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BEVEZETES

A Mycoplasma bovis -t eloszor Hale izolalta egy togygyulladdsos szarvasmarhabol 1961-ben. A
kérkép hasonld volt a juhok €s kecskék fertdzod elapasztdsdhoz, amelyet a M. agalactiae okoz.
fgy eleinte az j izolatumot a M. agalactiae alfajanak (M. agalactiae subsp. bovis) tartottak,
majd kés6bb uj fajként keriilt leirdsra. Azota Eurépa és Eszak-Amerika talan legnagyobb
gazdasagi karokat okozd szarvasmarha-patogén Mycoplasmajava valt. A M. bovis altal okozott
testtomeg-gyarapodas elmaradas, vagoérték csokkenés és togygyulladas tobb szazmillio dollar
veszteséget okoz évente.

E koérokozd borjakban és novendék allatokban tiido- ¢és iziiletgyulladast, tehenekben
togygyulladast, vetélést és termékenyiilési zavarokat, bikdkban pedig nemi szervi elvaltozasokat
¢s az ondomindség romlasat okozza.

A tiido- ¢és iziiletgyulladasban megbetegedett borjaknal a kiesési arany igen magas lehet. A
fertdzésen atesett allatok testtomeg-gyarapoddsa az esetek tobbségében elmarad a kivéanatos
mértektol, a tenyészérettség elérésének idopontja pedig jelentdsen kitolddik.

Jollehet hazankban a M. bovis éltal okozott megbetegedés mar 1975 id6 oOta ismert, a
gyakorlatban azonban kevés esetben keriil diagnosztizalasra. Ennek oka abban keresendd, hogy a
borjak 1égzdszervi bantalmait gyakorlati kortilmények kozott a hasonlod klinikai kép és
korbonctani elvaltozasok alapjdn tobbnyire 1€gzdszervi virusoknak tulajdonitjdk. Ezt az is
alatdmasztja, hogy a madasodlagos kdérokozok (tobbnyire Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolytica, Haemophilus somnus) mindkét esetben mddositjak a klinikai és korbonctani képet.
A M. bovis altal okozott megbetegedést igen nehéz kezelni, mivel antibiotikum rezisztencia
gyakran fordul eld, de még az in vitro vizsgalatokban hatékonynak bizonyuld gydgyszerekkel
végzett gyogykezelés is a gyakorlati kortilmények kozott sokszor eredménytelen.

Az allomanyok mentességének fenntartdsdhoz, a virulens torzsek behurcoldsanak
megakadalyozasdhoz az egyedi diagnozis is kulcsfontossagu.

Az oki diagndzis felallitasdban nehézséget jelentenek a szarvasmarha normal florajat alkotd
apatogén Mycoplasma-fajok és a méasodlagosan fert6z6, a M. bovis-t tulnovo baktériumok.
Tovabbi problémat jelent a M. bovis gyorsan valtozd antigénszerkezete, amely az
immundiagnosztikai probak alkalmazésa esetén nagy koriiltekintést igényel.

Fentiek figyelembevételével doktori munkdmban a szarvasmarhdk M. bovis fertdzottségének
klinikai- és komplex diagnosztikai vonatkozasaival foglalkoztam.



CELKITUZESEK

A kutatasok soran az alabbi célokat tiiztem Ki:

A M. bovis gyors kimutathatosaganak vizsgéalata egy szelektiv-differencidlo taptalaj ¢&s
capture ELISA segitségével.

M. bovis specifikus monoklonalis ellenanyagok eldallitdsa, azok pontos jellemzése,
immundiagnosztikai felhasznaldsanak tanulméanyozasa.

A M. bovis fertdzottség Magyarorszagi elterjedtségének vizsgalata ELISA-probaval. Az
ELISA-préba és a Mycoplasma tenyésztés eredményeinek Osszevetése a vagohidi

hasvizsgalat soran tapasztalt tiidégyulladassal.

A valnemulin és enrofloxacin hatéanyag alkalmazhatdsaganak kiprobaldsa mesterséges
fertdzési kisérlet segitségével.

M. bovis specifikus PCR rendszer kifejlesztése.



ANYAG ES MODSZER

1.

A SZARVASMARHAK MYCOPLASMA BOVIS FERT(’)Z(")TTSEGENEK GYORS

DIAGNOSZTIKAJA CAPTURE ELISA PROBAVAL ES SZELEKTIV-DIFFERENCIALO
TAPTALAJ SEGITSEGEVEL

Vizsgalataink soran 4, M. bovis-szal fertdzott tejtermeld tehenészetben 1éguti- és hiively
tamponmintakat, valamint tejmintakat gytjtottiink. Kdérbonctani elvaltozasokat mutatd tiidokbol
vagbdhidakon vettiink szervmintat. Vizsgalati anyagaink tovabbi része egy M. bovis kisérleti
allatfert6zésbol szdrmazott. A fert6zott és kontroll borjak orrtampon- és tiidodmintait dolgoztuk
fel. A mintékat folyékony B-taptalajba oltottuk. A mycoplasmék novekedését szilard B-taptalajra
vald kioltassal ellendriztiik.

A pozitiv folyékony taptalajokbol a specifikus poliklonalis hiperimmun nyulsavoval eldzetesen
érzékenyitett capture ELISA lemezre oltottuk ki, amelyen harom napos inkubacidt kovetden
biotinnal jelzett S5A10 M. bovis specifikus monoklondlis ellenanyaggal végeztiink
immunreakcidt. A reakciokat 450 nm-es hullimhosszon mért abszorbancia értékek alapjan
minositettiik. A fertdzési kisérletbdl szarmazo mintédkat emellett M. bovis diagnostic medium
szelektiv-differencidlo agarlemezre is kioltottuk, majd anaerob koriilmények kozott végzett egy
hetes inkubacio utan szteredmikroszkop alatt vizsgaltuk és a megfelelo szinreakcid alapjan
biraltuk.

2.
MONOKLONALIS ANTI-MYCOPLASMA BOVIS ELLENANYAGOK ELOALLITASA ES
JELLEMZESE

Monoklondlis ellenanyagok eldallitas céljabol M. bovis 26034 jelzésti hazai torzsbol késziilt
antigénnel Balb/c AnN Crl BR egereket oltottunk. Az immunizalasokat kovetden az egerekbdl
vért vettiink. A vér ellenanyagszintjét sajat fejlesztésti indirekt ELISA-probaval vizsgaltuk. A
vizsgalatok szerint legjobb immunvalaszt add egér 1épét sterilen eltavolitottuk. A lépsejteket
Sp2/0-Agl4 egér myeloma sejtekkel fuzionaltattuk. A nyert hibridsejteket HAT mediummal
szelektaltuk. Két héttel a fuziot kovetden a felnovekvd sejtek feliiluszoit indirekt ELISA-
probaval teszteltik. Az ELISA-probaban pozitiv reakciot mutatd feliiluszok vizsgalatat a
felismert antigén-determinansok pontos molekulatomeg-meghatdrozasa céljabol Western-blot
moddszerrel végeztilk. A Western-blot proba alapjan kivalasztott 12 sejtcsoportot végpont-
higitdsos modszerrel kétszer klonoztuk. A klonozott sejteket felszaporitottuk €s 5 sejtvonallal
bioreaktorban ellenanyagot termeltettiink. Az ellenanyagok izotipusat ELISA-prébaval
hataroztuk meg. Az eldallitott monoklonalis antitestek keresztreakcioit az egyes Mycoplasma-,
Ureaplasma-, és Acholeplasma-fajokkal indirekt ELISA-eljardssal vizsgaltuk. Az ellenanyagok
specificitasat paraffinba agyazott szovetmintakon végzett immun-hisztokémiai reakcidban is
teszteltiik.



3.
A MYCOPLASMA BOVIS SZEREPENEK \]IZSGALATA A SZARVASMARHA
TUDOGYULLADASANAK KIALAKULASABAN EGY MATEMATIKAI MODELL
TUKREBEN

Vagohidi mintagytjtés soran 34 hazai gazdasagbdl Osszesen 595 szarvasmarhabdl vérsavo- €s
tidomintakat gyujtottiink. A levagott allatokat rutin husvizsgélatnak vetettiik ald, amelynek
soran a tiidégyulladasra jellemzd elvaltozasok feljegyzésre keriiltek. A vérsavd mintdkat M.
bovis Sero ELISA kittel (Bommeli AG, Liebefeld-Bern, Svijc) vizsgaltuk. A tiidémintakat
folyékony B Medium-ban tenyésztettiik. A mycoplasmékat telepmorfoldgidjuk, biokémiai
tulajdonsagaik és immun-fluoreszcencias proba alapjan azonositottuk. Az adatokat statisztikai
modszerekkel értékeltiik. A tiidogyulladas eldfordulasa, a M. bovis tenyésztési, illetve a
szerologiai vizsgalat eredményeit valdszinliségi modell segitségével elemeztiikk, amelynek
illesztéséhez linearis optimalizacion alapuld modszert hasznaltunk.

4.

A VALNEMULIN (ECONOR®) HATEKONYSAGANAK VIZSGALATA BORJAK

MESTERSEGES FERTOZESSEL ELOIDEZETT MYCOPLASMA BOVIS OKOZTA
MEGBETEGEDESENEK KEZELESEBEN

Kisérleteinkhez 24, 10-35 napos bikaborjut hasznaltunk, amelyeket az aldbbiak alapjan
csoportokba osztottuk:

1. Csoport: Nem fert6zott, nem kezelt

2. Csoport: Fertdzott, nem kezelt

3. Csoport: Fert6zott enrofloxacinnal kezelt

4. Csoport: Fertdzott valnemulinnel kezelt
Az allatokat az elsé napon a virulens, 5063 jelzésti M. bovis torzs levestenyészetével az
orriiregbe fertdztiik. A borjak testtomeg-gyarapodasat, klinikai értékeit a kisérlet soran
mindvégig jegyeztiik. A gyogyszereket a fertdzést kovetd 10. naptol tejpotlo tapszerben itattuk a
gyartd eldirasainak megfelelé adagokban, 8 napon at. A kisérlet 21. napjan az allatokat
kiirtottuk, a megfigyelt korbonctani és korszovettani elvaltozasokat feljegyeztiik. Az éllatok
szerveibdl Mycoplasma- ¢s baktériumtenyésztést végeztiink, vérsavoikbol pedig ELISA-
probaval kiséreltiik meg az ellenanyagok kimutatésat.

5.
MYCOPLASMA BOVIS SPECIFIKUS PCR PROBA KIALAKITASA

Kutatasaink soran két korabban leirt (Ghadersohi és mtsai., 1997, Hayman és Hirst, 2003),
altalunk kiprobalt, de nem miikodé PCR rendszert tokéletesitettiink. Az eredeti forward primer
(MB1) mellé uj reverz primert (MbR2, 5’-aatgaagctactgatccaag-3’) terveztiink. A leggyakrabban
el6forduld szarvasmarha eredetli Mycoplasma- és baktérium-fajok torzseibdl fenol-kloroformmal
DNS-t vontunk ki. A mintdkat 50 pl térfogatban, 1,5 mM MgCly, 20 pM RedTaq polimeraz

(Sigma) koncentracié mellett megfeleld koriilmények kozott (35 ciklus, 94°C 20 sec, 52°C 20
sec, 72°C 1 min, végso extenzid 72°C 5 min) PCR késziilékben reagéltattuk.



EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1.

SZARVASMARHAK MYCOPLASMA BOVIS FERTézOTTSE’gE’NEK GYORS

DIAGNOSZTIKAJA CAPTURE ELISA PROBAVAL ES SZELEKTI{V-DIFFERENCIALO
TAPTALAJ SEGITSEGEVEL

Az alloméanyokbdl gyiijtott 510 tampon, szerv ¢s- tejmintabdl 52 esetben sikeriilt Mycoplasmat
izolalni. Ezekbdl immun-fluoreszcencias probaval 43 (83%) bizonyult M. bovisnak.

A 92 vagoéhidi tiiddmintabol hagyomanyos tenyésztéssel 15 volt M. bovis pozitiv. Az immun-
fluoreszcencias proba eredményeit a capture ELISA teszt mindkét esetbens 100%-ban
megerdsitette. A kisérleti fert6zésbol szdrmazé mintdk esetében. a kontroll csoportbdl sem
tenyésztéses, sem pedig capture ELISA- probaval nem sikeriilt M. bovis-t kimutatni. Mas fajokat
azonban lehetett izolalni. A fertdzott csoport fertdzés eldtt vett mintdiban nem, mind
hagyomanyos tenyésztéssel, mind pedig capture ELISA-val azonban - 2 allat kivételével - a
fert6zés utan 14 nappal gytijtott orrtamponokban detektalni lehetett a korokozot. A szelektiv talaj
valamennyi fertdzott allat mintaibol sikeresen kimutatta a M. bovist.

A capture ELISA specificitdsat 39, M. bovis-tol eltéré6 Mycoplasma- illetve Acholeplasma
fajokhoz tartozé referens torzzsel, valamint 8 kiillonb6zé M. bovis torzzsel is teszteltiik. Ezekben
a vizsgalatokban csak a M. bovis torzsek reagaltak, mas fajok nem okoztak keresztreakciot.

Az altalunk hasznalt szelektiv taptalaj jellemzdje, hogy a M. bovis telepek jol fejlédnek rajta,
anaerob koriilmények kozott tenyésztve novekedésiik a talajban piros elszinezddést okoz,
mikdzben a telep belsejében jellegzetes piros szini kristdlyok figyelhetok meg. Mas
szarvasmarha eredetli Mycoplasma-fajok egyaltalan nem, vagy gyengébben fejlddnek és a M.
verecundum Kivételével piros elszinez6dést sem okoznak. A szinreakcié markans, és valamennyi
vizsgalt M. bovis izolatumra jellemz6é volt. A tiptalajban 1évd gatldanyagok a szennyezd
baktériumok novekedését is megakadalyoztak.

A capture ELISA-préba és a M. bovis szelektiv-differencialé agar egyarant alkalmasnak
bizonyult nagyobb szamu minta gyors feldolgozasara. Emellett melldzhetdk a hosszadalmas és
draga klonozasi eljaras illetve a biokémiai és az immunologiai azonositd probak (ndvekedés-
gatlas, immun-fluoreszcencia stb.). Mindkét modszer gyors és specifikus, igy hozzéasegit a M.
bovis fert6zottség rovid idon beliili megallapitasdhoz

2.
MONOKLONALIS ANTI-MYCOPLASMA BOVIS ELLENANYAGOK ELOALLITASA ES
JELLEMZESE

Vizsgélataink soran 63 termeld hibridomat nyertiink. Az eléallitott monoklonalis ellenanyagok
kozul az 1B11, 1C7, 4H9 és 6F11 jelzést 63 kDa, a 2C5, 5B8, 5D3, 5E5 és 6H10 jelzést 22, 25
¢s 27 kDa, a 2C9 ¢és 5CI11 jelzésti 69 kDa, mig a 3G12 67, 69 és 72 kDa molekulatomegii
antigén-determinansokat ismert fel. A megvizsgalt 12 sejtvonal altal termelt ellenanyagokat a
nehézlanc szerint IgG1 alosztalyba soroltuk. Tiz sejtvonal k, mig kettdé A konnytilanca
ellenanyagot termelt. A megvizsgalt 12 ellenanyag koziil valamennyi reagalt a M. bovis
antigénekkel. A 3G12 és az 5B8 a homolog Mycoplasma-tfaj térzsein kiviil mas antigénnel nem
adott keresztreakcidt. A tobbi vizsgalt ellenanyag M. bovigenitalium ¢€s M. hyopneumoniae
antigénnel reagalt, mig M. agalactiae antigénnel egyik ellenanyag sem mutatott reakciot.
Kilonosen a 22, 25, 27 kDa molekulatomegii antigéndeterminansok ellen termelt ellenanyagok
adtak keresztreakciot, ami az altalunk vizsgélt mycoplasmak epitopjainak kozeli rokonsagara
utal. Nagyfoku specificitdsuk és affinitdsuk miatt, elsésorban a 3G12 és az 5CI11 jelzési
sejtvonalak altal termelt ellenanyagokat tartjuk alkalmasnak a M. bovis fertdzottség



immundiagnosztikai vizsgalatara (pl. immun-fluoreszcencia vagy capture ELISA). Immun-
hisztokémiai modszerrel a 6H10, 6F11 és 4H9 ellenanyagok segitségével sikeriilt a M. bovis
antigén in situ szoveti kimutatasa.

3.
A MYCOPLASMA BOVIS SZEREPENEK \]IZSGALATA A SZARVASMARHA
TUDOGYULLADASANAK KIALAKULASABAN EGY MATEMATIKAI MODELL
TUKREBEN

Az allatok koziil 33,9 %-ban taldltunk pneumodnias elvaltozasokat, 37,0 %-bol tenyésztettiink ki
M. bovis-t, és vérsavomintak 11,3%-aban taldltunk M. bovis ellenanyagokat. A szeropozitivitas
0 és 57,2 % kozott valtozott a kiilonbozé dlloméanyokban. Az athangolddott allatokat tartalmazé
allomanyok aranya 64,7 % volt.

Az altalunk felallitott hipotézis rendszer ¢s az ebbdl képzett modell kvantitativan jol interpretalta
a tiidogyulladasok el6fordulasa, a M. bovis izoladlhatdsaga €s az ellenanyagok kimutathatdsaga
kozotti Osszefiiggést.

Adataink szerint az M. bovis tenyésztéses ¢s ELISA vizsgalata egyarant fontos, egymadst
kiegészité mddszer.

4.

A VALNEMULIN (ECONOR®) HATEKONYSAGANAK VIZSGALATA BORJAK

MESTERSEGES FERTOZESSEL ELOIDEZETT MYCOPLASMA BOVIS OKOZTA
MEGBETEGEDESENEK KEZELESEBEN

Kisérletiink bizonyitotta, hogy a borjak M. bovis éltal okozott megbetegedése markans klinikai
tiineteket (levertséget, stilyos 1égzési nehézséget, savds-gennyes orrfolyast, kohogést és lazas
allapotot) okoz. A tiinetek a fertdzést kovetd 5-7. naptdl alakultak ki, majd késobb egyre
sulyosbodtak. A fertdzott allatok a 10. naptdl a tejet visszautasitottdk és testsulyndvekedésiik
csokkent a nem fertdzott kontroll allatokhoz képest. Harom héttel a fertdzEés utan a 1égzdszervi
tiinetek igen sulyosakka valtak és a kezeletlen allatok koziil néhany elpusztult.

A M bovis fertdzés, mind makroszképos, mind pedig mikroszkopos tiidéelvaltozast okozott,
amely foként a cslcs- és szivlebenyt, néha azonban a rekeszi lebenyt is érintette, az egész
tiidofeliilet mintegy 10-50%-aban.

A M. bovis-t a fertdzott allatokbdl, a tiidon kiviil, egyéb zsigeri szervekbdl (a 1épbdl, majbol,
vesébdl), valamint az iziiletekbol is vissza tudtuk izoldlni. A korokozd altal indukalt
ellenanyagvalaszt ELISA-prébaval tudtuk mérni.

A M. bovis altal kivaltott megbetegedést sikeresen kezeltiik, mind enrofloxacinnal, mind pedig
valnemulinnel. A kezelt csoportokban a gyogykezelés megkezdését kovetd 4-6 napon beliil a
klinikai tlinetek szignifikansan csokkentek a kezeletlen csoportokéihoz képest. A gyogykezelés
visszaallitotta az 4allatok étvagyat és a testtomeg-novekedés iiteme elérte a nem fertdzott
allatokéit. A kezelés csokkentette a tiidoelvaltozasok szamat és sulyossagat, valamint a
parenchymas szervekbdl visszaizolalhatd mycoplasmak aranyat.

Mind a valnemulin, mind pedig az enrofloxacin hatékonynak bizonyult ebben a kisérletben,
jollehet a klinikai tlinetek hamarabb csokkentek €s a mycoplasmék visszaizoldlasdnak aranya
vonatkozasdban a valnemulin eldnydsebbnek bizonyult.



5.
MYCOPLASMA BOVIS SPECIFIKUS PCR PROBA KIALAKITASA

PCR rendszeriink 319 bazispar nagysagi M. bovis specifikus terméket adott. Levestenyészetben
150 CFU/ml mennyiségl sejtet volt képes detektalni. A vizsgalt baktérium és M. bovis-t6l eltérd
Mycoplasma-fajokkal, beleértve a M. agalactiae-t is, nem adott keresztreakciot.
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