270 torzsben azonositott profag-szeri

szekvenciakkal.

5. Megbeszélés

Mag genomot célzé multilékusz
szekvencia-tipizalas
A kifejlesztett cgMLST séma 540 CDS-bél allt, ami

az M. anserisalpingitidis ATCC BAA-2147 tipus torzs
CDS-készletének korulbelil 68,87%-at tette ki. Ez a
séma olyan szekvenciatipizalasi eljarast
eredményezett, amely nemcsak az dsszes vizsgalt
torzset képes volt megkulonboztetni, hanem olyan

alegységekbe is sorolta 6ket, amelyek jelentbs



Osszefuggést mutattak a mintak metaadataival. A
wgMLST és cgMLST alapu filogenetikai fak jelentés
hasonlosagot mutattak, ami arra utal, hogy a
maggenomi sémank elég robusztus ahhoz, hogy
tovabbi vizsgalatok alapjaul szolgaljon.

Az a medfigyelés, miszerint  ugyanazon
integraciohoz tartozé torzsek (Il. klaszter) nagyobb
valtozatossagot mutattak, és nem volt kimutathato
Osszefuggés a genotipus és a foldrajzi eredet kozott,
arra utalhat, hogy a gazdafajok kodzotti mozgas
gyakori, vagy hogy a kulonb6zé helyrél szarmazé
allatok kozott érintkezés torténhetett. A jelentds
szamu magyarorszagi minta arra utal, hogy a
fert6zés elterjedt lehet a Karpat-medencében,;
ugyanakkor a lengyel, svéd és kinai mintak jelenléte

azt mutatja, hogy a mikroorganizmus vilagszerte



el6fordulhat. Mivel Kina a vilag vezet6 ludtermeldje,
kilonosen fontos lenne az M. anserisalpingitidis
fert6zés el6fordulasanak vizsgalata ezen a terlleten.

Az atipusos M. anserisalpingitidis torzsek
genomi és fenotipusos jellemzése

Egyre tobb bizonyiték tamasztja ala, hogy a
prokaridta fajok kozott léteznek jol elkildnithetd
genetikai hatarok, ugyanakkor bar a baktériumfajok
rendszertanilag osztalyozhatok, ezek a hatarok
valészin(leg fajrél fajra kilonbdznek. Az ANI és AAI
elemzések eredményei egyarant fokozatos eltérést
mutattak mind a nukleotid-, mind az aminosav-
azonossag terén, ami arra utal, hogy az eltérd
helyekr6l szarmazé atipusos torzsek inkabb
egymashoz alltak kozelebbi rokonsagban, mint a
gyljtemény tobbi tagjaval. Az atipusos M.

anserisalpingitidis torzsek valamivel a fajhatar ala



estek, azonban ez az eltérés csekély mértéki volt —
legfeljebb néhany szazalékpontnyi (maximum 0,6%).
A vizsgalatban szerepl§ Ot atipusos torzset eltérd
foldrajzi helyekrdl izolaltuk: Kinabol, Vietnambol és
Magyarorszagrol. A gazdafajok szintén valtozatosak
voltak: a mintak hattyaludbdl és haziludbal
szarmaztak, valamint eltér6 szervekbdl kerultek
izolalasra, koztuk a kloakabdl, ivarszervbél és annak
nyirokcsomaoibal.

Teljes genomon alapulé asszociacios

vizsgalat

Az antimikrobialis rezisztencia tobbféle mddon
kialakulhat, ideértve az efflux pumpak fokozott
mikodését, az antibiotikumok tamadaspontjainak
megvaltoztatdsat (példaul a makrolidok esetében,

mint a tilmikozin, tilozin és tylvalosin), vagy az



antibiotikumok felvételének csdkkenését (példaul az
aminoglikozidokkal, mint a spektinomicin szemben).
Kalonbozé transzferazok — kulonosen
metiltranszferazok — gyakran mutatnak szignifikans
Osszefuggést tobbféle antimikrobialis szerrel
szembeni  csokkent  érzékenységgel. Ezen
tulmenéen a DNS giraz B alegysége, a DNS
topoizomeraz IV A alegysége, valamint efflux pumpa
alegységek is szignifikans asszociaciét mutattak. Ez
O0sszhangban van azzal a medfigyeléssel, hogy
egyes transzferazok kulcsfontossagu szerepet
jatszhatnak az antibiotikum-rezisztenciaban. A
masodik leggyakoribb CDS tipus, amely szignifikans
talalatot adott, olyan géneket tartalmazott, amelyek
efflux pumpak tagjai voltak, vagy efflux pumpa

aktivitdst mutattak. A baktériumok hatékonyan



képesek megvédeni magukat szamos antimikrobialis
szer ellen azaltal, hogy fokozzak efflux aktivitasukat;
ez, ha a csokkent bejutassal tarsul, jelentésen
csokkenti az antibiotikum sejten bellli
koncentraciojat.

Profag jellegii szekvenciak a M.
anserisalpingitidis és M. anatis

torzsekben

A M. anserisalpingitidis torzsekben
azonositott 31 feltételezett profag kozil 22 jelentds
hasonlésagot mutatott a M. anatis NCTC 10156
torzzsel. Mindbdssze ot profag-szerli szekvencia
mutatott nagyobb hasonlésagot barmely mas M.
anserisalpingitidis torzzsel, mint a M. anatis NCTC
10156 tipustorzzsel. Az M. anserisalpingitidis mag
genomot célzdé vizsgalata soran megallapitottuk,

hogy minddssze 6t profag CDS volt jelen a



maggenomban, és ezek mind megtalalhatok voltak a
MYCAVG669 torzsben, ami arra utal, hogy a tobbi
profag-szerli szekvencia az jarulékos genomhoz
tartozik.

Harom M. anatis torzs (MYCAV786,
MYCAV787, MYCAV788) korllbelil 90%-os
hasonlosagot mutatott az atfedé régiokban a M.
anserisalpingitidis MYCAV270 torzs egyik profag-
szeri( szekvenciajaval. Szamos oka lehet ezeknek az
inaktiv, feltételezett profagoknak: példaul
horizontalis géntranszfer vagy olyan fagfert6zés,
amely a két faj k6zos evolucidés szétvalasa soran
tortént. Az a tény, hogy ezek a profag-szeri
szekvenciak jelen vannak egyes, de nem minden

vizimadar Mycoplasma torzsben, tovabb erdsiti azt a



lehet6séget, hogy ezek valdban profagok, amelyek

korabban megfert6zték ezeket a torzseket.

6. Uj tudomanyos eredménye

Ad 1. Létrehoztuk az els6 mag genomot célzo
multildkusz tipizal6 sémat M. anserisalpingitidis
szamara, valamint egy k6z0s M. anserisalpingitidis —
M. anatis cgMLST sémat is. A cgMLST séma preciz
és robusztus jellege megerdsiti, hogy ez az eljaras
standardként alkalmazhato filogenetikai tipizalasra.
A filogenetikai elemzés mellett az Uj séma sikeresen
csoportositotta a torzseket azok metaadatai szerint,
igy novelve hasznossagat epidemiologiai
megfigyelésekben.

Ad 2. Az 6t atipusos torzs jellemzése jelentds
eltéréseket mutatott mas M. anserisalpingitidis

torzsekhez képest, mind fenotipusos, mind



genotipusos szempontbdl. Az atipikus torzsek a
fajhatar peremén helyezkednek el, és potencialisan
a speciacio kezdeti lépéseit képviselik.

Ad 3. Ez az els6 teljes genomon alapuld
asszociacios vizsgalat M. anserisalpingitidis fajon, és
minddssze a harmadik GWAS, amelyet Mycoplasma
fajon végeztek. A tanulmany tobb antibiotikum-
rezisztencia mechanizmust tart fel M.
anserisalpingitidis ~ torzsekben, és jelentds
korrelaciokat mutatott ki az antimikrobialis szerek
kozul 6t és a genomban talalhato k-mer-ek kdzaott.
Ad 4. Vizsgalatunk soran tobb M. anserisalpingitidis
és M. anatis torzsben sikeresen azonositottunk
profag-szeri szekvenciakat, ami ezen madar
Mycoplasma fajok esetében elsé alkalommal tortént

meg.
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