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A adenin
ADI Allat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatdsag
AU Anson Unit: Anson egység: 1AU azt az enzimmennyiséget jeldli, mely kazeinbdl

pH 7 mellett percenként 1 pmol (181 ug) tirozint szabadit fel
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C nukleobazisként: citozin

C vegyjelként: szén

°C Celsius-fok

DI index of discrimination: diszkriminaciés index

DNS dezoxiribonukleinsav

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay: enzimhez kotott immunoszorbens proba

G guanin

GT genotype: genotipus

h allélvaltozatossag

HPC hexadecyl-pyridinium-chloride: hexadecil-piridinium-klorid

HRM high resolution melting: nagyfelbontasu olvadaspont elemzés

ITS internal transcribed spacer: belsé atirodo elvalasztd szakasz

LPSN list of prokaryotic names with standing in nomenclature: prokariétak érvényes

fajneveit tartalmazo lista

LSP large sequence polymorphism: hosszabb szekvencia polimorfizmus

M. Mpycobacterium

MA Mpycobacterium avium

MAA Mpycobacterium avium subspecies avium

MAC Mycobacterium avium complex: Mycobacterium avium komplex

MAH ~Mycobacterium avium subspecies hominissuis”

MAI Mycobacterium avium-intracellulare complex: Mycobacterium avium-intracellulare
komplex

MAIS Mycobacterium  avium-intracellulare-scrofulaceum complex: Mycobacterium

avium-intracellulare-scrofulaceum komplex
MAP Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

MAS Mycobacterium avium subspecies silvaticum
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Mycobacterial interspersed repetitive units: szétszért mycobacterialis ismétlédé
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Mycobacterium tuberculosis complex: Mycobacterium tuberculosis komplex
N-acetil-L-cisztein

natrium-hidroxid

Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal

neighbour-joining: szomszéddsszevond modszer

non-tuberculous Mycobacterium: nem tuberkulotikus Mycobacterium

nem vizsgalt

Orszagos Allategészségiigyi Intézet

eredetileg Office International des Epizooties, 2003-t6l The World Organisation for
Animal Health: Allat-egészségiigyi Vilagszervezet

phosphate-buffered saline: foszfat puffer

polymerase chain reaction: polimeraz lancreakcio
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TR tandem repeat: tandem ismétiédés

TSPB trisodium-phosphate-benzalkonium: trinatrium-foszfat és benzalkénium-klorid
uv ultraviolet: ultraibolya
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VNTR variable number of tandem repeats: valtozé szamu tandem ismétlédés elemzés
WHO World Health Organization: Egészséglgyi Vilagszervezet
ZN Ziehl-Neelsen



1. Osszefoglalas

Az elmult években a hazai allategészseglgy egyik kiemelten fontos célja az orszag
gumdékormentes statuszanak elfogadtatasa volt, melynek elérését megnehezitette az un.
paraallergias reakciok jelenléte. A szoros antigénszerkezeti rokonsag miatt a nem
tuberkulotikus  Mycobacteriumok  (NTM)  képesek &thangolni a  gazdaszervezet
immunrendszerét, minek koOvetkeztében a hordozd gazdak reagalhatnak a tuberkulin
bérprébaban, megnehezitve ezzel a gumdokor in vivo diagnosztikajat.

Vizsgalataink célja az orszagban el6forduld6 NTM-ok szilard taptalajon vald tenyésztése,
azonositasa és tipizalasa, valamint eléfordulasi gyakorisaguk, gazdaspektrumuk és kérokozo
képességulk felmérése volt. Munkank soran hazi és vadon él6 eml6s- és madarfajok mellett
tégygyulladasos tehenek tejébdl, valamint tars- és kedvtelésbdl tartott allatok mintaibol
szarmazo torzseket is vizsgaltuk.

Vizsgalatainkba 2006 és 2015 kozott izolalt Mycobacterium avium és egyéb, nem M. avium
NTM-okat vontunk be. A korabban szilard taptalajon nem tenyészthetd torzsek esetén a
vizsgalatukhoz sziikséges tenyészetek létrehozasahoz taptalajokat fejlesztettlink. A torzsek
megbizhaté azonositasahoz és tipizalasahoz 20 molekularis bioldgiai mddszert honositottunk
meg. Két M. avium alfaj elkilonitésére, melyhez a nemzetkdzi szakirodalomban nem talaltunk
megbizhaté mddszert, magunk fejlesztettiink valds ideji PCR identifikalé rendszert, mely egy
alfajspecifikus és egy nagyfelbontasu olvadaspont elemzésen alapulé eljaras kombinacidja.
Szaznegyvennégy (144) Mycobacterium avium subsp. avium (MAA), 65 Mycobacterium avium
subsp. silvaticum (MAS), 94 ,Mycobacterium avium subsp. hominissuis” (MAH) és 659
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) térzs mellett 1419 egyéb, nem M. avium
NTM-ot azonositottunk. A M. avium térzsek genetikai valtozatossagat LSP*17 és MIRU-VNTR
modszerekkel vizsgaltuk. Ezen genotipizalasok eredményeként 772 térzs k6zott 85 kiilonbozé,
alfajspecifikus genotipust mutattunk ki, melyek filogenetikai rokonsagat szomszéddsszevond
modszerrel vizsgaltuk. A MAH és MAA torzsek nagymeérték( valtozatossaga mellett a MAS és
MAP torzsek relativ homogenitasat talaltuk. A nem M. avium NTM-ok kozul 230 torzs pontos
azonositasat veégeztuk el. Harmincegy ismert faj mellett 8 Uj torzstipust is kimutattunk.
Vizsgélataink soran sikerrel izoldltunk Magyarorszagon korabban nem ismert fajokat és
alfajokat. Egyes fajokat és alfajokat Uj gazdafajokban is megtalaltuk, valamint korabban
apatogénnek vélt fajok okozta fert6zéseknél kortani elvaltozasokat talaltunk.

A hazankban nagy multra visszatekintd Mycobacterium diagnosztika folytatasat képezd
vizsgalataink hianypo6tlo  jellegliek. Eredményeink jelentésen hozzajarultak a NTM-ok
magyarorszagi el6fordulasarél, patogenitasardl, gazdaspektrumardl rendelkezésre allo
ismeretanyag bovitéséhez. Az egyidejlleg létrehozott részletesen jellemzett torzsekbdl alld

térzsgylijtemény kivalé alapot szolgaltat esetleges jov6beni mycobacterioldgiai vizsgalatokhoz.



2. Summary

One of the most important goals of the Hungarian livestock breeding in the past few years
was to achieve the official declaration of the tuberculosis-free status of our cattle farms,
which was hampered by the presence of numerous so-called ’paraallergic’ reactions. Due to
the high degree of antigenic relatedness non-tuberculous Mycobacteria (NTM) infected
animals can react in the tuberculin skin testing, thus hampering the in vivo diagnosis of
bovine tuberculosis.

The primary aim of our study was the identification and typing of NTM in Hungary. For this
purpose the cultivation of some strains on the surface of solid media had to be solved.
Furthermore we intended to survey the occurrence, host species spectrum and pathogenicity
of the different strains. Beside domestic and wild mammals and birds we also tested milk
samples from mastitic cattle and a diverse panel of samples from companion- and pet
animals.

In our study, we included M. avium and non-avium NTM strains isolated between 2006 and
2015 in Hungary. For the reliable identification of the strains numerous molecular biological
assays were adapted, while we also developed a new molecular identification method.
Besides 144 Mycobacterium avium subsp. avium (MAA), 65 Mycobacterium avium subsp.
silvaticum (MAS), 94 ’Mycobacterium avium subsp. hominissuis’ (MAH) and
659 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) strains 1419 other, non-avium
NTM were identified. The genetic diversity of the M. avium strains was tested by LSP*17 and
MIRU-VNTR analyses. Among 772 strains 85 subspecies specific genotypes were identified,
whose phylogenetic relatedness was investigated by Neighbour-Joining method. We found
extrem heterogeneity among MAH and MAA strains, while MAS and MAP displayed relative
homogeneity. Of the non-avium NTM isolates, we identified 230 strains to the species level.
Among them we detected 31 known species and 8 new strain types. In the course of our
investigations we successfully isolated several species and subspecies earlier not known in
Hungary. Some species or subspecies were isolated from new hosts. We also found gross
pathologic lesions in infections caused by species, which were not considered to be
pathogenic before.

Despite the long-standing Mycobacterium diagnostics in Hungary, our investigations are
gap-filling. Our results greatly contribute to the expansion of our knowledge about the
occurrence, pathogenicity, and host spectrum of NTM in Hungary. The strain collection

created in this study provides excellent basis for further investigations.
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3. Bevezetés

.Nobody ever figures out what life is all about, and it doesn't
matter. Explore the world. Nearly everything is really
interesting if you go into it deeply enough.”

Richard P. Feynman

Az Orszagos Allategészségiigyi Intézet (OAI), majd jogutddainak [Mezégazdasagi
Szakigazgatasi Hivatal (MgSzH), Mez8gazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Kdzpont
(MgSzHK), Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal Allat-egészségiligyi Diagnosztikai
lgazgatésag (NEBIH-ADI)] Gimékor és Kilinikai, a késébbiekben csupan Bakterioldgiai
Laboratériumaban a szarvasmarha-gumokor korokozéinak kimutatasara végzett vizsgalatok
soran igen nagy szammal talalkoztunk olyan Mycobacterium (M.) torzsekkel, melyek nem
voltak tagjai a Mycobacterium tuberculosis komplexnek (MTC). E torzsek tenyésztési
idejukben és morfoldgidjukban igen valtozatosaknak bizonyultak. Jelent6séguket sok
esetben nehéz volt felmérni, hisz kérbonctani elvaltozas csupan az esetek téredekében
kapcsolédott jelenlétiikhdz és az akkoriban alkalmazott klasszikus biokémiai prébak pontos
azonositasukra nem voltak megbizhat6an alkalmasak.

Bar az orszag szarvasmarha-allomanya 1981-t6l gyakorlatilag gimdékérmentes volt, az
Eurépai Uni6 ezt a reaktiv egyedek nagy szama miatt mégsem ismerte el. Az olyan
allomanyokat, melyekben a gumo&kor jelenlétét nem lehetett igazolni, azonban a tuberkulin
bérprobakban nagyszamu pozitiv vagy kétes reakcio jelentkezett, paraallergiasnak
mindsitették. A 2000-es évek elején szamos kdzlemény latott napvilagot, melyek bizonyitjak
az egyéb, nem tuberkulotikus Mycobacteriumok (NTM) szerepét a fals pozitiv bérprobak
hatterében. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy hazankban a tuberkulin prébaban reagald
egyedek nyirokcsomo6 mintaibol kitenyésztett nagyszamu NTM torzs szerepet jatszik az
allomanyokban megfigyelhet6 paraallergias reakciok oktanaban.

A hazankban az 1980-as 1990-es években folyd vizsgalatok eredményeibdl ismert, hogy a
paratuberkuldzis jelen van Magyarorszagon. E betegség korokozéja kiemelt jelentéségi a
paraallergias reakciok hatterében feltételezett NTM-ok sordban, hisz jelentés gazdasagi
veszteségek mellett a human Crohn-betegség kéroktanaban is szerepet tulajdonitanak neki.
Tekintettel arra, hogy zoonotikus képességet szamos egyéb NTM faj esetén leirtak, e

térzsek jelenléte kdzegészséglgyi szempontbdl sem elhanyagolhato.
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Annak érdekében, hogy a paraallergias reakciok hatterét minél pontosabban felderitsuk, s
hogy a paraallergianak tulajdonitott pozitiv tuberkulin bérprébakat okozé egyéb, NTM-okat
minél tobb esetben ki tudjuk tenyészteni, fejlesztéseket vezettlink be mind a Mycobacterium
tenyésztés, mind pedig az azonositas terlletén. A valtoztatasok hatasara tobbek kdzott
3-5-sz0rbsére emelkedett a kitenyésztett, a paratuberkuldzis korokozojaként ismert
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) t6rzsek szama, és kezdtlik megismerni
a még eléforduld Mycobacterium fajokat. A molekularis biolégiai vizsgalatok elvégzéséhez az
Intézet, majd lgazgatésag Molekularis Bioldgiai Laboratériumaban kaptunk lehetéséget.
Vizsgalatainkat szarvasmarha és egyéb haziadllatok mellett vadallatokra és kornyezeti
mintakra is kiterjesztettik. A vadon él6 eml8soOk és madarak, vagy akar természetes (talaj)
és mesterséges kornyezeti elemek (itatdé), mint a kilénb6zd Mycobacterium fajok
rezervoarjai, meghatarozo jelentéséggel birnak a Mycobacterium fertézések fenntartasaban
és terjesztésében.

Munkank soran ujabb és ujabb kihivasokkal talaltuk magunkat szemben, melyekre Uj
taptalajok fejlesztésével, molekularis bioldgiai azonosité moédszerek meghonositasaval, vagy
Uj identifikald modszer fejlesztésével reagaltunk. Mindamellett, hogy megprébaltunk
felzarkézni a Mycobacterium diagnosztika nyugati szinvonalahoz, adataink sz{k fdldrajzi
koérnyezetliinkben hianypotidnak, Uj eredményeink pedig, nemzetkézi viszonylatban is

figyelemreméltonak bizonyultak.
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4. Irodalmi attekintés

»,Nunquam otiosus”
Robert Koch

4.1. A Mycobacterium nemzetség

A mycobacteriumok a valddi baktériumok orszaganak
(Eubacteria) Actinobacteria térzsében, az
Actinomycetales rend Corynebacterineae alrendjén
belil a Mycobacteriaceae csaladba tartoznak
(Skerman és mtsai., 1980, Magee és Ward, 2012).
A nemzetséget Karl Bernhard Lehmann és Rudolf Otto
Neumann irta le 1896-ban, melynek mai napig
legfontosabb tajga a Mycobacterium (M.) tuberculosis,
vagy Koch bacillus, ahogy Nobel-dijas felfedezéjérél
(1. abra) ismerik vilagszerte (Lehmann és Neumann,
1896).

A nemzetségnek jelenleg 174 elfogadott tagja van az

érvényes fajneveket tartalmazé ,List of Prokaryotic 1. abra:

Robert Koch (1843-1910
names with Standing in Nomenclature” (LPSN, obert Koch ( )

http://www.bacterio.net) szerint. Az 1970-es 1980-as években a nemzetség azon fajait,

melyek az akkor elérhetd biokémiai és tenyésztési mddszerekkel nem voltak elkilénitheték,
elészeretettel soroltak komplexekbe. A molekularis taxonomia fejlédésének kovetkeztében
azonban ezen komplexek hatarai az elmult években sokat valtoztak.

A Mycobacterium tuberculosis komplex (Mycobacterium tuberculosis complex, MTC) tagjai a
M. africanum, M. tuberculosis, M. bovis, M. caprae, M. microti, M. pinnipedii és a BCG
(Bacillus Calmette—Guérin, BCG) torzs, azonban mindezek mellett tobb olyan fajnév is
el6kerul [M. canettii (van Soolingen és mtsai., 1997), M. mungi (Alexander és mtsai., 2010),
M. orygis (van Ingen és mtsai., 2012), M. suricattae (Parsons és mtsai., 2013)], melyeket
nem tartalmazza az LPSN lista.

A Mycobacterium avium komplex (Mycobacterium avium complex, MAC) az elmult években
nem csak nyert, hanem vesztett is tagokat, és neve is tObbszor megvaltozott. Az 1980-as
években még Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum komplexként
(Mycobacterium avium-intracellulare-scrofulaceum complex, MAIS) emlitették (Picken és

mtsai., 1988), azonban a 90-es években egyértelm(ivé valt, hogy a M. scrofulaceum-ot nem
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helyes e csoportba sorolni (Inderlied és mtsai., 1993), igy az akkori szakirodalomban mar
csak Mycobacterium avium-intracellulare komplexként (Mycobacterium avium-intracellulare
complex, MAI (Legrand és mtsai., 1999)) talaljuk. Ma mar a M. intracellulare-t sem soroljuk
ide (Bull és mtsai., 2003), igy pusztan MAC-rél beszélink (Kazda és mtsai., 2009). Ennek
tagjai a M. avium 3 elfogadott [M. avium subsp. avium (MAA), M. avium subsp. silvaticum
(MAS), M. avium subsp. paratuberculosis (MAP)] és egy javasolt [,M. avium subsp.
hominissuis” (MAH), Mijs és mtsai., 2002] alfaja mellett a M. chimaera (korabban MAC-A,
Tortoli és mtsai., 2004), M. colombiense (korabban MAC-X, Murcia és mtsai., 2006),
M. vulneris (korabban MAC-Q, van Ingen és mtsai., 2009b), M. marseillense, M. timonense
és a M. bouchedurhonense (Ben Salah és mtsai., 2009). Magat a M. avium fajt el6szor
1901-ben Chester professzor irta le (Chester, 1901).

A MTC és MAC mellett talalkozhatunk még M. terrae komplex (tagjai: M. terrae,
M. nonchromogenicum, M. arupense, M. senuense, M. kumamotonense, M. hiberniae,
M. engbaekii, M. heraklionense, M. longobardum) (Tortoli és mtsai., 2013), M. fortuitum
komplex (tagjai: M. fortuitum subsp. fortuitum, M. fortuitum subsp. acetamidolyticum,
M. peregrinum, M. septicum, M. porcinum, M. boenickei, M. houstonense,
M. neworleansense, M. brisbanense, M. farcinogenes, M. senegalense) (Han és mtsai.,
2007), M. parafortuitum komplex (tagjai: M. parafortuitum, M. aurum, M. neoaurum,
M. austroafricanum, M. diernhoferi) (Tsukamura és mtsai., 1983), M. simiae komplex (tagjai:
M. simiae, M. triplex, M. genavense, M. heidelbergense, M. lentiflavum, stb.) (Fusco da
Costa és mtsai.,, 2015) vagy M. chelonae-abscessus komplex (tagjai: M. chelonae,
M. abscessus subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. immunogenum, stb.)

(Simmon és mtsai., 2011) kifejezésekkel is.

4.2. A mycobacteriumok jellemzoi

A mycobacteriumok nevében a ,myco” el6tag gorog eredetl, jelentése: gomba, mely e
csoport tagjainak folyékony taptalaj felszinén mutatott jellegzetes penészszeri
novekedésére utal. A mycobacteriumok Gram-pozitiv (esetleg szakaszosan fest6d6), obligat
aerob, nem mozgd, sav- és alkoholall6 [Ziehl-Neelsen (ZN) pozitiv], egyenes, vagy enyhén
hajlott palcika alaku baktériumok, melyek nem képeznek spérakat. A baktériumsejtek hossza
1-10 ym, mig szélességik 0,2-0,6 pm kozoétti tartomanyban mozog. Tapanyagigényuk,
hémérsékleti tartomanyuk, ndvekedési sebességuk és telepmorfoldgiajuk szintén igen
valtozatos (Medveczky és mtsai., 1998).

A kilénbdzé Mycobacterium fajok kozétt talalunk olyanokat, melyek szinte barmilyen
taptalajon képesek ndvekedni, de vannak olyanok is, melyek specialis taptalaj-6sszetevéket

(pl.: mycobactin) igényelnek (Lambrecht és Collins, 1992). A lepra kérokozéjanak (M. leprae)
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szilard taptalajon valo kitenyésztése eévtizedekig
lehetetlen volt (Pattyn, 1973, Murohashi és Yoshida,
1978).

Egyes Mycobacterium fajok csupan meghatarozott,
szUk (M. ulcerans: <33 °C, M. kansasii, M. caprae:
35-40 °C, M. thermoresistible: 37-52 °C), mig masok
tdg (M. psychrotolerans: 4-37 °C, MAH: 18-45 °C,
M. phlei. 22-52 °C, M. hassiacum: 30-65 °C)
hémérsékleti  tartomanyban  képesek szaporodni

(Magee és Ward, 2012). Ugyanakkor az is bizonyitast

2. abra: nyert, hogy kedvezbtlen kdrnyezeti viszonyok esetén a

Mycobacterium tuberculosis torzsek képesek un. alvd, nyugalmi allapotba kerilni,

telepek Lowenstein—-Jensen et s . , .
taptalajon meg0lrizve fert6z6képességiket hénapokon, vagy akar

éveken at (Whittington és mtsai., 2004).

Az egyes torzsek ndovekedési sebessége (melyen a szilard taptalaj fellletén képzett szemel
lathatd telepek megjelenéséig eltelt id6t értjuk) Osszefliggésben all a baktériumsejtek
osztédasi sebességével. Egy baktériumsejt osztédasa M. smegmatis esetén 3 6érat,
M. tuberculosis esetén 18-24 6rat, mig M. leprae esetén akar 14 napot is igénybe vesz
(Gomez és Bishai, 2000). Ennek kdvetkeztében gyorsan és lassan ndévé Mycobacterium
fajokat kilénbdztetnek meg, és a hatart e két csoport kézoétt 7 napnal huztak meg (Stahl és
Urbance, 1990).

A kialakult baktériumtelepek (2. abra) altaldban aprék, domboruak, durva [R (rough) telep]
vagy sima [S (smooth) telep] fellletliek, viaszosan fényl6k, azonban egyazon térzs kilénféle
taptalajokon eltéré morfologiaval is képes megjelenni. A telepek leggyakrabban szirkésfehér
szinGek (non-chromogen fajok), de sok Mycobacterium faj képes karotinoid pigmentek
termelésére. A pigmenttermelés egyes fajoknal csak fény hatasara indul be
(photochromogen fajok), masoknal ettdl fuggetlenul is mikddik (scotochromogen fajok)
(Runyon, 1959).

A mycobacteriumok specialis tulajdonsagaik j6 részét egyedi sejtfaluknak koészonhetik.
A sejtfal alapvetéen egy bels6 és egy kulsé rétegbdl all. A belsében peptidoglikan,
arabinogalaktan és mikolsav kapcsolddik egymashoz kovalens kotésekkel a sejtmembrantol
a sejtfal kulsé rétegének iranyaba. A peptidoglikan glikan lancaban N-acetil-glikézamin és
N-acetil-muraminsav ~ molekuldk  kapcsolédnak  egymashoz. A  peptid részt
L-alanil-D-izoglutaminil-mezo-diaminopimelinsavbdl allé fehérjelancok alkotjak, melyek az
N-acetil-muraminsavban talalhaté tejsavmaradék karboxil csoportjaihoz kapcsolédnak.
A peptidoglikan molekulak 6sszekapcsolasaban ezek a révid fehérje oldallancok jatszanak

szerepet. A mycobacteriumok sejtfalanak kilénlegessége, hogy a peptidoglikanok kozott
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nagyjabél négyszer annyi a keresztirdnyu oldallanc kapcsolat, mint mas baktériumoknal.
A mikolsav molekulak egy telitett rovidebb (20-26 C) a-lancbdl és egy hosszabb (60-90 C)
meromikolat lancbdél allnak. A sejtfal kllsd rétegében talalhatdé szabad lipidek kozl
(trehaléz-dimikolatok, glikopeptidolipidek, phthiocerol-dimikocerosatok, szulfolipidek, fenolos
glikolipidek, lipooligoszacharidok) a hosszu lancuak a mikolsav molekulak révid, mig a rovid
lancuak a mikolsav molekulak hosszu lancaihoz illeszkednek, és kiegészitve azokat az
un. mycomembrant, egy al-kils6 membrant hoznak létre (Brennan, 2003, Abdallah és
mtsai., 2007, Hett és Rubin, 2008).

A mycobacteriumok sejtfalelemeinek még egy fontos csoportjat olyan strukturalis
foszfolipidek alkotjak, melyek lipid komponensiikkel a sejtmembranhoz vagy a
mycomembranhoz  kétédnek. Ide tartoznak a foszfatidilinozitol-mannozidok, a
mannodz-tartalmu glikolipidek, valamint a lipomannan és a lipoarabinomannan (Fukuda és
mtsai., 2013).

E magas lipidtartalmua hidroféb sejtfal a legtébb hidrofil antibiotikum szamara komoly barriert
jelent, igy a mycobacteriumok ezekkel szemben természetes rezisztenciaval birnak. A lipofil
antibiotikumok, mint a rifampicin, a makrolidok (pl.: erythromycin), a fluorokinolonok
(pl.: ciprofloxacin), a vancomycin, vagy a 3-laktamok (imipenem, penicillinek) képesek atjutni
a sejtfalon (Lambert, 2002), azonban a mycobacteriumok magas mutaciés ratajanak
koszdnhetben szerzett rezisztencia hamar kialakulhat. A kérnyezeti szaprofita
mycobacteriumok az Oket korllvevd er6sen kompetitiv kdzegnek kdszonhetben altalaban
sokkal rezisztensebbek, mint a patogén fajok, melyeknél viszont egyre nagyobb problémat
okoz az un. multidrog reszisztencia (Prasanthi és Murty, 2014).

Kulénleges sejtfaluk mellett a mycobacteriumok jellegzetes biokémiai tulajdonsagokkal is
birnak. A niacintermelés minden Mycobacterium torzs sajatja, azonban egyesek, mint pl. a
M. tuberculosis egy enzimdefektus okan nem képesek azt tovabbalakitani, igy akkumulaljak.
Ezen felhalmozott niacin kimutatasat szolgdlia a niacin akkumulaciés proba.
A mycobacteirumok katalaz, ureaz, aril-szulfatdaz, vagy pirazin-amidaz enzim termelését,
nitrat-, nitrit- vagy tellurit-redukalé képességét, amidaz-, észter-, foszfataz-, szulfataz- vagy
B-D-galaktozidaz-aktivitasat, vasfelvevd vagy polioxietilén-mono-oleat (Tween-80) hidrolizald
képességét specifikus probak segitségével vizsgalhatjuk (Ribén, 2012).

Ugyancsak jellemz8 az egyes fajokra, hogy mely vegylletek segitik, vagy éppen gatoljak
ndvekedésuket. Glicerin jelenlétében a legtdbb Mycobacterium faj jobban névekszik, de pl. a
M. bovis nbvekedésére e vegyllet nincs hatassal. A toluidinkék jelenléte azonban gatolja a
M. bovis ndvekedését éppugy, mint a tiofén-2-karbonsav-hidrazid (TCH) vagy a
pironyalkasav, mig a M. tuberculosis p-nitro-benzoesav jelenlétében nem képes ndvekedni.

Az egyes fajok vagy fajcsoportok kozott tovabbi elkllonitési lehetéséget jelent a
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0,5% natrium-klorid, a 0,2% pikrinsav, vagy hidroxil-amin, natrium-oleat, esetleg natrium-nitrit
mellett vald ndvekedés képességének vizsgalata (lwainsky és Kappler, 1974).

A mycobacteriumok nemcsak biokémiai tulajdonsagaikat tekintve, de genetikai hatterikben
is sok szempontbdl kilonlegesek. A Mycobacterium DNS egyetlen cirkularis molekula, mely
4,4-6,9 Mb méret, igen magas, 60-70%-os GC tartalommal, mely 4500-6900 gént kodol.
A genom sok ismétl6dé DNS elemet tartalmaz, kiléndsen inszercids szekvenciakat (Cole és
mtsai., 1998, Prasanna és Mehra, 2013).

A nemzetség tagjainak egyre részletesebb génszintli vizsgalatai nemcsak taxondmiai, de
morfoldgiai, biokémiai, ©koldgiai, patogenitasi, antibiotikum érzékenységi kérdésekre
egyarant valaszt adhatnak. J6 példa erre a nemzetségre (pantoat-béta-alanin-ligaz inszercio,
orotidin-5'-foszfat-dekarboxilaz delécié) vagy annak meghatarozott csoportjaira jellemzé
(lassan nové Mycobacterium fajoknal a 16S rRNS 451-es és 482-es pozicidi kozott hosszabb
helix talalhaté, mint a gyorsan névdkben) specifikus inszercids vagy delécidés szakaszok,

esetleg fehérjék felismerése (Gao és Gupta, 2012).
4.3. A mycobacteriumok jelentésége, az okozott korképek

A mycobacteriumok zoonotikus korokozok, melyek
mind allatokban, mind pedig az emberben sulyos,
altalaban kronikus lefolyasu, nehezen
gyogykezelhetd, gyakran fatalis kimeneteli
kérképeket hoznak létre.

A Mycobacterium fertézések jelentéségét tovabb :
fokozza, hogy intracellularis kérokozoként a gazda |
humordlis immunvalaszatdl védetten nemcsak
tulélni, de szaporodni is képesek a makrofagokban
(Meena és Rajni, 2010, Gengenbacher és
Kaufmann, 2012).

A nemzetség tagjai kozul obligat patogén

korokozénak csupan a MTC tagjait és a M. leprae-t - 2
HT TUBERCULOSIS!
#% Red Cross Christmas Seal =!=
alig 200.000, a betegség vilagszerte még mindig Campaign
3. abra:
Az amerikai voroskereszt

mtsai., 2012, WHO — Global Leprosy Update 2013: | tuberkuldzis ki}:"gliif;yénak plakatja
http://www.who.int/wer/2014/wer8936.pdf?ua=1 ).

A tuberkuldzis a vilag vezetd korképeinek egyike (3. abra). A fold népességének egy

tartjak. Habar az 0] lepras esetek szama évente

millids nagysagrendben van jelen (Suzuki és

harmada feltételezhetéen fert6zott M. tuberculosis-szal. Az Egészséglgyi Vilagszervezet
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(World Health Organization, WHO) adatai szerint 2013-ban 9 millié Uj esetet talaltak
(http://www.who.int/tb/publications/global _report/en/).

A tuberkulézis és a lepra mellett az emberek harmadik legjelentésebb mycobacteriumos
megbetegedése a M. ulcerans altal kialakitott un. Buruli-fekély, melynek kérfejlédésében a
baktérium altal termelt citotoxikus toxin, a mycolakton jatszik kulcsszerepet (Doig és mtsai.,
2012).

A szarvasmarha-gim®&kor annak ellenére, hogy a fejlett orszagok zomeében sikerilt elérni és
fenntartani a mentességet, tovabbra is globalis probléma, mely fenyegeti mind az emberek,
mind pedig az allatok egészségét (Humblet és mtsai., 2009).

A mycobacteriumok altal okozott kérképekben azonban nem csupan az obligat patogén fajok
vesznek rész (Primm és mtsai., 2004).

A MAC tagjai kozil a MAA a madarak gimékoérjanak korokozéja. A MAA-ot ritkan izolaljak
kornyezeti mintakbdl, talajbdl vagy vizbdl, igy feltételezhetéen a fertézott gazdak tartjak fenn
és terjesztik e korokozot (Kazda és mtsai., 2009). Hejlicek és Treml (1995) vizsgalatai szerint
az egyes madarfajok eltérd fogékonysagot mutatnak ezen kérokozéval szemben: a hazityuk,
a facan és a hazi veréb a legérzékenyebb, mig példaul a vetési varju a legellenallébbak
csoportjaba tartozik. A kilonb6zd hazi és vadon él6 madarfajok mellett azonban kimutattak
mar MAA-ot szarvasmarhakbdl, lovakbdl, sertésekb8l és egyéb hazi és vadon él6
eml8sokbél is (Thoen, 1994, Thorel és mtsai., 1997). Friend és Franson (1999) a lehetséges
gazdafajok érzékenységét vizsgalva megallapitottak, hogy mig a madarak, sertések és
nyulak igen fogékonyak a korokozéval szemben, addig a kutyak, macskak és az ember
kdlondsen ellenalldak.

A MAP a paratuberkuldzis, vagy ahogy télink nyugatabbra nevezik, a Johne-koér kérokozoja.
A kér6dz6 allatok ezen idult bélgyulladasban megnyilvanuld, csillapithatatlan hasmenéssel,
fokozatos lesovanyodassal jaré betegsége masodlagos tinetek sorat és jelentés gazdasagi
veszteségeket eredményez (Hasonova és Pavlik, 2006). A betegséget 1895-ben Heinrich
Albert Johne irta le (Johne és Frothingham, 1895), a kérokoz6t azonban csak 1910-ben,
Frederick William Twort-nak sikerult kitenyészteni (Twort és Ingram, 1912). A juh tipusu
torzsek eltérd tulajdonsagaira az 1930-as években figyeltek fel (Dunkin és Balfour-Jones,
1935). A korokozét a human Crohn-betegséggel mar igen koran kapcsolatba hoztak
(Chiodini, 1989), azonban egyértelmi bizonyitékok hijan szerepe a mai napig vitatott (Tuboly
és mtsai., 2005, Nacy és Buckley, 2008, Chiodini és mtsai., 2012).

A betegség els6sorban kér6dzd &llatokban fordul el6, de kimutattdk mar ragadozo
allatfajokbdl, lovakbdl, s6t madarakbdl is (Beard és mtsai., 2001, Larsen és mtsai., 1972).
A betegség ez egész vildgon elterjedt. Az Allat-egészségiigyi Vilagszervezet (eredetileg

Office International des Epizooties, 2003-t6l The World Organisation for Animal Health, OIE)
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adatai szerint (http://www.oie.int/wahis 2/public/wahid.php/Diseaseinformation/

Diseasetimelines) Ukrajna és Szerbia kivételével minden hazankkal szomszédos orszagban

jelen van.

A paratuberkuldézis okozta gazdasagi kartétel ellen leginkabb allomanyszintli védekezés
folytathatd, melynek sarokpontjai: a korokozo behurcolasanak elkerilése, a fert6zott és ritd
allatok kiemelése altal a koérnyezeti terhelés csokkentése, és az allatok fert6z6désének
megakadalyozasa (Nielsen és Toft, 2007, Pillars és mtsai., 2011). Habar a betegségre egyre
nagyobb figyelem iranyul vilagszerte, és tdbb orszagban indultak mar mentesitési programok
(Luyven és mitsai., 2002, Nielsen, 2009), hazankban nem zajlanak orszagos felmérd
vizsgalatok, és csupan allomanyszinten talalkozunk mentesitési torekvésekkel (Fodor és
mtsai., 2014). Hazai juhallomanyokban a paratuberkulézis el6fordulasardl Hajtos és mtsai.
(1999) szamoltak be.

A MAS-ot szintén 6sszefliggésbe hoztak a Crohn-betegséggel (Moss és mtsai., 1992b,
McFadden és mtsai., 1992). Els6ként orvdos galambbdl izolaltak, de mint ahogy neve is
mutatja, vadon él6 allatokban is gyakori (Saxegaard és Baess, 1988), és kimutattdk mar
darubdl (Thorel és mtsai., 1990), pingvinbdl (Turenne és mtsai., 2008) és csaszarmadarbdl
(Saxegaard és Baess, 1988) is.

A MAH elnevezést Mijs és mtsai. (2002) kifejezetten az emberbdl és sertésekbdl szarmazo
M. avium izolatumok szamara javasoltak, de kimutattak mar kutyakbol (Campora és mtsai.,
2011), lovakbdl, vaddisznébdl, gimszarvasbdl (Rindi és Garzelli, 2014), és ritkdn madarakbdl
(Shitaye és mtsai., 2009b) is.

A komplex tovabbi tagjait leginkabb immunhianyos emberek Iéguti korképeibdl izolaljak (Bills
és mtsai., 2009), a M. vulneris azonban bérelvaltozasok korokozéjanak bizonyult (van Ingen
és mtsai., 2009b).

A MAC-en kivuli Mycobacterium fajok is kilonds klinikai-kértani jelentéséggel birnak.

A halak gimékaérjat zémében M. marinum, M. fortuitum vagy M. chelonae okozza (Decostere
és mtsai.,, 2004), azonban kimutattak mar tobbek kézott M. abscessus-t, M. gordonae-t,
M. shottsii-t vagy M. pseudoshottsii-t is jellegzetes elvaltozasokbdl (Gauthier és Rhodes,
2009).

Szarvasmarhakban a M. farcinogenes és M. senegalense olyan korképet alakit ki, mely a bér
és a feluletes nyirokerek krénikus granulomatézus gyulladasaval jar (Hamid, 2014).

A szarvasmarhak mycobacteriumos t6gygyulladasaban leginkabb M. smegmatis és
M. fortuitum jatszanak kértani szerepet (Richardson, 1970), de kimutattak mar M. goodii-t is
a betegség hatterében (Machado és mtsai., 2015), s6t gum&kor és paratuberkulézis esetén

a M. bovis/caprae és a MAP is Urtllhet a tejjel (Messelhauser és mtsai., 2012).
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A fent felsorolt korképek mellett valtozatos egyeb korformakbdl

is izolaltak mar

Mycobacterium fajokat emberek és allatok esetén egyarant (1. tablazat). A human fertézések

hatterében az esetek nagy szazalékaban valamilyen immunhianyos kérkép all (Kiehn és

mtsai., 1985) és gyakoriak a nozokomialis infekciok is (Zlojtro és mtsai., 2015).

1. tablazat: Kiillonb6z6é kérformakbdl izolalt Mycobacterium fajok

4.4. A mycobacteriumok evoltcidja és csoportositasa

korokozé elvaltozas jellege eléfordulas hivatkozas
M. algericum legut kecske Sahraoui és mtsai., 2011
M. alvei izuleti human Lee, C. H. és mtsai., 2011
M. arosiense leguti human Tortoli és mtsai., 2009
M. arupense inhiivelygyulladas human Vasireddy és mtsai., 2016
M. aurum szaruhartya-gyulladas human Honarvar és mtsai., 2012
M. austroafricanum izlleti human Croce és mtsai., 2014
M. bohemicum nyaki nyirokcsomdé-duzzanat human Huber és mtsai., 2008
M. branderi bérelvaltozas human Wolfe és mtsai., 2000
M. brisbanense leguti human Poh és mtsai., 2014
M. celatum léguti human Patsche és mtsai., 2014
M. conspicuum disszeminalt human Springer és mtsai., 1995
M. doricum csont human Pettit és mtsai., 2011
M. florentinum nyaki nyirokcsomoé-duzzanat| human Syed és mtsai., 2010
M. haemophilum bérelvaltozas human Ishii és mtsai., 2015
M. heraklionense inhiivelygyulladas human Vasireddy és mtsai., 2016
M. hippocampi farokuszo rothadas csikéhal Balcazar és mtsai., 2014
M. intermedium bérelvaltozas human Edson és mtsai., 2006
M. kansasii disszeminalt human Nei és mtsai., 2012
M. montefiorense bérelvaltozas muréna Levi és mtsai., 2003
M. mucogenicum bérelvaltozas human Shehan és Sarma, 2008
M. nonchromogenicum leguti human Sawai és mtsai., 2006
M. salmoniphilum viszceralis atlanti lazac | Zerihun és mtsai., 2011
M. setense csont human Lamy és mtsai., 2008
M. shimoidei leguti human | Tortoli és Simonetti, 1991
M. terrae disszeminalt human Carbonara és mtsai., 2000
M. wolinsky csont human Lee, Y. S. és mtsai., 2015

Az evolucié nem mas, mint az élélények alkalmazkodasa egy Uj vagy valtozo kdrnyezethez,

mely dinamikus folyamat Iévén valtozatossagot eredményez. A valtozatossag mutaciok
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kovetkeztében jon 1étre, mely gyakrabban eredményezi bizonyos tulajdonsagok elvesztését,
mint Uj képességek szerzését. Ahogy a baktériumok alkalmazkodnak az uj kdrnyezethez,
virulenciajuk fokozédik. Az obligat patogén mycobacteriumok kozbs apatogén kornyezeti
Ostél szarmaznak, és az évmilliok soran bekOvetkezett genomialis veszteségek
kovetkeztében valtak magas patogenitasu gazdaparazitava. J6 példa erre a gyorsan nove,
tag kornyezeti tlir6képességli, alacsony patogenitasu, sokrétli antibiotikum-rezisztenciaval
rendelkez M. smegmatis kdzel 7 Mb méretli genomja és a lassan nové, obligat patogén,
abszolut gazdaparazita, antibakterialis szerekre alapvetéen érzékeny M. tuberculosis alig
4,4 Mb méretli genomja kozti kildénbség. Ennek fényében egyes kutatasok azt josoljak, hogy
a kornyezeti szelekcidos nyomas hatasara tobb kornyezeti szaprofita Mycobacterium faj is
patogénné valhat a kozeljovében (Prasanthi és Murty, 2014).

A nemzetség tagjait obligat patogén, opportunista patogén és kornyezeti szaprofita
csoportokba soroljak. Az obligat patogén fajok (a MTC tagjai és a M. leprae) magas
virulenciaval rendelkeznek, gyenge alkalmazkoddéképességuik (pl. beszlikilt névekedési
hémérséklet-tartomany) miatt a gazdafajon kivil nem képesek szaporodni, a betegség a
fert6zott egyedekrél altalaban cseppfertézéssel adodik at Uj gazdakra (Kazda és mitsai.,
2009).

Az opportunista patogén fajok alkotjadk a legszélesebb koért. Mindamellett, hogy igen tag
hémérsékleti tartomanyban és valtozatos kornyezeti koériimények mellett is képesek
osztédni, gyakran okoznak megbetegedéseket hidnyos immunallapotid emberekben.
A fert6z8dés minden esetben a kdrnyezetbdl szarmazik (Primm és mtsai., 2004, Lee, W. I.
és mtsai., 2011).

A kornyezeti szaprofita fajok leginkabb nitrogénkétd és szervesanyag-bontd képességik
miatt jelentések (Kazda és mtsai., 2009).

Egy masik csoportositasi szempont az egyes fajok ndévekedési sebességén alapul. A lassan
nové fajok, melyek tdbb mint 7 nap alatt képeznek lathatd telepeket szilard taptalaj felszinén,
klinikai, mig a gyorsan novd fajok, melyek telepei kevesebb, mint 7 nap alatt jelennek meg,
inkabb Okoldgiai szempontbdl fontosak (Stahl és Urbance, 1990).

Vizsgalataink szempontjabdl a legfontosabb csoportositasi méd a tuberkulotikus és
nem-tuberkulotikus mycobacteriumok elkulonitése. Nem tuberkulotikus Mycobacteriumnak
min6ésul minden olyan faj, mely nem tagja a MTC-nek, korabbi néven ,Mycobacteria other
than tuberculosis”, azaz MOTT, vagy csak egyszerilien atipusos mycobacteriumok (ebben a
csoportositasi rendszerben a M. leprae-t sehova sem soroljuk).

Tekintve, hogy a MAA a madarak, a M. marinum pedig a halak gimd&korjanak korokozoja, ez
okozhat némi keveredést, de ebben a csoportositasi rendszerben a tuberkulotikus kifejezés
szigorian a MTC tagjai altal okozott elvaltozasokra utal, igy a M. avium, és minden mas

opportunista patogén vagy szaprofita faj a nem tuberkulotikus mycobacteriumok
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(non-tuberculous mycobacteria, NTM) csoportjanak része. Ezen mycobacteriumok az egész
vilagon elterjedtek, jelen vannak az allatok és az ember kdzvetlen kdrnyezetében, talajban,
porban, természetes vizekben, csévezetékekben (Kazda és mtsai., 2009, Biet és Boschiroli,
2014).

4.5. A mycobacteriumok tenyésztése

Az egyes betegségek korokozoinak kitenyésztése mind a pontos diagnozis felallitasa, mind
pedig a megfeleld terapia megvalasztasa szempontjabdl kulcsfontossagu. Ugyanakkor a
tiszta baktériumtenyészet lehetbéséget ad a kérokozd részletes vizsgalatara, mely
informaciokkal szolgalhat a kérokozo- és ellenalloképességrél, a fertézési és uritési utakrol,
ami pedig a betegség leklizdéséhez és terjedésének megakadalyozasahoz nélkiulozhetetlen.
Lehmann és Neumann ,Atlas und Grundriss der Bakteriologie und Lehrbuch der speziellen
bakteriologischen Diagnostik” cim{ kdényvének 48. tabldjan burgonyaszeleten tenyésztett,
valamint glicerin tartalmu és szérum tartalmu taptalajokon novesztett M. tuberculosis
telepeket mutatnak be (Lehmann és Neumann, 1896). Az egyes Mycobacterium torzsek

tenyésztési médjai kdzoétt azonban jelentds kildnbségek vannak.

A baktériumtenyésztés alapja, hogy a baktériumok ndvekedéséhez sziikséges anyagokat
biztositsuk szamukra a tapkdzegben, legyen az szilard vagy folyékony. Ugyanakkor a
szlkséges tapanyagok biztositdsa mellett a kitenyészteni kivant térzsek szamara optimalis
kémhatast (pH), nedvességtartalmat, ozmotikus viszonyokat és hémérsékletet kell beallitani
(Medveczky és mtsai., 1998). A Mycobacterium tenyésztés specialitasat a lassu névekedés
€s a mintak szennyezettsége adja.

Mivel egyes fajok tenyésztéséhez akar 35-45 hetes inkubaciora is szikség van, az
alkalmazott taptalajoknak ez id6 alatt nemcsak nedvesség- és tapanyagtartalmukat, de
sterilitasukat is meg kell ériznitk, ami a bakteriologiai munka alapelveinek szigoru betartasat
kdveteli meg (de Juan és mtsai., 2006).

A mintak szennyezettsége alatt a mintavételi helyek normal (Iégutak, bdr, bélsar) vagy egyéb
baktérium és gomba flérajat (talaj, viz) értjuk. Még a gyorsan névé Mycobacterium fajokat is
felulndvik ezek a mikroorganizmusok, igy a mintak zoménél dekontaminacio sziukséges.

A dekontaminacié kulonféle kémiai eljardsokkal torténhet [oxalsav, hexadecilpiridinium-
kloriddal (HPC), N-acetil-L-cisztein (NALC), natrium-hidroxid (NaOH), Sputofluol, trinatrium-
foszfat és benzalkénium-klorid (TSPB)]. Azonban szem el6tt kell tartani, hogy a
dekontaminalas akar a mintaban lévé mycobacteriumokat is elpusztithatja, igy maga a szer
és az alkalmazott behatasi id6 koriltekintd megvalasztasa meghatarozé (Medeiros és
mtsai., 2012, Bradner és mtsai., 2013, Chatterjee és mtsai., 2013).
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A mycobacteriumok tenyésztésére kifejlesztett taptalajok kdre igen széles. Flggetlendl attdl,
hogy a mintakat a taptalajra oltas el6tt dekontaminaltuk, sok taptalaj tartalmaz malachitzéldet
vagy antibiotikumokat (polimixin B, trimetoprim, amfotericin B, azlocillin, nalidixsav) a kiséré
flora visszaszoritasara. Mindamellett, hogy a taptalajok a mycobacteriumok névekedéséhez
szukséges altalanos Osszetevbket tartalmazzak, bizonyos adalékanyagokkal (glicerin,
piruvat, mycobactind, TCH, pikrinsav) szelektivvé teheték egyes torzsek, vagy
torzscsoportok tenyésztéséhez. Levestaptalajok (Middlebrook, Sula, Dubos, Sauton, Henley)
mellett leggyakrabban tojas tartalmu szilard taptalajokat alkalmaznak (Dorset, Petragnani,
Léwenstein—Jensen, Herrold’s, Kirchner, Stonebrink). Mivel egyes fajok jobban szeretnek
levestaptalajpan szaporodni, masok meg konnyebben kitenyésztheték szilard taptalajok
fellletén, ezért sziikséges e kétféle tapkdzeg parhuzamos alkalmazasa (lwainsky és
Kappler, 1974, Medveczky és mtsai., 1998).

A palettat tovabb bévitették az automatizalt Mycobacterium tenyésztdé rendszerek, melyek a
MTC tagjainak lehetd leggyorsabb kimutatasat célozzak. A laboratériumok eltéré
mintaszamahoz és igényeihez alkalmazkodva kulonb6z6 rendszerek érhetdk el a manualistol
a teljesen automatizaltig (Tortoli és mtsai., 1999, Hines és mtsai., 2006, Shitaye és mtsai.,
2009a, Robbe-Austerman és mtsai., 2013).

Fontos megemliteni, hogy mycobacteriumok okozta korformaknal is el6fordulhat vegyes
fertézés (Alvarez és mtsai., 2008a). A tenyésztéshez valasztott taptalajok és a tenyésztési
korulmények (inkubaciés id6, hémérséklet) a mintdban talalhatd minden Ilehetséges
korokozd és esetlegesen el6forduld szaprofita kontaminans faj kimutatasat lehetévé kell

tegyék.

4.6. A mycobacteriumok azonositasa, genotipizalasa

Bar mindkett6 a diagnosztika része, kulénbséget kell tenni a mycobacteriumos fert6zések és
maguknak az egyes Mycobacterium torzseknek az azonositasa kozott.

A mycobacteriumos fert6zések diagnosztizalasa térténhet kdpet, punktatum, bioptatum,
bélsar, vér, tej, vagy barmilyen mas, él6 vagy halott szervezetbdl vett minta, vagy specialis
esetben maganak a szervezetnek valamilyen képalkot6 eljarassal vagy bérprébaval végzett
vizsgalataval.

A mintdk vizsgalata torténhet kérbonctani, korszdvettani, szeroldgiai, bakterioldgiai és
molekularis biolégiai moédszerekkel.

A koérbonctani vizsgalat soran az egyes szervek, szervrendszerek érintettsége és az

elvaltozasok makroszképos képe alapjan, akarcsak a korszdvettani vizsgalatban a latott
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mikroszképos szdveti elvaltozasok és esetleges specidlis festési eljarasok segitségével
kimutatott baktériumalakok alapjan valészinisithetd a kérokoz6 jelenléte.

A szerologiai vizsgalatok (Quantiferon — human y-interferon teszt, Bovigen — y-interferon
teszt kérédzékre, ID Screen — kér6dz6 paratuberkuldzis ELISA), csakugy, mint a b8rprobak
(tuberkulin-bérproba, Mantoux-teszt) a kilénb6zd Mycobacterium fajok kdzotti szoros
antigénszerkezeti rokonsag miatt keresztreakciokra hajlamosak (Osterstock és mtsai., 2007,
Michel, 2008, Barry és mtsai., 2011).

A klasszikus bakteriologiai diagnosztika soran figyelembe vesszik, hogy az adott torzs
milyen taptalajokon mennyi idé alatt nétt ki, megfigyeljik telepmorfolégiajat, és specialis
festési eljarasokat végzink (Gram, ZN, auramin). A kenet mikroszkopos vizsgalata soran
megfigyeljik a baktériumsejtek méretét, alakjat és esetleges specialis elrendez6désiket
[maganyos, paros, fészkes, koteges (cord képzddés)]. A primer tenyészet egy telepébdl
atoltasokat készitink, melyeken vizsgaljuk az adott torzs pigmenttermelését
(scotochromogen, photochromogen, non-chromogen), névekedési hémérséklet-tartomanyat,
és biokémiai tulajdonsagait. E probak soran egy esetleges kontaminacié vagy a vizsgalt
torzs életképtelensége fals pozitiv vagy negativ reakciékat eredményezhet. A biokémiai
prébak munkaerdigénye magas, kiértékelésuk pedig nagy gyakorlatot igényel, nem beszélve
a patogén vagy opportunista patogén torzsekkel végzett munka soran fennallé

fert6zésveszélyrol.

A Mycobacterium nemzetség tagjainak nagyfoku valtozatossagaval a biokémiai probakon
alapulé klasszikus bakterioldgiai identifikacio nem tudott 1épést tartani (Chimara és mtsai.,
2008). Az 1980-as évekt6l vékonyréteg kromatografias lipidanalizist (Brennan és mtsai.,
1978), gaz-folyadék kromatografias zsirsavanalizist (Tisdall és mtsai., 1979) és nagy
telijesitményl folyadék kromatografias mikolsav-analizist (Butler és Guthertz, 2001) is

alkalmaztak.

Az 1990-es évektél a molekularis biologia fejlédésével a kulénbdzd gének (2. tablazat)
egyedi szekvencia analizise mellett kombindlt génszekvencia-elemzés (Adékambi és
Drancourt, 2004, Devulder és mtsai., 2005, Gomila és mtsai., 2007), valamint reverz
hibridizacion és un. line-probe technoldgian alapulé (Tortoli és mtsai., 2001, Richter és
mtsai., 2006), kereskedelmi forgalomban kaphato tesztek (4. abra) is rendelkezésre alltak a
kldnb6zd Mycobacterium tbrzsek azonositasara, mely megnyitotta a molekularis taxonémia
kapujat (Tortoli, 2003).
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2. tablazat: Mycobacterium fajok azonositasahoz alkalmazott gének

gén jelzése gén neve és funkcidja hivatkozas

a bakteridlis riboszoma kis Lane, 1991
16S rRNS alegységének (30S) RNS lanca Turenne és mtsai., 2001
hésokk fehérje (heat-shock protein) | Telenti és mtsai., 1993

hsp65 65 gén Turenne és mtsai., 2006

dnaJ chaperon (dajkafehérje) J domén, Takewaki és mtsai. 1993
mas néven hsp40 "

sod superoxid dismutaz gén Zolg és Philippi-Schulz, 1994

16S-23S rRNS belsé atirodéd

16S-23S rRNS ITS i X
elvalasztd szakasz

Roth és mtsai., 2000

recA rekombinaz A gén Blackwood és mtsai., 2000
gyrB DNS-giraz R-alegysége Kasai és mtsai., 2000
rpoB O ooyeies - | Adékambi és mtsai., 2003
dnaA a DNS replikacio iniciator génje Mukai és mtsai., 2005
secA1 szekretoros fehérjét kodol Zelazny és mtsai., 2005
ssrA transzfer-messenger RNS-t kédol Mignard és Flandrois, 2007
tuf elongaciods faktor Tu-t kodolja Mignard és Flandrois, 2007

Mycobacterium spp.

Mycobacterium kansasii Mycobacterium bovis BCG

Mycobacterium chelonae i )
Mycobacterium bovis ssp. caprae

Mycobacterium avium complex
Mycobacterium bovis ssp. bovis

Mycobacterium scrofulaceum

4. abra: GenoType Mycobacterium CM és MTBC kitek eredményei

Tovabbi lehetdséget jelentett az inszercids szekvenciak felfedezése. Bizonyos szekvenciak
adott térzsre vagy toérzscsoportra [IS67170: MTC (van Soolingen és mtsai., 1991), IS1317:
M. avium (Whittington és mtsai., 1998), IS907: MAA, MAS, 1S71245: MAA, MAH, MAS (Kunze
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és mtsai., 1991, Guerrero és mtsai., 1995)], mig masok egyes alfajokra [IS900: MAP (Green
és mtsai., 1989)] specifikusak. Az 1S902-es elemet sokdig tévesen a MAS specificus
inszercios szekvenciajanak tartottak (Moss és mtsai., 1992a).

A Mycobacterium tdrzsek pontos azonositasaval parhuzamosan felmerilt az igény a fajokon
bellli genetikai valtozatossag vizsgalatara, mely lehet6séget ad az egyes kérokozok altal
okozott fert6zések epidemioldgigjanak pontosabb megismerésére. Ennek felderitésére
pulzald erbterli gélelektroforézis (Pulsed-Field Gel Elektorphoresis, PFGE) (de Juan és
mtsai., 2005), vagy bizonyos gének, szekvencia szakaszok (Guerrero és mtsai., 1995, van
Soolingen és mtsai., 1998, Dvorska és mtsai., 2003), esetleg a telies genom restrikcids
fragmenthossz-polimorfizmus vizsgalata (Pavlik és mtsai., 1999) mellett egypontos nukleotid
polimorfizmus (single nucleotide polymporphism, SNP) (Réltgen és mtsai., 2010) és
hosszabb szekvencia polimorfizmus (large sequence polymorphism, LSP) analiziseket
(Semret és mtsai.,, 2004, 2005, Mostowy és mtsai.,, 2002, Alland és mtsai., 2007),
multispacer szekvencia tipizalast (multispacer sequence typing, MST) (Cayrou és mtsai.,
2010), multi-l6kusz szekvencia tipizalast (multi-locus sequence typing, MLST) (Macheras és
mtsai., 2014), vagy akar a szétszért mycobacterialis ismétlédé egységeket (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units, MIRU) (Stragier és mtsai., 2005) és valtoz6 szamu tandem
ismétlédéseket (Variable Number of Tandem Repeats, VNTR) (lakhiaeva és mtsai., 2016) is
vizsgalhatunk. Toébb esetben olvashatunk a kilonbd6zé mddszerek parhuzamos vagy
kombinalt alkalmazasardl is (Thibault és mtsai., 2008). A MTC-en bellli genotipizalas fontos
eszkbze a spoligotyping, vagy spacer oligonukleotid tipizalas (Driscoll, 2009), mely egy, a

MT C-re specifikus, rendkivil polymorf direkt ismétlédé szekvencia vizsgalatan alapul.

4.7. A magyarorszagi allat-egészségugyi Mycobacterium diagnosztika

A nagy hagyomanyokkal rendelkez6 magyar allat-egészségugyi diagnosztikaban a
szarvasmarha-gumékor  korokozéjanak kimutatasa kulonosen az  1960-as  években
megkezdett mentesitési kampany okan nyert jelentéséget (5. dbra). A 70-es évek derekan az
Orszéagos Allategészségiigyi Intézetben (OAl) Mycobacterium Referencia-kézpontot hoztak
létre. A kulonb6z6 mycobacteriumok okozta betegségeket, a kérokozok diagnosztikajanak és
az ellenlk val6é védekezés lehetéségeit Tuboly Sandor (Tuboly, 1965, 1967, 1968, 1979),
Kérmendy Béla (Kérmendy és mtsai.,, 1989, 1990, Kérmendy, 1994) és Nagy Gyorgy
(Szilagyi és mtsai., 1989, Erler és mtsai.,, 2004, Prodinger és mtsai., 2005) vizsgaltak
behatdan. Habar a szarvasmarha-allomanyok gimékérmentességét 1980-ra sikertilt elérni, a
mentességet hivatalosan csak 2014-ben ismerték el (2014/91/EU bizottsagi végrehajtasi
hatarozat, http://publications.europa.eu/resource/cellar/aee45f39-9873-11e3-94f8-
01aa75ed71a1.0012.03/DOC 1).
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Az orszag gumdékormentességének elfogadtatasat leginkabb az un. paraallergias reakciok
jelenléte nehezitette. Ezek hatterében leggyakrabban a NTM-ok okozta fert6zések soran

kialakult athangolddas all.

5. abra: A giimékormentességet hirdetd tabla

Jelenleg a mycobacteriumos betegségek/fertézések diagnosztikgjat, a baktériumok
kimutatasat az OAIl jogutddjaként miikddé Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal
Allat-egészségiigyi Diagnosztikai lgazgatésaganak budapesti telephelyén talalhaté, a
Bakteriologiai Laboratorium részeként mikodsé Szarvasmarha-gumékor Nemzeti Referencia
Laboratérium latja el. Az egyes torzsek identifikdlasa az ugyanitt talalhaté Molekularis
Biolégiai Laboratériumban torténik. A laboratoriumok a tuberkulin-bérprobaban pozitivan
vagy kétesen reagalé szarvasmarhak nyirokcsomo mintai mellett szarvasmarha- és
vadmonitoring programok keretében, vagy vagohidon gyUjtott, de akar allatkerti és
kedvtelésbdl tartott allatok mintait is vizsgaljak. A hazankban allategészsegugyi szempontbal
jelentés Mycobacterium fajokat az M1. melléklet, mig a még ki nem tenyésztett vagy nem
azonositott fajokat a M2. melléklet tartalmazza.
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4.8. Célkitlizések

Vizsgalataink els6dleges célia a Magyarorszagon el6éfordulé NTM-ok pontos azonositasa
volt. A mycobacteriumok ezen csoportja igen valtozatos. Az egyes fajok tenyésztési és
ndvekedési tulajdonsagaiban jelentés kilonbségek figyelheték meg, mely kihivast jelent a
diagnoszta allatorvos szamara.

Ennek megvaldsitasahoz sziikségessé valt az addigi klasszikus diagnosztikai eljarasok
mellett (és részben azokat felvaltva) molekularis diagnosztikai médszerek bevezetése, igy
ilyen modszerek meghonositasa és fejlesztése is célunkka valt.

A Mycobacterium térzsek pontos azonositasat kdvetden fel kivantuk térképezni, hogy melyek
a hazankban leggyakrabban el6forduld mycobacteriumok, és azok mely allatfajokban
(gazdaspektrum) milyen elvaltozasokat (patogenitas) hozhatnak Iétre.

A kllénb6z8 fajok gazdaspektruma és patogenitasa mellett vizsgalni kivantuk a M. avium
alfajainak genetikai valtozatossagat MIRU-VNTR modszerrel, és fel kivantunk tarni a
kllénb6z6 genotipusok eléfordulasa kdzotti epidemioldgiai kapcsolatokat.

Az ily médon 6sszegyjtott adatokbol, kiegészitve azokat a gazdaallatokrél megszerezhet6
informaciokkal torzsgyljteményt kivantunk felallitani, mely esetleges jovébeli vizsgalatok

alapjat képezheti.
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5. Anyag és modszer

5.1. Mintafeldolgozas, Mycobacterium tenyésztés

A vizsgalati mintak és a kitenyészteni kivant Mycobacterium torzsek sokszinlisége nem tette
lehetbvé egy szigoru mintafeldolgozasi és Mycobacterium tenyésztési protokoll kévetését,
igy az egyes torzsek eltéré taptalajigényéhez, hémérsékleti optimumahoz és ndvekedési
idejéhez alkalmazkodva alakitottuk ki a kilénb6zd mintatipusok vizsgalati protokolljat.
Amennyiben egy adott Mycobacterium fajt nem tudtunk a kordbban alkalmazott taptalajokon
megfeleléen tenyészteni, vagy vegyes tenyészetbdl szelektiv izoldlasra volt szikség, a
kilénb6z6 adalékok és alapanyagok kombinalasaval magunk fejlesztettlink taptalajokat.
A sajat fejlesztési taptalajoknak csak egy része valtotta be a hozza flzoétt reményeket, de
olyan is volt, mely bar j6l mikddott, bonyolult 6sszetétele miatt hasonldéan jél mikods, de
egyszerlibb 0Osszetételli, szakirodalmi forrasban publikalt taptalajjal kerllt levaltasra.
A hasznalt taptalajok osszetételét és tulajdonsagait az M3. melléklet tartalmazza, melyben a

sajat fejlesztési taptalajok kdzll csak a 2MA jelzéslit tlintettik fel.

Tejmintak feldolgozasa: a tejmintak kb. 10 pl-nyi mennyiségét steril oltokacs segitségével

Middlebrook agarra oltottuk, melyet 3-5 napig 25 °C-on inkubaltunk.

Szerv- és nyirokcsomé mintdk feldolgozasa: a szerv- és nyirokcsomo mintakbol

makroszkopos koérbonctani vizsgalatot kévetéen kb. didnyi mennyiséget szlir6betétes
mianyag zacskéba (BagPage, Interscience, St. Nom La Breteche, Franciaorszag)
helyeztiink, melyre 10 ml steril fizioldégias sdoldatot 6ntéttlink, és stomacherben (BagMixer,
Interscience, St. Nom La Breteche, Franciaorszag) a legnagyobb fokozaton teljesen
homogén allapotura zuzattunk. A homogenizalast kovetéen a szlirén atfolyt folyadékbol 7 mi-
t ugyancsak 7 ml 10%-0s oxalsavat tartalmazé centrifugacsébe pipettaztunk, melyet
vortexelést kdvetbéen razogépen 500 rpm-en 15 percig razattunk. E dekontaminald lépés
utan a csdveket 3000 xg-n 10 percig centrifugaltuk, a feltluszot elontéttik, az tledéket pedig
5 ml steril fizioldgias sooldattal felvortexeltik. Tiz perc szobahdn torténé Ulepités elteltével a
fellluszobal taptalajokra csdppentettik. A szilard taptalajokra (Lowenstein—Jensen, piruvatos
Léwenstein—-Jensen, Herrold’s) kb. 100-200 pl-nyi, mig a levestaptalajokba (Middlebrook
leves, MGIT leves) 1-1,5 ml-nyit oltottunk be. A beoltott taptalajokat 37 °C-on inkubaltuk,

azonban egyes specialis esetekben (valtozo testhé&mérsékletl allatok mintai) 25 °C-ra is

9.



készitettiink parhuzamos leoltasokat. A maximalis tenyésztési id6 MGIT leves esetén 6 hét,
Léwenstein—Jensen, piruvatos Lowenstein—Jensen és Middlebrook leves taptalajoknal

4 hénap, mig Herrold’s talajok esetén 12 hénap volt.

Bélsarmintak feldolgozasa: a bélsarmintakbadl kb. didnyi mennyiséget szlirébetétes mianyag

zacskoba (BagPage, Interscience, St. Nom La Breteche, Franciaorszag) helyeztiink, melyre
10 ml steril fiziologias sooldatot ontéttlink, és stomacherben (BagMixer, Interscience, St.
Nom La Breteche, Franciaorszag) a legnagyobb fokozaton teljesen homogén allapotura
zUzattunk. A homogenizalast kovetéen a szlrén atfolyt folyadékbol 5 mi-t 10 ml 0,75%-0s
HPC-t tartalmazé centrifugacsébe pipettaztunk, majd vortexelést kovetéen 24 o6ran at
szobahén inkubaltunk. E dekontaminald lépés utan a csdveket 3000 xg-n 10 percig
centrifugaltuk, majd a felulusz6 elontését kovetéen az ulledéket 10 ml steril fiziolégias
sooldattal felvortexeltiik. Ismételt centrifugalast (3000 xg, 10 perc) és a fellliszd elontését
kovetbéen az uledéket 5 ml steril fiziologias séoldattal felvortexeltiik, és 10 perc szobahén
torténé Ulepités utan a felliluszoébdl taptalajokra csoéppentettik. A szilard taptalajokra
(Léwenstein—Jensen, piruvatos Léwenstein—Jensen, Herrold’s, 7H11, J) kb. 100-200 pl-nyi,
mig a levestaptalajba (Middlebrook leves) 1-1,5 ml-nyit oltottunk be. A beoltott taptalajokat

37 °C-on inkubaltuk. A maximalis tenyésztési idé 24 hénap volt.

Bélszakaszok feldolgozasa: bélszakaszok esetén a makroszkdpos koérbonctani vizsgalat

soran minden esetben vettink nyalkahartya kaparékot, melybdl tiszta, zsirtalanitott
targylemez felliletén kenetet készitettiink. A tovabbiakban a minta feldolgozasaval a

bélsarmintaknal leirt modon jartunk el.

Kérnyezeti mintak feldolgozédsa: kornyezeti mintak esetén kb. 2 didnyi mennyiséget

szlir6betétes mUlianyag zacskéba (BagPage, Interscience, St. Nom La Breteche,
Franciaorszag) helyeztink, melyre 10 ml steril kdézOnséges levestaptalajt ontottink,
stomacherben (BagMixer, Interscience, St. Nom La Breteche, Franciaorszag) a legnagyobb
fokozaton teljesen homogén allapotura zuzattunk, majd 4 6ran at 37 °C-on inkubaltunk. Ezt
kovetGen alom esetén a bélsarmintak, takarmany és egyéb kornyezeti mintak esetén pedig a

szerv- és nyirokcsomoé mintak feldolgozasaval megegyezden jartunk el.

5.2. Taptalajok vizsgalata, Ziehl-Neelsen festés

A beoltott szilard taptalajokat természetes fény mellett szabad szemmel, megtekintéssel

vizsgaltuk; tejmintak esetén naponta, egyébként hetente, majd 2 hénap elteltével havonta.
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A levestaptalajokat ZN festéssel havonta vizsgaltuk, azzal a kitétellel, hogy a MGIT csoveket

csak akkor festettik, ha a Wood-lampas vizsgalat pozitiv eredményt adott.

Kenetek ZN festése: A gyanus baktériumtenyészet egy telepébdl egy csepp steril fizioldgias

sboldattal, vagy alapos vortexelést kdvetéen a vizsgalando levestaptalaj egy cseppjébél,
esetleg bélnyalkahartya-kaparékbdl (6. abra) tiszta, zsirtalanitott targylemez fellletén kenetet
készitettlink, melyet levegébn megszaritottunk, majd lang felett fixaltunk. A fixalt kenetet
festdallvanyra helyeztlik, Ziehl-féle fuchsin oldattal befedtik, majd Bunsen-égével haromszor
g6zolésig melegitettik. A Ziehl-féle fuchsin oldat ledntését kdvetben a kenetet 1-2 percig
5%-0s kénsavoldattal differencialtuk, majd 10-15 masodpercig 96%-os alkohollal (Reanal,
Budapest, Magyarorszag) kivontuk. A kivontast kovetéen a kenetet csapvizzel ledblitettik,
majd 3%-os metilénkék oldattal 5-10 masodpercig kontrasztfestettik. A kontrasztfestést
kovetben a kenetet ismét csapvizzel ledblitettik, majd levegdn szaradni hagytuk. A kenetre
1 csepp immerziés olajat (Merck KGaA, Darmstadt, Németorszag) cseppentettink, majd

fénymikroszkopban 1000 x-es nagyitason vizsgaltuk.

6. abra: Ziehl-Neelsen szerint festett bélnyalkahartya kaparék (1000 x-es nagyitas)
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Bélsarmintak ZN festése: A vizsgalando bélsarmintabdl kb. 1 grammnyi mennyiséget 5 ml

steril fiziologids sooldatot tartalmazé csébe mértiink, majd 0,5 ml dietil-éterrel (Reanal,
Budapest, Magyarorszag) ovatosan Osszeraztuk és 10 percig allni hagytuk. Az allas soran
kialakult két fazis hatararol kipipettazott folyadék egy cseppjével kenetet készitettlnk tiszta,
zsirtalanitott targylemez feluletén, melyet a tovabbiakban a kenetek ZN festése alatt
leirtaknak megfeleléen festettunk.

A hasznalt festéoldatok dsszetételét és készitési modjat az M4. melléklet tartalmazza.

A kenetek vizsgalata soran nem csupan a ZN-pozitiv baktériumalakok eléfordulasat
vizsgaltuk, de medfigyeltik azok méretét, alakjat, egymashoz viszonyitott elhelyezkedését

(cord képzbdés, fészkes elrendezédés), és esetleges szennyezd fléra jelenlétét is.

5.3. Tenyészetek morfologiai és novekedési sajatossagainak vizsgalata,

atoltasok

A ZN festéssel pozitiv tenyészetek esetén feljegyeztik, hogy milyen taptalajon, mennyi
inkubaciét kdvetben jelent meg a tdrzs, megfigyeltik telepmorfologidjat (elsédleges
tulajdonsagok), és tiszta tenyészet esetén egy telepbdl atoltast készitettiink tovabbi
vizsgalatokhoz.  Levestaptalaj pozitivitds vagy szennyezett tenyészet esetén

dekontaminalassal végeztik az atoltast, hogy a kontaminans baktériumflérat eltavolitsuk.

Atoltas készitése: a szilard taptalaj feliiletérdl steril oltékacs segitségével egy kiildénallé

telepet 2 ml steril PBS-ben (pH 7,2, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
elkevertink, majd a kivant taptalajokat e szuszpenzid 50-50 pl-nyi mennyiségével
beoltottuk.

Atoltas készitése dekontamindlassal: a szennyezett, de mycobacteriumokat is tartalmazo

szilard taptalajra 2 ml steril fiziolégias séoldatot pipettaztunk, melybe a talaj felszinérél steril
oltékacs segitségével belemostuk a ndvekményt. Az igy kapott szuszpenziét, vagy
levestaptalaj esetén annak 2 ml-ét ugyancsak 2 ml 10%-0os oxalsavat tartalmazé
centrifugacsébe pipettaztuk, majd vortexelést kévetéen razdégépen 500 rpm-en 15 percig
razattuk. A dekontamindlast kdvetéen a csdveket 3000 xg-n 10 percig centrifugaltuk, majd a
fellluszo eldntése utan az lledéket 5 ml steril fizioldgias sdoldattal felvortexeltik.

Ismételt centrifugalast (3000 xg, 10 perc) és a felliluszo6 elontését kdvetben az tledéket 2 mli
steril PBS-ben (pH 7,2, Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) felvortexeltik,

majd a kivant taptalajokat e szuszpenzié 50-50 pl-nyi mennyiségével beoltottuk.
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Az atoltas soran beoltott taptalajok tipusat (pl.: vegyes tenyészetek esetén szelektiv
taptalajok hasznalata) és az inkubacié kortlményeit (pl.: sététben vagy fény jelenlétében,
25 °C, 37 °C, 42 °C ésl/vagy 52 °C hémérsékleten) a tenyészet elsédleges tulajdonsagai
alapjan valasztottuk meg, valamint minden esetben beoltottunk olyan taptalajt, melyen a
torzset megtalaltuk. Az atoltasokat kétnaponta vizsgaltuk természetes fény mellett szabad
szemmel, megtekintéssel. Baktériumndvekedés esetén ellenérzé ZN festést végeztink, hogy
meggy6zédjunk a tenyészet tisztasagarol. Az atoltasban kitenyésztett torzsnek feljegyeztik
ndvekedési sebességét (gyorsan, 7 napon belll vagy lassan, 7 napon tul névé), ndvekedési
hémérséklet-tartomanyat, pigmenttermelé képességét, telepmorfolégiai tulajdonsagait és

taptalaj preferenciait.

5.4. DNS kivonas

A kitenyésztett Mycobacterium térzseket molekularis biolégiai mddszerek segitségével
vizsgaltuk tovabb. A sikeres molekularis bioldgiai vizsgalatok elbéfeltétele, hogy a mintakbdl
megfeleld mennyiségli és mindségl bakteridlis DNS-t vonjunk ki. A mycobacteriumok
specidlis sejtfalanak kdszbnhetéen a mas baktériumoknal jél mikdédd egyszeri
fagyasztas/felolvasztasos DNS feltaras nem ad megfelelé eredményt, sét, mintatipusonként
(kopet, szdvet, bélsar) és baktériumfajonként is mas-mas mobdszer szikséges (Hosek és
mtsai. 2006). A szakirodalomban cikkek tucatjai foglalkoznak a témaval, melyek z6me a
M. tuberculosis DNS-ének feltarasara koncentral (Aldous és mtsai. 2005, Kumar és mtsai.
2010, Thakur és mtsai. 2011), azonban egységes referencia modszer maig nem alakult ki.

Kitenyésztett torzseink esetén szonikalast és f6zést, vagy kézi DNS kivonast alkalmaztunk.

DNS kivonas szonikalassal és fézéssel: A vizsgalandé baktériumtenyészet kacsnyi

mennyiségét, levestenyészet esetén pedig 1 ml levestenyészet 3 perces 3000 xg-n torténd
centrifugalasaval nyert Uledékét 200 yl PCR tisztasagu vizben (Nuclease-Free Water,
Ambion, Foster City, USA) kevertink el steril 1,5 ml-es eppendorf cs6ben. A csoveket
lezartuk, majd 15 percig 80 °C-on, pulzalé 80 kHz frekvencian ultrahangos vizfurdében
(ElIma GmbH, Singen, Németorszag) szonikaltuk, majd 10 percre 95 °C-os szaraz
termosztatba helyeztik. Ezt kdvetben a csdveket 12000 xg-n 15 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, a feltluszét steril pipettaval leszivtuk, melyet a PCR vizsgalatokig 4 °C-on,

egy héten tul pedig —80 °C-on taroltunk.
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Kézi DNS kivonas: A vizsgalandd baktériumtenyészet kacsnyi mennyiségét, levestenyészet

esetén pedig 1 ml levestenyészet 3 perces 3000 xg-n torténd centrifugalasaval nyert
Uledékét 200 pl PCR tisztasagu vizben kevertink el steril 1,5 ml-es eppendorf csében. Egy
megfeleléen feliratozott steril eppendorf csébe 4 pl 600 mAU/ml-es Proteinaz-K-t (Merck
Millipore, Budapest, Magyarorszag) és 10 ul 10%-0s Sarcosyl-t (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) mértink, majd a baktériumszuszpenzié 100 pl-ével egy éjszakan at 53 °C-os
vizfirdében inkubaltuk. Az inkubaciés idd leteltével 300 yl Guanidin-t (Sigma-Aldrich,
Budapest, Magyarorszag) és 20 ul 7,5 M-os ammoénium-acetatot (Sigma-Aldrich, Budapest,
Magyarorszag) adtunk a cs6htz, melyet egy o6ran at tébbszoros Osszerazas mellett
szobahdén inkubaltunk. Ezt kdvetéen 1 ml -20 °C-os abszolut alkohollal szobahén tovabb
inkubaltuk 15 percig, majd 15 percig 4 °C-on, 12000 xg-n centrifugaltuk. A fellliszé
ledntését kovetben az lledéket 1 ml 70%-o0s —20 °C-os alkohollal felvortexeltiik, majd ismét
lecentrifugaltuk (15 perc, 4 °C-on, 12000 xg). A fellluszé ledntését kdvetben a csovet
pillanatcentrifugaltuk, és a maradék alkoholt pipettaval eltavolitottuk. A csdvet nyitva
inkubaltuk szobahén tovabbi 15 percig, majd a pelletet 50 yl PCR tisztasagu vizzel
feloldottuk. Ismételt centrifugalast kovetéen (5 perc, 4 °C-on, 12000 xg) a feluluszot steril
pipettaval leszivtuk, melyet a PCR vizsgalatokig 4 °C-on, egy héten tul pedig -80 °C-on

taroltunk.

Vizsgalataink soran kisérletet tettink mycobacteriumok kozvetlen szdvetbdl és
bélsarmintdbdl  térténé  kimutatdsara/azonositasara is, melyeknél az alacsony
baktériummennyiség és az esetleges gatlé anyagok jelenléte miatt specialis DNS feltarasi
moddszerekre volt szlkség. Szerv- és szovetmintak esetén Roche High Pure PCR Template
Preparation v.16.0 kittel (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Németorszag) valamint
QlAamp® DNA Mini kittel (Qiagen GmbH, Hilden, Németorszag) dolgoztunk, mig
bélsarmintak esetén mindezek mellett ExtractMaster™ Fecal DNA Extraction kitet (Epicentre

Biotechnologies, Madison, Wisconsin, USA) is hasznaltunk, a gyartok utasitasa szerint.

5.5. Mycobacteriumok azonositasa I. - PCR moédszerek adaptalasa

A kitenyésztett Mycobacterium torzseket pontos azonositdsuk érdekében kuldnb6zé
molekularis bioldgiai vizsgalatoknak vetettuk ala. Az egyes PCR mddszerek dsszeallitasat és
reakciokorilményeit az M5. melléklet, a kilonbdzé PCR rendszerekben hasznalt primerek
nevét és szekvencigjat pedig az M6. melléklet tartalmazza. Az azonositas menetét a

7. folyamatabra szemlélteti.
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7. abra: Mycobacterium torzsek PCR identifikalasa
(MTC: Mycobacterium tuberculosis komplex, IC: M. intracellulare, MA: M. avium,
MAP: M. avium subsp. paratuberculosis, MAH: ,M. avium subsp. hominissuis”,
MAA: M. avium subsp. avium, MAS: M. avium subsp. silvaticum)

A Kkulénbdzé PCR vizsgalatokban feltarasi és PCR negativ kontrollok mellett M. bovis
CIP102426", M. avium subsp. avium NCTC13034", M. avium subsp. silvaticum ATCC49884"

és M. avium subsp. paratuberculosis ATCC19851 torzseket hasznaltunk pozitiv kontrollként.
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MTC tagjainak azonositasa: A MTC tagjait Wilton és

Cousins (1992) multiplex Mycobacterium PCR-e
segitségével azonositottuk (8. abra). Faji elkulonitésiket
a GenoType MTBC (Hain Lifescience, Nehren,
Németorszag) kit segitségével végeztik a gyartd

utasitasai szerint.

M. avium torzsek azonositasa és tipizalasa: A M. avium

torzseket Wilton és Cousins (1992) multiplex

Mycobacterium PCR-e segitségével mutattuk ki. A MAP 8. abra:
torzseket 1S900 és F57 primerekkel azonositottuk Multiplex '\:I,yccg bacterium
(Castellanos és mtsai. 2009a), tipusaikat pedig Collins és (1: 100bp DNS letra,

. . , . 2: M. avium 3: MTC,
mtsai. (2002) valamint Castellanos és mtsai. (2009b) 4: MI, 5: M. spp.)

modszereivel hataroztuk meg (9. abra).
A MAH torzseket Alvarez és mtsai. (2008b) mddszerével azonositottuk (IS7245, 1S901 —
10. abra), mig a MAA és MAS torzseket ezen inszercios szekvencidk kimutatasa mellett

sajat fejlesztési PCR rendszerrel kulonitettik el (Isd. 5.6. alfejezet).

M. intracellulare azonositasa: A M. intracellulare torzsek azonositasat Wilton és Cousins

(1992) multiplex Mycobacterium PCR-e segitségével, valamint GenoType Mycobacterium

CM/AS (Hain Lifescience, Nehren, Németorszag) kittel és szekvenalassal is végeztik.

9. abra:
MAP identifikalé és tipizalo PCR rendszerek
A -18900, B - F57, C — MAP3584, D — MAV4125, 10. abra:
E-"C/’'S tl'pUS elkilonité 1S901-1S71245 PCR
(1, 3, 5, 7, 9: 100bp DNS Iétra, 2, 4: MAP tferS, 6: MAP |., (1: 100bp DNS Iétra,
MAP II. torzs, 8: MAP I., MAP lll. torzs, 10: szarvasmarha 2: MAA, MAS torzs,
'C’ tipusu MAP, 11: juh ’S’ tipusi MAP) 3: MAH tdrzs)
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Nem M. avium NTM-ok azonositdsa: a M. avium melletti egyéb NTM-ok azonositasat

megkiséreltik kereskedelmi forgalomban kaphatd kitek [GenoType Mycobacterium CM/AS
(Hain Lifescience, Nehren, Németorszag), INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2 (Innogenetics,
Ghent, Belgium)] segitségével a gyartok utasitasai szerint, valamint 16S rDNS (Lane, 1991),
tuf (Mignard és Flandrois, 2007) és rpoB (Adékambi és mtsai., 2003) génekre (szlkség

esetén egyéb génszakaszokra) térténé szekvenalassal (Isd. 5.7. alfejezet).

5.6. Mycobacteriumok azonositasa Il. - PCR médszerfejlesztés

Az el6z6 fejezetben jelzett mdédszerek egyike sem tette lehetévé a MAA és MAS torzsek
elkilonitését. Habar a MAS torzsek jellegzetes telepmorfologiajuk és novekedési
tulajdonsagaik alapjan megkllonboztetheték (Castellanos és mtsai.,, 2010a), mivel ezen
tulajdonsagok valtozhatnak, sziikségesnek lattuk egy megbizhaté molekularis bioldgiai
identifikald6 mobdszer kifejlesztését. Mivel a MAS és MAA torzsek genomszekvencidja
nagyfoku azonossagot mutat (Paustian és mtsai., 2008), az ilyen iranyu térekvések ezidaig
kudarcba fulladtak.

El6sz6r az 1S1613 (AJ011837.1) és 1S1612-es szekvencidkra (Bull és mtsai., 2000)
terveztink primereket, melyeket MAA ill. MAS specifikusnak véltek, majd a GenBank-ban
elérhetd szekvenciak (36 MAS szekvencia és 3 MAA teljes genom contigokban) segitségével
probaltunk kuldnbségeket talalni a MAA és MAS torzsek genomjaban.

2013 decemberében elhelyezték a MAS referens toérzs teljes genomjanak contigjait a
GenBankban (AYOC00000000, BioProject szam: PRJNA219418). Ekkor az elérhet6 MAS és
MAA szekvencidkat [808 MAS contig, 258 MAA ATCC25291" contig (ACFI00000000,
BioProject szam: PRJNA30909), 886 MAA 10-9275 contig (AYOB00000000, BioProject
szam: PRJINA216926), 577 MAA 11-4751 contig (AYNYO00000000, BioProject szam:
PRJINA216924), 772 MAA Env77 contig és 1201 MAA DT78 contig (Hsu és mtsai., 2011)] a
DNASTAR SegMan pro szoftvere (Lasergene 12, DNASTAR Inc., Madison, USA)
segitségeével Osszeillesztettuk, és 2800 nulkeotid pozicioban talalt eltérésbél 50 potencialis
szekvencia valtozatot valasztottunk ki, melyek egy vagy tdbbszordés hézagokat (gap),
SNP-okat, vagy tébbsz6rds bazispar eltéréseket mutattak. Az 50 eltérésbdl 12-re mismatch
(MM) és nagy felbontasu olvadaspont-analizis (HRM) primereket terveztiink a DNASTAR
Primer design szoftvere segitségével. Mindkét mddszer lehetévé teszi akar egyetlen
bazispar eltérés kimutatasat is. A MM primerek esetén a nukleotid eltérést a 3’ végre
pozicionaltuk, mig a HRM primerek olyan rovid szekvenciaszakaszokat fogtak kdzre, melyek
tartalmaztak az eltéré nukleotidokat. A tervezett primerparokat referens térzsek segitségével

teszteltik, a kapott PCR termékeket pedig szekvenalassal ellendriztik.
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A megdfeleléen mikodd primerek kozul kivalasztottunk egy part (egy HRM és egy MM),
melyek termékei olvadaspontjuk alapjan egymassal kombinalhatok voltak (HRM primerek:
5-CGGCGATCGGAATGGAAATA-3 és 5-CGGAACCCTGGTCAAGAT-3’; MAS specifikus
MM primerek: 5-TTCCTGGCCTGCTTCGACC-3’ és 5-GTTGACCACCACGGCATTCC-3),
és létrehoztunk egy duplex HRM/MM subspecies elkllonité valds ideji PCR-t Rotor Gene
6000 Real-Time PCR gépre optimalizalva. A reakcioelegy 25 pl-ben 0,1 pl (5 U/ul) GoTaq
G2 Flexi DNS polimeraz (Promega, Madison, USA) mellett 0,5yl 10 mM-os dNTP-t
(Fermentas, Burlington, Canada), 5 yl 10x PCR puffert, 2,2 pl 25 mM-os MgCl,-ot, 1,25 ul
20x EvaGreen fluoreszcens nukleinsav festéket (Biotium, California, USA) és 20 ng-nyi
templat DNS-t tartalmazott. PCR kondiciok: 95 °C-on 10 perc denaturaciot kovetben
40 ciklus (95°C 20 masodperc, 62°C 40 masodperc, 72°C 30 masodperc).
Az olvadaspont-analizist 85-99 °C kozott 0,5 °C/sec rataval, a HRM analizist pedig
87-99 °C kozott, 0,02 °C-os hédmérséklet-emelkedéssel végeztik.

Az adatokat a RotorGene Q 2.2.3 szoftver (Qiagen, Venlo, Netherlands) segitségével
ertékeltik ki.

A mddszer identifikalo-képességének megbizhatdsagat fliggetlen t-teszttel ellendriztik.

A rendszer specificitasat M. bovis CIP102426", MAA ATCC25291", MAS ATCC49884" és
MAP ATCC19851 referens torzsekkel valamint M. intracellulare, MAH és
M. saskachewanense izolatumokkal vizsgaltuk.

A rendszer szenzitivitasat (legkisebb kimutathaté kiinduldasi DNS  mennyiség)
MAA ATCC25291" és MAS ATCC49884 referens torzsek higitasi soraival hataroztuk meg.

5.7. Szekvenalas, szekvenciaelemzés

A szekvenalasra szant PCR termékeket agar6z gélbdl QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Németorszag) segitségével tisztitottuk ki. A szekvenalasi reakciokban egy
kivétellel ugyanazokat a primereket hasznaltuk, mint a PCR reakciokban. 16S rDNS
szekvenalas esetén a 27F és 1492R amplifikald primerek mellett egy tovabbi szekvenalo
primert (536F) is beiktattunk (Smith és mtsai., 2006).

A szekvenalasi reakciokat BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies) segitségével végeztik a gyartdé utasitasa szerint. A szekvenciafuttatast a
Biomi Kft.-nél (Go6dollé, Magyarorszag) végeztettik ABI Prism 3400 DNA Sequencer
(Applied Biosystems, Foster City, USA) készilék segitségével.

A két iranybdl leolvasott szekvenciakat a SeqMan — Lasergene 12 (DNASTAR) programmal

illesztettiik 0ssze.
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A szekvencidk paronkénti dsszehasonlitasat BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999) programmal, mig a
filogenetikai analizist MEGA 6.06 szoftverrel (Tamura és mtsai., 2013), szomszéddsszevono
modszerrel (Neighbor-Joining, NJ) végeztik.

Egyedi szekvenciainkat a GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) internetes

adatbazisaba toltottuk fel.

5.8. LSP*17 és MIRU-VNTR analizis

A M. avium alfajok genotipizalast az alabbiak szerint végeztik.

Az LSP*7 szekvencia polimorfizmust Semret és mtsai. (2006)
modszerével vizsgaltuk (11. abra).

A MIRU-VNTR vizsgalatokhoz négy MIRU (MIRU1, MIRU2, MIRU3, "EEL-..
MIRU4), harom VNTR (VNTR25, VNTR32, VNTR259) és egy MATR | =

(MATR9) I6kuszt amplifikaltunk Bull és mtsai. (2003), Castellanos és |
mtsai. (2010b), Millan és mtsai. (2010), valamint Inagaki és mtsai.
(2009) leirasainak megfeleléen. A PCR termékeket 2%-o0s agar6z
gélen jelenitettitk meg GR Safe Il nukleinsav festék (Lab Supply
Mall, Innovita Inc., Gaithersburg, MD, USA) segitségével

UV atvilagitadsban. A tandem ismétlédések (tandem repeat, TR)

szamat az egyes PCR termékek méretébdl allapitottuk meg. Kétes 11. abra:

. . LSP*17 PCR
esetekben a termékeket megszekvenaltuk. (1: 100bp D,'SS
A kiilénbdzé |6kuszokon az allélvaltozatossagot (h) a kovetkezs | I€tra, 2: LSP™7

negativ torzs, 3:
képlet alapjan szamitottuk: h=n(1-2x?)/(n-1), ahol n a LSP*17 pozitiv
torzs

baktériumtorzsek szama, x; pedig az i-edik allél gyakorisaga az adott
I6kuszon (Kim és mtsai., 2010).

A diszkriminacios index (DI) annak a valészinlségét adja meg, hogy egy véletlenszeriien
mintazott mikrobioldgiai populacidoban az alkalmazott tipizald6 modszer két fliggetlen torzset
kilénb6z6 csoportba sorol-e be. A Dl-et a Hunter és Gaston (1988) altal leirt képlettel
hataroztuk meg. Azon torzseket, melyek kdzott kdzvetlen epidemioldgiai dsszefuggés allt
fenn, mind az allélvaltozatossag, mind pedig a diszkriminacidés index meghatérozasnal
kizartuk vizsgalatainkbdl.

A kllénbdz6 genotipusok (GT) rokonsagi fokanak vizsgalatat NJ analizissel végeztik

MEGA 6.06 program (Tamura és mtsai., 2013) segitségével.
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5.9. Felhasznalt torzsek

A 2006 és 2015 kozott a NEBIH-ADI Bakterioldgiai Laboratériumaban izolalt kézel 3000
Mycobacterium térzset f6 csoportbeli hovatartozasuk meghatarozasast kdvetéen vontuk be
részletesebb vizsgalatokba. A nem M. avium NTM-ok kdézil 230-at igyekeztlink azonositani,
mig a M. aviumok koziil 962-t vizsgaltunk LSP*17 szekvencia polimorfizmus jelenlétére és
795-06t teszteltiink MIRU-VNTR-el.
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6. Eredmények

A 2006 és 2015 kozott izolalt csaknem 2400 NTM-baol (3. tablazat) kdzel 1000 bizonyult
M. aviumnak.

3. tablazat: 2006 és 2015 ko6zo6tt azonositott Mycobacterium torzsek

2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 z

MTC 52 88 61 12 119 25 42 70 64 8 541
M. avium 21 75 168 117 132 105 84 106 108 56 972
nem M. avium NTM-ok| 53 98 120 52 100 107 124 113 91 47 905
NTM tejbél 10 7 64 36 60 37 42 39 68 151 | 514
Osszesen:| 136 | 268 | 413 | 217 | 411 274 | 292 | 328 | 331 262 | 2932

A M. avium torzsek kozott 144 MAA-t, 65 MAS-t, 94 MAH-t és 659 MAP torzset
azonositottunk (10 térzsnél tovabbi azonositasra a tenyészetek beszennyez6dése miatt nem

volt lehet6séglink). A kilonbdzé torzsek eredetét és szamat a 4. tablazat tartalmazza.

4. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott NTM-ok allatfajonként

Forras/gazdafaj M. avium nem M. avium 5
MAA MAS MAH MAP NTM-ok

szarvasmarha 14 5 46 595 355 1015

bivaly 0 0 0 1 3 2

juh 0 0 0 3 1 2

kecske 0 0 0 5 0 5

muflon 0 0 1 4 > 7

sertés 47 0 14 1 10 72

borz 0 1 0 0 1

voros réka 8 2 0 1 15

vaddiszné 55 47 14 32 544

damvad 0 0 0 9

gimszarvas 10 16 17 109

6z

kacsa

pava

pulyka

hazityuk

diszbaromfi

balkani gerle

hazi galamb

barat réce

tékés réce

fiittyos réce

erdei fiilesbagoly

tragopan

turaké

ember

fehér busa ivadék

fagyasztott haleleség

kutya

krokodil

teve

varanusz

kaméleon
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Kornyezeti mintakbol M. avium torzseket nem tudtunk kimutatni. A 38 kitenyésztett nem
M. avium NTM térzs minddssze 7 megye 12 allomanyabdl szarmazott. E térzseket tovabbi

azonositasi vizsgalatokba nem vontuk be.

6.1. Mycobacterium avium subsp. avium (MAA)

MAA toérzseket hazi, vad- és allatkerti madarak mellett hazi és vadon élé emlésfajokbdl is
izolaltunk, Heves és Tolna megyék kivételével az orszag egész terlletérdl. Vords rékaban
elséként irtunk le MAA fert6zést.

Madarakban kivétel nélkil a madargimdokor korbonctani képét talaltuk (12. abra), szemben a
gimszarvas és roka mintakkal, melyekben nem volt lathaté elvaltozas. A szarvasmarha,
vaddiszno és sertés mintak 14,3, 54,5 és 95,7%-aban lattunk koéros folyamatot. A sertések
8 megye 27, mig a szarvasmarhak 9 megye 12 allomanyabdl szarmaztak. A szarvasmarhak
egy kivételével reagaltak a tuberkulin bérprébaban. Fajtajukat tekintve 5 torzs tej-, mig
9 térzs hushasznu allatokbdl szarmazott, melyek 11 hénap és 14 év kdzotti koruak, és

1 kivételével Usz6k voltak.

A fert6zott allatok fajat, a minta megnevezését, az izolalas évét és az esetleges elvaltozasok

jelenlétét és aranyat a 5. tablazat tartalmazza.

: _A-,Ju-

12. dbra: Mycobacterium avium éubgp. viuko.zi: elvaltozasok
(1: tydk csontveld, 2: galamb maj, 3: kacsa mediastinum, 4: pulyka sziv, 5: tydk 1ép, 6: tyuk bélcsatorna)
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5. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott MAA torzsek adatai

kortani NN (D INNIND
allatfaj minta kérbonctan| elvaltozasok (8|88 (8|2(2|2(2|2|8| =
arénya ON(O OO =INWh O

baratréce szervek pozitiv 1/1, 100% 1 11
diszbaromfi szervek pozitiv 1/1, 100% 111 1
erdei fiillesbagoly maj pozitiv 1/1, 100% 1 11
futtyos réce szervek pozitiv 1/1, 100% 1 11
gimszarvas nyirokcsomo negativ 0/2, 0% 2 2|2
hazigalamb szervek pozitiv 1/1, 100% 1 11
kacsa mellkasi goc, maj, lép pozitiv 1/1, 100% 1 11
pulyka szervek pozitiv 1/1, 100% 1 11

nyirokcsomo negativ 1 1

. y pozitiv 45/47, 143 (4|11 23
sertés - o 47

szervek negativ 95,7% 1 1

pozitiv 62|11 3 22
szarvasmarha nyirokcsomo negz_attlv 2/14,14,3% 51113 112 12 14

pozitiv 111 2
tokés réce szervek pozitiv 1/1, 100% 1 111
tragopan szervek pozitiv 1/1, 100% 1 101
turaké maj pozitiv 1/1, 100% 1 101

, maj pozitiv o 2 1 1 4
tydk szervek pozity | /7 100% 12 3|7

nvirokcsomé negativ 213|1(3|6|4(|2|2]|23

. , y pozitiv 30/55, 115 114(12|3|1]2|29
vaddiszné - o 55

negativ 54,5% 2 2

szervek —

pozitiv 1 1
varanusz szervek pozitiv 1/1, 100% 1 111
voros roka nyirokcsomo negativ 0/8, 0% 111]13[1 111 8|8
osszesen:| 6 |23/21|127|8 |16/23|/9 |6 | 5| 144

6.2. Mycobacterium avium subsp.
silvaticum (MAS)

MAS torzseket elsdéként izolaltunk vaddisznébdl,

vordés rékabol, gimszarvasbdl, borzbdl,
szarvasmarhakbol.
A lassan nov6, noévekedésiukhdz mycobactin-t

igényld, pigmentet nem termel6 telepek jellegzetes

morfologiajat a 13. abra mutatja.

A fertézott Aallatok fajat, eredetét,

megnevezését, az izolalas évét és az esetleges

kérbonctani
6. tablazat tartalmazza.

a minta

elvaltozasok jelenlétét és aranyat

és

13. abra:
Mycobacterium avium subsp.
silvaticum torzs 7TH11 agaron
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6. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott MAS torzsek adatai

kortani NN NN
allatfaj megye minta |kérbonctan|elvaltozasok| S |8 |2(2|2|2|2|8| £
arénya 0 O O =_INWA~ O
borz Pest nyirokcsomd| negativ 0/1, 0% 1 11
Bacs-Kiskun nyirokcsomo neggt'w L L 2
gimszarvas pozitiv 3/10, 1 1 10
Somo nyirokcsomo negativ 30% 11 2 1 S
i y pozitiv NE 2
szarvasmarha Baranya ny!rokcsomc? poz|t|}/ 1/5. 20% 1 1 5
Somogy nyirokcsomé| negativ 311 4
Bacs-Kiskun nyirokcsomd| negativ 2 2
Borsod-Abauj-Zemplén |nyirokcsomé| negativ 1 1
Fejér nyirokcsomd| negativ 1 1
x . .| negativ 1 1
Gy6r-M -S k
y6r-Moson-Sopron | nyirokcsomo bozitiv 1
Heves nyirokcsomé| pozitiv 1 1
. , Komarom-Esztergom |nyirokcsomd| negativ 19/47, 1 1
vaddiszno Pest nyirokcsomé| pozitiv 40,4% 1 1 47
virokcsomed negativ 1 6|3|5 15
Y pozitiv 2]2[5]2]2] 13
Somogy -
negativ 6 6
szervek -
pozitiv 2 2
Szabolcs-Szatmar-Bereg| nyirokcsom6| negativ 101
Zala nyirokcsomd| pozitiv 1 1
voros roka Somogy nyirokcsomd| negativ 0/2, 0% 2 2|2
Osszesen: 3 |2 |3(10/15/23|7|2| 65

Makroszkopos elvaltozasokat a mintak 35%-aban (23/65) talaltunk, melyek 60%-a (14/23)
gimd&kérra jellemzd korszovettani képet mutatott. A szarvasmarhak, melyek Limousin és

magyartarka fajtajuak voltak, tuberkulin b&rprébaban pozitivan reagaltak.

A sajat fejlesztési valds ideji PCR rendszer sikeresen azonositotta mind a 65 toérzset, és igy

a valtozékony morfologiai és ndvekedési sajatossagokra alapozott bizonytalan
identifikalason tul lehetévé valt a MAA tdrzsekt6l valdé megbizhaté és pontos molekularis
biologiai alapu elkulonités.

A MM primerek kozil egy bizonyult megfelelének, melyet az aspB gén egy C/G eltérésére
terveztink. Ezzel a primerparral a MAA, MAH, MAP, M. bovis, és M. intracellulare torzsek
nem amplifikalodtak, mig MAS torzsek esetén 369 bp hosszu terméket kaptunk
94,9+0,2 °C-os olvadasponttal (14. abra). A HRM primerek kézul azt a part valasztottuk,

mely egy feltételezett membranfehérje génjében talalhatdé TT/CG eltérést fog kdzre.
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14. abra: Olvadasi gorbék a duplex MM-HRM valoés idejii PCR rendszerben
(MM: mismatch PCR, HRM: nagy felbontasu olvadaspont analizis PCR)

Ebben a rendszerben a MAA térzsek 91,63+0,05 °C, a MAS térzsek pedig 91,17£0,13 °C-os
olvadaspontuak voltak, és normalizalast kovetben eltérd lefutasu olvadasi-gorbéket mutatnak
0,7 °C-os hémérséklet-eltolédassal (15. abra).

A flggetlen t-prébaban a HRM analizis eredményei statisztikailag szignifikansak voltak

(p<0,0001). A rendszer 100 ng és 15 pg kozotti kiindulasi DNS mennyiséggel mikodott.

| |
A MM és a HRM primerek  '°° vy
. 90 o
altal felsokszorozott ~, ]
80 -~ ™ | MAA

szakaszokat a referens @ '\ ~

(&)
torzsekben és tobb sajat & \ N\

N -
izolatumban is o % N\ \

S 50 ‘A
megszekvenaltuk, hogy = AT =°7b\
: : . S a0
igazoljuk az eltérések N

o ’
valédisagat. A szekvenciakat £ 30 VASS, \
KP792232-KP792236 = 2 \:\' ‘&
azonositoval a  GenBank 10 \"iﬁ

| e
gyUjteményében helyeztuk el. 0 |
L. 3 836 8238 890 892 894 896 898 90,0 202 204 206 20,8 910 91,2

A szekvenciaillesztéseket az homérseklet (°C)
M7. melléklet tartalmazza. 15. abra: Normalizalt gérbe
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6.3. Mycobacterium avium subsp. hominissuis (MAH)

MAH tdrzseket emlés vad- és haszonallatok mellett egy esetben kutyabdl, két esetben pedig

allatkerti madarakbdl izolaltunk, Fejér megye kivételével az orszag egész teriletérdl.

A fert6zott allatok fajat, a minta megnevezését, az izolalas évét és az esetleges elvaltozasok

jelenlétét és aranyat az 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott MAH torzsek adatai

kortani DNININDIND(N DD N
allatfaj minta kérbonctan | elvaltozasok |S (S (3|38 (2|2(2|2(2|8] £
arénya N OO =INW(A_hO
nvirokcsomé negativ 2(3(2|1 1711111
s y pozitiv 2/16, 1 146
9 negativ 12,5% 3 3
szervek -
pozitiv 1 1
lép, ” o
kutya nyirokcsoma pozitiv 1/1, 100% 1 101
muflon szervek pozitiv 1/1, 100% 1 111
pava szervek pozitiv 1/1, 100% 1 101
nyirokcsomé pozitiv 3|7 1 1 12
. — 14/14,
sertés szervek pozitiv o 1 114
— 100%
szervek pozitiv 1 1
szarvasmarha nyirokcsomo nege'zt’lv 2/46, 4,3% 1j6Hol3lrialti2l71s 44 46
pozitiv 1 1 2
turako maj pozitiv 1/1, 100% 1 111
L nyirokcsomé neg?t,lv 4/14, L L 2121311110
vaddiszné pozitiv o 2 1 3|14
— 28,6%
szervek pozitiv 1 1
osszesen: 1(17|24/5(12|/3 |3 |10(12|7| 94

A fertdzott sertések 7 megye 8 kilénbdzé allomanyabdl szarmaztak, és kivétel nélkdl

jellegzetes elvaltozasokat mutattak, melyek leginkdbb a bélfodri nyirokcsomokra
korlatozédtak.

A szarvasmarha eredetli torzsek 16 megye 38 allomanyabdl szarmaztak. A fert6zott
gazdaallatok 76%-a (35/46) reagalt tuberkulin b&rprébaban. A térzsek 2/3-at tej- (Holstein-
friz, Jersey), 1/3-at hushasznu (Aberdeen Angus, Charolais, Magyar sziirke) allatokbol
tenyésztettink ki, melyek 3 honap és 13 év kozotti koruak voltak. Hét torzs szarmazott
bikakbdl, 39 tehenekbdl.

A gimszarvas mintak 12,5, mig a vaddiszné mintak 28,6%-aban lattunk makroszkopos
elvaltozasokat. A pavaban és a turakéban a madargumékorral megegyez6 korbonctani képet
lattunk. A kutya eredetl torzs egy varosi, lakasban tartott 2 éves torpe schnauzer kanbol
szarmazott, melyben testszerte jelentkez6 nyirokcsom6é megnagyobbodas hatterében

szisztémas Mycobacterium fertézést diagnosztizaltunk (16. abra).
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16. abra: Megnagyobbodott Peyer-plakkok kutya vékonybelében

6.4. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

MAP torzseket az orszag egész terlletérdl nagy
szamban mutattunk ki. Hazi és vadon €186 kér6dz6k
mellett vaddiszndbdl, rokabdl és sertésbdl is
izolaltuk a koérokozét. Magyarorszagon elséként
tipizaltunk MAP torzseket és mutattuk ki az I-es/S
(juh) tipus el6fordulasat juhokban, kecskékben és
szarvasmarhaban (17. abra). Ugyancsak elsdként
tenyésztettink ki Il-es/C (szarvasmarha) tipusu
MAP torzset sertésbdl.

A fert6zott allatok szamat, a minta tipusat, az
izolalas évét és a torzsek tipusat a 8. tablazat
tartalmazza.

A torzsek csupan 9,7%-a (64/659: 3 juh, 4 kecske,
4 muflon, 53 szarvasmarha minta) szarmazott a
paratuberkul6zis célzott kimutatasara iranyuld
vizsgalatokbdl, a tobbi a gumaokor
igazolasara/cafolasara végzett bakteriolégiai

vizsgalatokban, mint melléklelet kerult kimutatasra.

47-

17. abra:
Juh tipusu (S, I-es) Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis torzs
J talajon




8. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott MAP torzsek adatai
(roviditések: nv: nem vizsgalt, II: ll-es tipusu MAP torzs, C: cattle — szarvasmarha tipusu

MAP torzs, |-es tipusu MAP torzs, S: sheep — juh tipusu MAP torzs)

AR R EE R R RN R RN
allatfaj minta tipus | 8188|8888 |8|8 |2 b3
o N|®|ojo|la|NMN| |~
bivaly nyirokcsomé | 1l/C 1 111
nyirokcsomé 214109 15
gimszarvas szervek In/c 1 1117
bél 1 1
juh bél I/S 2 1 3.3
i SEERENE
kecsk
oo szervek kS 1 1 °
I/C 1 1
muflon szervek 1/C 4 4 | 4
sertés szervek 1/C 1 111
) mc [ 21|13 ]2|2 1 11
bél
nv 1 1
- Wwc |3 (2111|7112 3|2 | 4 2 | 36
bélsar v 1 1
szarvasmarha /S 1 1 595
nyirokcsomé | II/C | 7 |21 |107|67 | 87 | 51|31 |48 |75 | 38 |532
nv 113 ] 6 10
szervek 1/C 1 2 3
. , nyirokcsomé | 1l/C 112110 5141130
vaddiszno szervek | IIIC 11 2 |32
vOros roka nyirokcsomé | |I/C 1 1| 1
osszesen: 13 | 28 (118| 83 |109| 76 | 43 | 64 | 83 |42 | 659

Az 542 mellékleletként kitenyésztett szarvasmarha eredetl torzs koézul 76 (14,02%) olyan
allatokbdl szarmazott, melyek nem reagaltak a tuberkulin bérprobaban, mig a fennmaradé
466 torzs (85,98%) a bérprébaban pozitiv vagy kétes reakciot add allatokbdl tenyészett ki.
Husmarhakbdl (Aberdeen Angus, Aubrac, Charolais, Limousin, Magyar szirke) 158,
tejelékbdl (Brown Swiss, Holstein-friz, Jersey) 416 torzset izolaltunk, melyek 184 kilénb6z6
allomanybdl szarmaztak. A ledfiatalabb gazda 2 hoénapos, a legidésebb 16 éves volt.
Az ismert eredetli torzsek 7,6%-at (44/577) bikakbdl, tébb mint 92%-at tehenekbdl izolaltuk.
Tobb esetben izolaltunk MAP térzseket egymassal rokon allatokbdl, mint pl.: anyabdl és
borjabdl, testvérborjakbdl, valamint kalféldrél (pl.: Németorszag, Dania, Szlovakia, Hollandia)
importalt allatokbdl.

A bivaly, a gimszarvas, a réka és a sertés eredetli térzsek Somogy megyébél szarmaztak.
A muflon térzsek Somogy megyében, karanténban mintazott Csehorszagbdl importalt

allatokbdl tenyésztek ki. A fertézott juhok Hajdu-Bihar és Jasz-Nagykun-Szolnok, mig a
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kecskék Hajdu-Bihar, Pest, Somogy és Veszprém megyeiek voltak. A vaddiszné mintak
zObme (22/31) Somogybol szarmazott, de Bacs-Kiskun, Baranya, Gydr-Moson-Sopron,
Hajdu-Bihar, Heves, Komarom-Esztergom, Tolna, Vas és Veszprém megye eredetl torzsek

is voltak.

A paratuberkuldzis célzott kimutatasara érkezett mintak kézil 41 bélsarminta, a 4 kecske
minta valamint a 3 juh bélminta esetén tobbféle kdzvetlen DNS kivonasi médszert kovetéen
is megkiséreltik a MAP kimutatasat specifikus PCR rendszerek segitségével (9. tablazat).

A ,gold standardnak” mindsul6, kontrollként végzett tenyésztéses vizsgalattal 19 toérzset
sikerult Kkitenyésztenunk. A tenyésztéses vizsgalatban negativ mintak minden esetben
negativ PCR eredményeket mutattak. A pozitiv mintak kézil 15-6t talaltunk pozitivnak a
direkt PCR vizsgalatokban.

A legtoébb pozitiv eredményt a Roche High Pure PCR Template Preparation v.16.0 kittel vagy
az ExtractMaster™ Fecal DNA Extraction kittel tortént DNS kivonast kévetéen végzett F57
specifikus PCR-ek adtak.

9. tablazat: MAP direkt kimutatasara iranyulé vizsgalatok eredményei

pozitiv mintak PCR eredményei (+/Z)

i 4t kontroll
vizsgal tenyésztés S K Q E R

mintaszam +E
(+/Z)  [1s900 F57 [Is900 F57 |1s900 F57 [1s900 F57 [1s900 F57
szarvasmarha bélsar 41 12141 o2 o012 | 212 312|212 412 |02 6112 | 5112 812
juh bél 3 3/3 13 13 | 13 13| 23 23 | 33 33 | 33 33
kecske béliszervek 4 4/4 14 204 | 14 2/4 | 204 34 | 44 44 | 44 44
bsszesen: 48 19/48 | 219 3/19 | 4119 6/19 | 6/19 9119 | 719 13/19 (12119 15/19

(roviditések: +: pozitiv, 2: dsszes, S: szonikalast kdvetd, K: kézi DNS kivonast kdvet6,
Q: QIAamp® DNA Mini kittel végzett DNS kivonast kdvetd, E: ExtractMaster™ Fecal DNA
Extraction kittel végzett DNS kivonast koévet6, R: Roche High Pure PCR Template
Preparation v.16.0 kittel végzett DNS kivonast kdvetd)

6.5. Egyéb, nem M. avium NTM-ok kimutatasa és azonositasa
A kozel 1000 M. avium torzs mellett 1419 egyéb, nem M. avium NTM-ot azonositottunk 2006

és 2015 kozott. Ezen torzsek tobb mint egy harmadat tejmintakbol tenyésztettuk ki. Tovabbi

vizsgalatokba 230 t6rzset vontunk be, melyek kdzil 38 volt tejeredetd.
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10. tablazat: 2006 és 2015 kozott azonositott egyéb, nem M. avium NTM torzsek

NINININMINDNIDNMNINIDNDN
allatfaj baktérium tipus 8l18/8|8|82|2|2|282/|1 z
O (N0l o= N WO
bivaly M. thermoresistible nyirokcsomé 1 1 1
. "M. sinense JDM601" szervek 2 2
damvad - . - 4
M. nonchromogenicum nyirokcsomo 2 2
fehér busa M. chelonae maj 1 1 1
M. arupense nyirokcsomé 1 1
M. fortuitum nyirokcsomé 1 1
M. intermedium nyirokcsomo 1 1
. M. nonchromogenicum nyirokcsomé 112 3
gimszarvas . - 16
M. palustre nyirokcsomo 1 1
M. parafortuitum nyirokcsomé 1 1
M. spp. #3, #4, #5, #7 nyirokcsomo 11211 1 5
M. vaccae nyirokcsomo, szervek 3 3
M. arupense homar ikra 2 2
haltap M. llatzerense artémia (sérak) 1 1 5
M. nonchromogenicum homar ikra 1 1
M. peregrinum zooplankton 1 1
human M. abscessus torzs 1 1 1
juh M. triviale lép 111 1
kaméleon M. abscessus térdizuleti punktatum | 1 1 1
krokodil M. ulcerans ecovar Liflandii maj 111 1
kutya M. fortuitum has(ri punktatum 1 1 1
62 M. fortuitum nyirokcsomo 1 1 2
M. kansasii nyirokcsomé 1 1
sertés "M. sinense JDM601" nyirokcsomé 2 2 2
"M. sinense JDM601" nyirokcsomé 11411 6
M. abscessus tej 2| 2
M. arupense nyirokcsomo 2131111 7
M. bourgelatii nyirokcsomé 111 2
M. europaeum nyirokcsomé 111 2
M. fortuitum nyirokc§omé 21 3
tej 1 1
M. intermedium nyirokcsomé 1134 5 13
M. intracellulare nyirokcsomé 1 2 3
M. kansasii nyirokcsomé 21341 10
M. malmoense nyirokcsomo 1 1
M. nebraskense nyirokcsomé 1 1
szarvasmarha - - 141
M. neoaurum nyirokcsomé 1 1
M. nonchromogenicum nyirokcsomoé 5[8[10]14 3 30
M. palustre nyirokcsomé 1 1
M. peregrinum nyirokcsomo 2 2
M. phlei nyirokcsomé 111 2
M. scrofulaceum nyirokcsomé 1 1
M. shimoidei nyirokcsomoé 21 3
M. smegmatis nyirokc_somc’) 1 1 1 3
tej 3/5[2|10{4[8]|2]|1]|35
M. sp. #4 nyirokcsomé 1 111 3
M. sp. F106258 nyirokcsomé 2 2
M. thermoresistible nyirokcsomo, bél+lép | 4 |1 |1 | 1 7
teve M. chitae nyirokcsomo 1 1 1
"M. sinense JDM601" nyirokcsomé 1 1
M. arosiense nyirokcsomé 1 1
M. bourgelatii nyirokcsomé 3 3
M. fortuitum nyirokcsomo, szervek| 1 | 2 | 5 1 9
M. gordonae nyirokcsomo 1 1
vaddiszné M. /:ntermedium ny?rokcsomé 1 1 51
M. intracellulare nyirokcsomo 3 3
M. nonchromogenicum nyirokcsomé 411112 |5 22
M. saskachewanense szervek 2 2
M. scrofulaceum nyirokcsomo 1 1
M. spp. #1, #2, #3, #6, #7, #8 nyirokcsomé 114 1 6
M. vaccae nyirokcsomo 1 1
voros roka M. thermoresistible nyirokcsomé 1 1 1
osszesen: 20|46 |70(23|37|9 |13|7 | 5 230
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A kilonboz6 allatfajokbol (mintakbol) faji szinten meghatarozott torzsek nevét, a minta

tipusat, és az izolalas évét a 10. tablazat tartalmazza.

A gimszarvas eredetl torzseket kettd (Tolna) kivételével Somogy megyebdl izolaltuk.
Vaddisznokbol az alfoldi megyék (Bacs-Kiskun, Békés, Csongrad, Jasz-Nagykun-Szolnok)
kivételével az egész orszag teruletérél szarmaztak a térzsek. A sertés eredetli torzsek egy
Baranya megyei allomanybdl szarmaztak. A 103 nem tej eredetli szarvasmarha térzset
Gyér-Moson-Sopron és Jasz-Nagykun-Szolnok megyék kivételével az orszag 65 kilonbozé
allomanyabdl tenyésztettik ki, vegyesen bikakbdl (12%) és tehenekbdl (88%), hus- (33%) és
tejtipusu (67%) allatokbdl. A szarvasmarha gazddk 92,3%-a reagalt a tuberkulin
bérprobaban, kérbonctani elvaltozast azonban csak 7,7%-ukban lattunk. A tejeredetii térzsek

8 megye 17 allomanyabdl szarmaztak.

A vizsgalt torzsek kozott M. nonchromogenicum volt a leggyakoribb (25,2%), melyet
16,5%-0s gyakorisaggal M. smegmatis kovetett. Bizonyos torzseket, mint a M. fortuitum,
M. intermedium és M. kansasii ismételten izolaltunk, mig pl. M. chitae-t, M. chelonae-t,
M. parafortuitum-ot és M. nebraskense-t csak egyedi esetekben talaltunk.

Mig egyes torzseket, mint a M. abscessus-t, a M. palustre-t, a M. peregrinum-ot vagy a
M. thermoresistible-t  kilénbdzé gazdafajokban is azonositottunk, M. smegmatis-t,
M. neoaurum-ot, M. shimoidei-t, M. europaeum-ot, M. nebraskense-t, M. malmoense-t és
M. phlei-t csak szarvasmarhaban, M. arosiense-t, M. saskatchewanense-t és M. gordonae-t

csak vaddisznodban, és M. parafortuitum-ot csak gimszarvasban talaltunk.

A nem tej eredetll szarvasmarha torzsek 97%-at (100/103) tudtuk azonositani, a fennmaradé
3 térzs (M. sp. #4) tuf, rpoB és 16S rDNS szekvencidk alapjan sem volt azonosithato.
Szekvenciajuk nem csak egymassal, de 2 gimszarvas eredetl térzzsel is megegyezett.

A vaddiszné izolatumok koézott 45 ismert torzset talaltunk (88,2%), a maradék 6 Uj
torzstipusokat képviselt (M. sp. #1, #2, #3, #6, #7, #8). A 16 gimszarvas izolatumot
5 kivételével (31,25%) azonositottuk, a nem azonosithatok 4 kulonb6zd toérzstipust
képviseltek (M. sp. #3,#4, #5, #7). Az ismert szekvenciak alapjan nem azonosithato Uj
torzstipusok tuf, rpoB és 16S rRNS gén szekvenciait KP840553-KP840591 azonositd
szamokkal elhelyeztik a GenBank gyijteményében. Sertésbdl, 6zbél, damvadbdl, vords
rékabdl, juhbdl, kutyabdl, tevébdl, kaméleonbdl, krokodilbdél és emberbdl csak korlatozott

szamu torzzsel rendelkeztiink, melyeket kivétel nélkil azonositani tudtunk.

51-



A kereskedelmi forgalomban kaphato kitek kézul az INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2 egy
50 torzsbn végzett tajékozodo vizsgalatban az izolatumok mindossze 10%-at tudta
azonositani, igy ezt a mdodszert tovabbi vizsgalatainkbdl kizartuk. A GenoType Mycobacteria
CM/AS kit tévesen M. gordonae-ként azonositotta a M. bourgelatii torzseket és a
M. intermedium tb6rzsek egy részét, a M. nonchromogenicum térzsek zomét mint
M. celatum-ot, két M. peregrinum-ot mint M. fortuitum1, 12 M. smegmatis-t mint
M. fortuitum2, és harom Uj térzstipust, mint M. szulgai, M. scrofulaceum és M. intracellulare.

Ezzel a kittel a pontos identifikalasok aranya 22,07%-nak bizonyult (34/154).

A vizsgalt térzsek zéme jol azonosithaté volt rpoB vagy tuf szekvenciajuk alapjan, mig a
16S rDNS szakaszok sok esetben nem bizonyultak megfelel6 felbontéképességiinek.

A M. ulcerans ecovar Liflandii térzs a M. ulcerans-hoz és M. marinum-hoz valé nagyfoku
szekvencia-hasonlosag miatt 16S rDNS, valamint részleges tuf és rpoB szekvenciak alapjan
nem volt azonosithato, igy irodalmi adatokra tdmaszkodva vizsgaltuk az 1S2404-es szakasz,

az esxA és esxB gének jelenlétét és a hsp65 gén részleges szekvencijjat is.

Az egyes baktériumfajok azonositasi lehetéségeit és a megfigyelt kérbonctani elvaltozasokat
a 11. tablazat tartalmazza. Pozitiv kérbonctani leletnek nem csupan a nyirokcsomoékban
megfigyelt gocos elvaltozasokat tekintettik, hanem a kdpet és punktatum pozitivitast, vagy

akar a krénikus tégygyulladast.

34 repreneztativ térzs és valogatott referens torzsek tuf génjének 548 bp hosszu szakaszat
felhasznalva filogenetikai fat készitettiink (18. abra). Az altalunk identifikalt térzsek referens
torzseik mellett jelentek meg. A nem azonosithatd térzsek kozll a #6-os és #7-es a M. terrae
komplexbe soroldédott, melyben a M. nonchromogenicumhoz alltak a legkozelebbi
rokonsagban. A #4-es toérzs a M. vanbaalenii, M. vaccae és M. gilvum csoporthoz allt kozel,
mig a #3-as térzs a M. nebraskense-hez, az #5-0s a M. colombiense-hez hasonlitott
leginkabb. A vaddisznokbdl izolalt #1-es, #2-es és #8-as torzsek rendre a
M. thermoresistible-vel, M. florentiummal és M. europaeummal alltak a legkdzelebbi
rokonsagban. Az elagazasok valosziniségét az 1000-es ismétlésben elvégzett ,bootstrap”

értékek mutatjak, melyek kdzul csak az 50 felettieket tlintettuk fel.

-50-



11. tablazat: Az egyes egyéb, nem M. avium NTM torzsek azonositasi lehetdségei és a

medfigyelt kérbonctani elvaltozasok gyakorisaga

(roviditések: nv: nem vizsgalt, +: helyes azonositas, (+): komplex szintl azonositas, -: nem

lehetséges az azonositas, !!l: téves azonositas, n: torzsek szama, *: tovabbi vizsgalatok

szukségesek az azonositashoz)

kérbonctani azonositasi lehetéségek
- elvaltozas
baktérium eléfordulasa |InnoLipa Ggr;nc;gge 16S rpoB tuf z
(+/Z, %)
M. abscessus 4/4 (100%) nv + + + + 4
M. arosiense 1/1 (100%) nv - + + + 1
M. arupense 0/10 (0%) nv - nv nv + 10
M. bourgelatii 3/5 (60%) nv m + - + 5
M. chelonae 1/1 (100%) nv + nv nv + 1
M. chitae 1/1 (100%) nv - nv nv + 1
M. europaeum 0/2 (0%) nv - nv nv + 2
M. fortuitum 7/16 (43,7%) (+) + + + + 16
M. gordonae 1/1 (100%) " + + nv + 1
M. intermedium 2/15 (13,3%) - " nv nv + 15
M. intracellulare 0/6 (0%) nv + nv nv + 6
M. kansasii 1/11 (9,1%) + + - + + 11
M. llatzerense - nv nv nv nv + 1
M. malmoense 0/1 (0%) nv + + nv + 1
M. nebraskense 0/1 (0%) nv nv + nv + 1
M. neoaurum 0/1 (0%) nv - nv nv + 1
M. nonchromogenicum 9/58 (15,5%) - m + + + 58
M. palustre 0/2 (0%) - (+) + + + 2
M. parafortuitum 0/1 (0%) nv nv + nv + 1
M. peregrinum 0/3 (0%) nv " + nv + 3
M. phlei 0/2 (0%) nv + + nv + 2
M. saskachewanense 1/2 (50%) nv nv + nv + 2
M. scrofulaceum 1/2 (50%) + + nv + + 2
M. shimoidei 0/3 (0%) - + nv + + 3
"M. sinense JDM601" 2/11 (18,1%) - - + - + 11
M. smegmatis 36/38 (94,7%) nv m + + + 38
M. thermoresistible 3/9 (33,3%) nv - + + + 9
M. triviale 1/1 (100%) nv nv nv + nv 1
M. ulcerans ecovar Liflandii 1/1 (100%) nv nv - - ol 1
M. vaccae 2/4 (50%) nv - + nv + 4
M. sp. #1 0/1 (0%) - m KP840559 - KP840560 1
M. sp. #2 1/1 (100%) - - KP840561 | KP840562 | KP840563 1
KP840564 KP840566
M. sp. #3 0/2 (0%) - - KPs40567 | KP840565 |\ basnses | 2
KP840569 KP840571
KP840572 | KP840570 | KP840573
M. sp. #4 175 (20%) - - KP840574 | KP840575 | KP840576 | °
KP840577 KP840578
M. sp. #5 0/1 (0%) - n KP840579 | KP840580 | KP840581 1
M. sp. #6 0/1 (0%) - - KP840582 | KP840583 | KP840584 1
KP840586 | KP840587
M. sp. #7 1/2 (50%) - - KP840585 KP840588 | KP840589 2
M. sp. #8 0/1 (0%) - n KP840590 | KP840591 | KP840553 1
KP840554 + KP840555
M. sp. Fl06258 072 (0%) - - KP840556 | KP840557 | KP840558 | >
osszesen: | 230
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Corynebacterium glutamicum

18. abra: 34 reprezentativ nem M. avium NTM térzs filogenetikai faja
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6.6. Vegyes fert6zések

A torzsek mélyebb vizsgalatdahoz (szekvanalas, genotipizalas) szilard taptalaj fellletén
névesztett szintenyészetek Iétrehozasara volt szikség. Vizsgalataink megkezdése el6tt nem
tudtuk szilard taptalajon tenyészteni a juh tipusu MAP és a MAS torzseket. A MAS torzseket
el6szor sajat fejlesztésii (2MA), majd 7H11 taptalajon sikertilt kitenyészteni, mig a juh tipusu
MAP toérzseknél a 7H11 mellett a J agart talaltuk megfelelének. Vegyes fertézések esetén
tovabbi specialis taptalajok és szelektiv tenyésztési korilmények sziikségesek a kilénféle
torzsek szétvalasztasahoz.

Sikerrel izolaltunk MAP-t M. bovis subsp. caprae mellél toluidinkékes Herrold’s agar
segitségével, valamint MAH, MAS és egyéb nem M. avium NTM-ok, mint M. fortuitum mellél.
Kialénb6z6 M. avium alfajok és mas NTM-ok vegyes fertbzése esetén
(pl. M. intracellulare-MAH) az eltérd telepmorfolégiai sajatsagokat hasznaltuk ki. M. bovis
subsp. caprae és MAS, vagy MAA vegyes fert6zésnél a magasabb (45 °C), mig egyéb nem
M. avium NTM-okkal vegyes fert6zés esetén az alacsonyabb (25 °C) tenyésztési

hémérséklet szelektiv hatasat alkalmaztuk.

6.7. M. avium alfajok genotipizalasa

Az LSP*17 szekvencia polimorfizmus vizsgalatat mind a 962 M. avium térzsén elvégeztiik.
A vizsgalt szekvencia minden MAA és MAS torzsbdl hianyzott, mig minden MAP térzsben
jelen volt. A 94 MAH t6rzsbdl 64-ben (67,1%) tudtuk kimutatni, mig 31-ben (32,9%) nem.
MIRU-VNTR analizisbe a 3 referens torzs mellett 795 torzset vontunk be, 135 MAA-ot,
62 MAS-ot, 84 MAH-t és 514 MAP-t.

Huszonharom MAP t6rzs esetén egyes I6kuszokon egyszerre tébb TR parhuzamos jelenlétét
tapasztaltuk, melyeket kizartuk a tovabbi vizsgalatokbdl, igy 772 esetben tudtunk teljes profilt
képezni (135 MAA, 62 MAS, 84 MAH, 491 MAP). Az egyes lokuszokon medfigyelt TR-ek
szamat és az allélvaltozatossagot a 12. tablazat tartalmazza.

MAA és MAH térzseknél a MIRU3, MAP térzseknél a MIRU2, mig MAS toérzseknél a MIRU4
allél bizonyult a legvaltozékonyabbnak. MAP térzseknél a MIRU4, MAA térzseknél a MIRU1
és VNTR25, mig MAS torzseknél a MIRU1, MIRU2, VNTR25, VNTR32 és MATR9

l6kuszoknal csak egyféle TR fordult el6.
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12. tablazat: A M. avium alfajok egyes I6kuszain megfigyelt tandem ismétiédések

Tandem ismétlédések allél-
I6kusz a vizsgalt térzsek szamaval valtozatossag
01 2 3 45 6 7 8 9 10 1 (h)

MAA 92 0,000

MAS 27 0,000

MIRU1 MAH 42 22 11 0,587
MAP 20 175 0,185

z 181 197 11 0,528

MIRU2 MAA 90 2 0,043
MAS 27 0,000

MAH 13 1 50 10 1 0,514

MAP 7 92 95 1 0,542

z 13 1 174 104 96 1 0,668

MIRU3 MAA 2 6 3 31 22 28 0,739
MAS 1 25 1 0,041

MAH 18 1 9 16 12 19 0,803

MAP 1 191 3 0,145

z 21 8 203 50 59 48 0,671

MIRU4 MAA 16 73 3 0,343
MAS 1 25 1 0,145

MAH 16 57 2 0,381

MAP 195 0,000

z 195 33 155 4 2 0,584

VNTR25 MAA 92 0,000
MAS 27 0,000

MAH 43 23 9 0,570

MAP 188 7 0,070

z 11943211 9 7 0,601

VNTR32 MAA 91 1 0,022
MAS 27 0,000

MAH 2 69 4 0,152

MAP 2 193 0,020

z 4 118263 4 0,452
VNTR259 MAA 6 85 1 0,144
MAS 1 26 0,074

MAH 41 29 5 0,555

MAP 4 191 0,040

z 51 306 32 0,358

MATR9 MAA 6 86 0,123
MAS 27 0,000

MAH 8 57 10 0,399

MAP 18 177 0,168

z 59 320 10 0,300

A 772 tOorzs kozott 85 kulonbozé genotipust mutattunk ki. A kulonb6zé genotipusok nem
voltak gazdafaj specifikusak, eléfordulasuk fliggetlen volt a gazdaallatok koratdl és nemétd,
és az egyes években vald el6fordulasuk sem kulonbdzott. A 68-as és 70-es genotipusok
kivételével, melyeket a Duna-Tisza kOzének északi részén illetve az orszag észak-keleti
csucskében talaltunk meg, a kulénb6zé genotipusok eléfordulasa nem mutatott terlleti

kuldnbségeket.
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Ugyanakkor az egyes genotipusok alfajspecifikusak voltak. MAA toérzsek kézott 17, MAH
torzsek kozott 43, MAS torzsek kdzott 6, MAP torzsek kdzott pedig 19 kilénbdzé genotipust
azonositottunk.

Az egyes genotipusokat a 13. tablazat tartalmazza, a kdztik lévé genetikai rokonsagot pedig
a 19. abra mutatja.

MAA alfajndl a genotipusok tyukban voltak a legvaltozatosabbak, mig MAH-nal
vaddisznoban. A MAP alfajon belll két dominans genotipust talaltunk, a 77-est és a 84-est.
Néhany halmozodastdl eltekintve az egyes gentipusok hazi és vadon él6 allatokban kézel
azonos aranyban fordultak eld.

Bizonyos farmokon ugyanazt a genotipust egymastdl idében tavoli kitéréseknél is
azonositottuk. Az egyes kitoréseknél a MAA torzsek mindig azonos, mig a MAH torzsek
mindig eltéré genotipusuak voltak. A szarvasmarha eredetii MAP térzsek (455 db) 150
kllonb6zd allomanybdl szarmaztak, melyek kdzul 75-bdl tobb torzzsel is rendelkeztlink. Ezek
kozul 40-ben tobbféle genotipus parhuzamos jelenlétét talaltuk, gyakran egy allatban valé
vegyes fert6zést is medfigyeltink. Hat allomanyban talaltunk rokonsagi kapcsolatokat
MAP-fert6zott allatok kozott. A 14 allatbol 10 esetben a rokonok azonos genotipust
hordoztak.

Vadallatokban és szarvasmarhakban a 2 f6 MAP genotipus el6fordulasi aranya megegyezett
altalanos el6fordulasi  aranyukkal, azonban a kulénb6z6 hasznositasi iranyu
szarvasmarhakat elkulonitve vizsgalva a hushasznu allatokban a 84-est, mig tejhasznuaknal
inkabb a 77-est talaltuk dominansnak. Az 6si magyar fajtaknal (magyar szlirke, magyartarka)
egyértelmiien a 84-es genotipus javara billent a mérleg. A fbleg Daniabdl, és
Németorszagbdl importalt tejhasznu Jersey, Brown Swiss és kanadai és USA importbdl
szarmazo Holstein-friz allatok szinte kizardlag a 77-es, mig a Szlovakiabdl és
Franciaorszabdl importalt hushasznu (Aubrac, Limousine, Charolais) allatok egytél-egyig a
84-es genotipust hordoztak.

A genotipusok evolucios rokonsagat abrazold filogenetikai fan a MAH, MAA, MAS és MAP
torzsek kulonallé csoportokba rendezddtek. A MAH torzsek 3 nagy alcsoportot alkottak, mig
a MAA torzsek egy nagy és két kisebb alcsoport mellett 6nallé genotipusokat is tartalmaztak,
mint pl. a 12-es, mely a tipustdrzset is magaba foglalta. A MAS tdrzsek egy kivételével egy
nagyobb alcsoportba rendezédtek. A MAP torzsek kozott az I-es tipusuak kuldén alcsoportot
alkottak, mig a ll-es tipusuak kozott 4 kdzepes alcsoportot és 3 fuggetlen genotipust
talaltunk.

A DI, mely a vizsgalomodszer diszkriminacidés erejét mutatja, a négy alfajt egyuttesen
tekintve 0,9175, mig az egyes alfajokat kilén-kilén vizsgalva MAA-nal 0,8679-nek, MAH-nal
0,9762-nek, MAS-nal 0,3419-nek, MAP-nal pedig 0,7159-nek bizonyult. A DI madarak kézott
0,967, haziallatoknal 0,8583, mig vadallatok esetén 0,9601 volt.
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13. tablazat: Az egyes M. avium genotipusok (GT) gazdafajai és izolalasuk éve
N N N N N N N N N
baktérium GT |MIRU-VNTR profil allatfaj g8/18|8|8|28|23|283|8|%
(<] ~ -] o o - N w £
MAS 1 [1-5-0-5-1-8-3-1 vaddiszno 1 111
2 [1-5-9-3-1-8-3-1 lvaddiszno 1 111
3 [1-5-9-5-1-8-2-1 \vaddiszno 111 1
4 |1-5-9-5-1-8-3-1 borz 111
gimszarvas 1 (1 [1[1]3[1]1]9
szarvasmarha 113[1]5]|56
lvaddiszno 2 2,19(8|16] 2 |39
voros roka 2 2
5 [1-5-9-7-1-8-3-1 lvaddiszno 2 2| 2
6 [1-5-11-5-1-8-3-1 gimszarvas 1 111
MAS 6sszesen: 62
MAA 7 |1-5-0-3-1-8-2-2 sertés 1 1
—— 2
lvaddiszno 1 1
8 |[1-5-3-5-1-8-2-1 barat réce 1 1
flttyds réce 1 1
szarvasmarha 2 2 8
tékés réce 1 1
tragopan 1 1
lvaddiszno 1 1 2
9 [1-5-5-5-1-8-2-2 sertés 2 4 6| 6
10 |1-5-7-3-1-8-2-2 lpulyka 1 1
lszalagos varanusz 1 1 5
szarvasmarha 1 1
lvaddiszno 1 1 2
11 |1-5-7-5-1-8-1-2 hazigalamb 1 1
szarvasmarha 1 1 3
turdké 1 1
12 |1-5-7-5-1-8-2-2 erdei fiilesbagoly 1 1
gimszarvas 1 1
sertés 94|81 1123 44
szarvasmarha 5 1 2 |1 9
lvaddiszno 1 2|6 9
\voros roka 1 1
13 |1-5-9-3-1-8-2-2 sertés 1 1
tyuk 2 2| 6
lvaddiszno 1 2 3
14 |1-5-9-5-1-8-2-2 kacsa 1 1
\voros roka 1 2 1 4
sertés 4 11523
tyuk 1 1
lvaddiszno 111126 [1]1]12
15 [1-5-9-5-1-8-3-2 \vaddiszno 1 111
16 |1-5-9-7-1-8-2-2 lvaddiszno 1 111
17 |1-5-11-3-1-8-2-2 sertés 111 113 6
\vaddiszné 1 2 3
18 |1-5-11-5-1-8-1-2 sertés 1 1 3
lvaddiszno 1 1 2
19 |1-5-11-5-1-8-2-2 gimszarvas 1 1
sertés 2 1 3
szarvasmarha 1 1 22
tyuk 2 1 3
lvaddiszné 113 11214 11
\voros roka 111 1 3
20 [1-5-11-5-1-9-2-2 \vaddiszno 1 111
21 (1-5-11-7-1-8-2-2 sertés 1 1 2
tyuk 1 1
22 [1-7-5-5-1-8-2-2 lvaddiszno 1 111
23 [1-7-9-5-1-8-2-2 lvaddiszno 1 1 1
MAA Osszesen: 135
MAH 24 |1-1-7-5-3-9-1-5 lszarvasmarha 1 101
25 |1-1-7-56-3-9-3-5 lszarvasmarha 1 101
26 [1-5-0-3-4-9-2-2 lszarvasmarha 2 2|2
27 [1-5-0-5-2-9-2-2 lszarvasmarha 1 1 1
28 [1-5-5-3-2-9-1-2 sertés 1 111
29 |1-5-5-3-2-9-2-2 gimszarvas 1 101
30 [1-5-5-5-2-9-1-2 gimszarvas 1 1
3
szarvasmarha 1 112
31 |1-5-5-5-2-9-2-2 szarvasmarha 1 1 2 4
lvaddiszno 111 2
32 |1-5-7-5-2-9-1-2 gimszarvas 2 2
sertés 1 1] 4
lszarvasmarha 1 1



33 [1-5-7-5-3-9-1-5 sertés 1 111
34 |1-5-9-3-2-9-2-2 pava 1 1 2
turaké 1 1
35 |1-5-9-3-4-9-1-1 sertés 1 111
36 |1-5-9-5-2-9-1-2 gimszarvas 2
szarvasmarha 1 1 1 3|6
\vaddiszno 1 1
37 [1-5-11-5-2-10-1-2  \vaddiszno 1 111
38 [1-5-11-5-2-6-1-2 szarvasmarha 1 2| 2
39 [1-5-11-5-2-9-1-2 \vaddiszné 1 1
40 |1-5-11-5-3-9-1-2 szarvasmarha 1 1 1
41 1-5-11-9-2-10-1-2  [sertés 1 1
2
szarvasmarha 1 1
42 (1-7-0-5-2-9-2-2 gimszarvas 1 1 2
szarvasmarha 1 1
43 |1-7-7-5-2-9-2-2 gimszarvas 2
—— 3
lvaddiszné 1 1
44 |1-7-7-5-2-9-2-5 sertés 1 111
45 (1-7-7-5-2-9-3-5 gimszarvas 111
szarvasmarha 11113
lvaddiszno 1 1
46 [1-7-7-5-3-9-2-2 gimszarvas 1 1
47 1-7-7-5-3-9-2-5 szarvasmarha 1 1 2| 2
48 |1-9-9-5-3-9-3-5 lsertés 1 111
49 [3-1-0-3-4-9-2-1 lsertés 1 111
50 [3-1-3-5-3-9-2-2 lszarvasmarha 1 1 1
51 [3-1-9-3-4-9-2-1 sertés 2 2| 2
52 [3-1-9-5-2-9-1-2 lvaddiszno 1 111
53 3-1-11-5-3-9-1-2 gimszarvas 1 1
sertés 1 1 3|7
lszarvasmarha 1 1 1]3
54 [3-3-11-3-4-9-12 _[szarvasmarha 1 11
55 [3-5-0-3-3-9-1-1 lszarvasmarha 1]2 33
56 [3-5-0-3-4-9-1-1 Imuflon 1 111
57 [3-5-0-3-4-9-1-2 lszarvasmarha 1 2| 2
58 [3-5-0-5-2-9-2-2 lszarvasmarha 1 101
59 [3-5-0-5-3-9-1-2 szarvasmarha 111 1
60 [3-5-9-3-3-9-2-1 \vaddiszndé 1 111
61 [3-5-11-3-4-9-1-2 \vaddisznoé 1 111
62 [5-5-0-5-2-9-2-2 gimszarvas 111 2
szarvasmarha 1 2|5
\vaddiszné 1] 1
63 [5-5-7-5-2-9-2-2 szarvasmarha 1 2 | 2
64 [5-5-9-5-3-10-1-2 szarvasmarha 3133
65 [5-5-11-5-2-9-2-2 gimszarvas 1 1
2
kutya 1 1
66 [5-5-11-5-3-9-1-2 sertés 111
MAH 6sszesen: 84
MAP 67 |1-5-5-1-3-9-2-2 lszarvasmarha 1 101
68 [1-7-5-1-3-9-2-2 lszarvasmarha 112122 717
69 |1-7-5-1-5-9-2-2 szarvasmarha 3|3
70 |1-9-5-1-3-9-2-2 szarvasmarha 41716 113 25
—— 26
lvaddiszné 1 1
71 [3-5-5-1-3-9-2-1 szarvasmarha 2 2| 2
72 [3-5-5-1-3-9-2-2 szarvasmarha 1 1 2 | 2
73 [3-5-5-1-5-6-2-2 kecske 1 1 1
74 [3-5-7-1-5-9-2-2 muflon 4 4 | 4
75 [3-7-3-1-3-9-2-2 szarvasmarha 1 1 1
76 [3-7-5-1-3-9-2-1 szarvasmarha 4 1 3]|12]|8]|1 1 21| 21
77 [3-7-5-1-3-9-2-2 bivaly 1 1
gimszarvas 31419 16
sertés 1 1 (242
lszarvasmarha 46 |31[38[26|14 (32| 6 |206
lvaddiszné 1]2]9]1]3]2]18
78 [3-7-5-1-5-9-2-1 lszarvasmarha 1 101
79 [3-7-5-1-5-9-2-2 lszarvasmarha 4 1 1 707
80 [3-7-7-1-3-9-2-2 szarvasmarha 2 2 4 | 4
81 [3-9-5-1-3-6-1-1 juh 1 111
82 [3-9-5-1-3-9-1-1 juh 1 1 3
kecske 1 1 2
83 [3-9-5-1-3-9-2-1 szarvasmarha 3|1 2 |1 9|9
84 [3-9-5-1-3-9-2-2 szarvasmarha 3016 (35|12 |13 | 11| 11 (142
lvaddiszno 216|122 [12]155
\vOros roka 1 1
85 [3-11-5-1-3-9-2-2 szarvasmarha 1 1 1
MAP 6sszesen: 491
osszesen: 772
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19. abra: M. avium genotipusok filogenetikai faja
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6.8. Torzsgyiijtemény

A 2006 és 2015 kozott izolalt térzsekb6l HUN_MYCO_COLLECTION_2006-2015 néven
torzsgylijteményt hoztunk létre (M8. melléklet). A gyljtemény egyik részét (A) a
szarvasmarha tejminta eredet(i pontosan azonositott 38 t6rzs alkotja. Az egyes térzsek
iktatdszama, mintasorszama és a torzs 6rzésének helye mellett feltlintettik a szarmazasi
allomanyt, a szarmazasi helyet és megyét, a gazdaallatok jelzését (altalaban a krotaliaszam
néhany szamjegye a beteg tégynegyed jelzésével pl.. BE — bal elsd, JH — jobb hatso),
valamint az azonositashoz elvégzett vizsgalatokat és azok eredményeit. A gyljtemény masik
részében (B) a nem tej eredetll torzseket (2417 db: 541 MTC tag, 972 MA, 904 allati vagy
kornyezeti eredetli NTM), a referens torzseket (3 db), a kdrvizsgalati mintakbdl szarmazé
torzseket (13 db), és az emberi eredetli térzseket (10 db) tlntettik fel. A szarmazasi
allomany és a gazdaallatok adatai (kor, szlletési év, fajta, nem, hasznositasi irany) mellett a
minta tipusat (nyirokcsomo, bél, bélsar, stb.), laboratériumba érkezésének datumat, a
vizsgalat céljat (pozitiv vagy kétes tuberkulin bérpréba vagy jellegzetes elvaltozasok jelenléte
esetén: diagnosztikai, elvaltozasok és tuberkulin bérpréba pozitivitas hidanyaban felmérd
mintdknal: monitoring), valamint a korbonctani és szQvettani vizsgalatok eredményeit is
feltGntettlk. A torzsek 6rzésének helye és az azonositasukhoz elvégzett probak eredményei
mellett az egyes térzsek esetén a jelen munka keretében elvégzett tipizalasok eredményeit

is rogzitettuk.
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7. Megbeszélés

~,Csak az az igazi tudomany, amely vilagra szdl; s ezért ha

igazi tudésok és — amint kell — j6 magyarok akarunk lenni,

ugy a tudomany zaszlajat olyan magasra kell emelnink, hogy azt
hatarainkon tul is meglassak, és megadhassak neki az ill§ tiszteletet.”

Eo6tvos Loérand

A szarvasmarhakban szinte vilagszerte nagy szammal el6forduld tuberkulin b&rpréba
pozitivitas jelzi, hogy a vizsgalt NTM-ok képesek athangolni a gazdaszervezetet, ezaltal
megnehezitve a gumokoér in vivo diagnosztikajat. Bar a hazai szarvasmarha-allomanyok
gumékdérmentességét 2014 februarjaban elismerte az Eurdpai Unid, a vadallatok az
endémias terlleteken tovabbra is fenntartjak és terjesztik a M. caprae-t (Machackova és
mtsai.,, 2003). A vadallomany fert6zésfenntartd6 szerepe a NTM-ok esetén is
kihangsulyozandé (Stevenson és mtsai., 2009). Mivel a NTM-ok zOme bizonyitottan
rendelkezik zoonotikus potencidllal, igy a fert6z6tt allatok veszélyt jelenthetnek a
gondozdkra, az allatorvosokra, a vadaszokra, valamint a vagéhidi és husizemi dolgozdkra
(Biet és mtsai., 2005). A kutyaban talalt generalizalt fert6zés jelentéségét fokozza, hogy ezen
allatok tarsallatként az ember kdzvetlen kdzelségében élnek, mely gyerekek, idéskoruak,
valamint immunhianyos koérképekben szenveddk esetén kulénds kockazatot jelent (Henkle
és Winthrop, 2015).

Vizsgalataink egyik f6 célja a nem M. avium NTM-ok molekularis modszerekkel torténd
azonositasa és elterjedtségliknek, valtozatossaguknak felmérése volt. Az eredmények
ismertetésének sorrendjétdl eltérve, a diszkussziét ezen, eddig kevesebb figyelmet kapott,
de novekvd kozegészségugyi jelentdséginek latszé csoporttal lattam célszerlinek kezdeni.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a hazai hazi és vadon él6 allatok kdrében a nem M. avium
NTM-ok nagy szamban fordulnak eld, melyek klinikai jelentéségének megitélése csak pontos
azonositasukat kovetden lehetséges. Az 0Osszes Mycobacterium fajt o6nallban a 4.6.
alfejezetben felsorolt génekre tervezett PCR rendszerek egyike sem képes azonositani, igy
egyes szerz6k tobb génen alapuldé kombinalt szekvencia analizist javasolnak (Adékambi és
Drancourt, 2004, Devulder és mtsai., 2005, Gomila és mtsai., 2007). Az allategészségugyi
mintakbdl szarmazé nem M. avium NTM-ok sokfélesége ellenére, korabbi leirasokhoz
hasonlé j6 felbontéképességet tapasztaltunk a tuf (Mignard és Flandrois, 2007) és az rpoB
gének esetén (Higgins és mtsai., 2011), igy e térzsek azonositasara mindkét gén részleges
szekvenciai kilon-kildén is megfeleléek lehetnek, amennyiben a referencia szekvenciak

elérhet6ek.
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A kereskedelmi forgalomban kaphato kitek &altalaban csupan a torzsek egy szik korét
képesek azonositani. Ezen torzsek leginkabb human egészségugyi jelentéséggel birnak,
mely természetszeriileg nem vag egybe az allategészséglgy terlletén fontosnak itélt
fajokkal. Az egyedinek vélt jelzett DNS szakaszok hasznalata ellenére e rendszerek
specificitdsa nem kielégité, amit jol mutat a GenoType Mycobacteria CM/AS kit hasznalata
soran talalt téves azonositasok nagy szama, hasonléan masok korabbi eredményeihez
(Padilla és mtsai., 2004, Tortoli és mtsai., 2003, 2010, van Ingen és mtsai., 2009a, 2010). A
kitek identifikald képessége az altalunk vizsgalt allategészségugyi mintakollekcion joval
gyengébbnek bizonyult (INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2: 10%, GenoType Mycobacterium
CM/AS: 22%), mint azt korabban van Ingen és mtsai. (2010) emberi eredetl térzseknél
leirtak (INNO-LiIPA MYCOBACTERIA v2: 36%, GenoType Mycobacterium CM/AS: 53%).

Vizsgalataink soran 31 korabban leirt nem M. avium NTM-ot azonositottunk, melyek
kornyezeti el6fordulasardl, patogenitasardl és zoonotikus képességérél mar rendelkeztiink

bizonyos informaciokkal (Kazda és mtsai., 2009).

A M. abscessus-t 1953-ban irtak le (Moore és Frerichs, 1953) egy talyogképzédéssel jaro
térdelvaltozassal kapcsolatban emberben. Jelenlétét igazoltak vizben (Thomson és mtsai.,
2013), és szamos halfajban is megtalaltak (Gomez és mtsai., 1993). Vizsgalataink soran egy
human minta mellett kaméleon térdizlileti punktatumabdl és tejmintakbdl izolaltuk.
Ismereteink szerint M. abscessus-t t6gygyulladasos tehenek tejébdl eddig nem mutattak ki,
azonban tébbszor leirtak human emlégyulladasok kérokozojaként (Pasticci és mtsai., 2009),
ami e torzs zoonotikus képességét hangsulyozza.

A M. arosiense-t, melyet 2008-ban egy immunhianyos gyermek osteomyelitises
elvaltozasabdl irtak le (Bang és mtsai., 2008), mi vaddiszndban talaltuk meg. A nemzetkozi
szakirodalomban nem talaltunk adatot allati eredeti torzs izolalasarol.

A M. arupense-t szintén a 2000-es években irtak csak le (Cloud és mtsai., 2006).
Mindamellett, hogy human megbetegedések koroktanaban gyakran talalkozhatunk vele,
kimutattak mar apré szarazfoldi emlésdkben és kdrnyezeti mintdkban egyarant (Slany és
mtsai., 2010). Jelen vizsgalatokban fagyasztott haleleség mellett gimszarvasban és
7 esetben szarvasmarhakban (6 Holstein-friz, 1 Limousine) talaltuk meg, melyek
1 kivételével reagaltak a tuberkulin bérprobaban. Mivel a reaktiv szarvasmarhakban sem
gumoékorra gyanut keltd korbonctani elvaltozast, sem pedig a szarvasmarha-guma&kor
kérokozéit nem sikerdlt kimutatni, feltételezheté, hogy az immunoldgiai athangolédasért a
kitenyésztett M. arupense torzsek voltak felelések. A fagyasztott haleleségben valo jelenléte

megegyezik Zhang D.F. és mtsai. (2015) eredményeivel. A mycobacteriumokkal fert6zott élé

-63-



(Nenoff és Uhlemann, 2006) vagy fagyasztott (Eszterbauer és mtsai., 2012) haleleség
etetése altal jelentett kockazat jol ismert.

Az eddig emlitett torzsekkel ellentétben a M. bourgelati-t 2013-as leirasa Ota
(Guérin-Faublée és mtsai.,, 2013) emberi megbetegedésekkel ezidaig nem hoztak
Osszefluggésbe. Amellett, hogy szarvasmarha nyirokcsomékban megtalaltuk, vaddisznokbdl
is kitenyésztettik. Fontos megemliteni, hogy a gazdaallatoknal 5-bdl 3 esetben (60%)
gumd&kadrra gyanut keltd korbonctani elvaltozasokat lattunk, igy feltételezhetd, hogy e torzs
eml&sokben nagyfoku patogenitassal rendelkezik.

A M. chelonae fehér busa majabdl valo izolalasa megegyezik korabbi ismereteinkkel, hiszen
e faj a M. fortuitum és M. marinum mellett a halak és mas valtozo testhémérsékletl fajok
1900-as évek eleje ota ismert korokozodja (Bercovier és Vincent, 2001). Mindemellett
azonban human megbetegedésekbdl (Al-Mussawi, 2014) és kilonb6zé melegvéri allatokbal
is izolaltak mar (Cvetni¢ és mtsai., 2007).

A M. chitae-t talajbdl izolaltak, és Tsukamura (1967) mint nem patogén, gyorsan név6, nem
pigmenttermel6 fajt irta le. Munkank soran a vizsgalt teve all alatti nyirokcsomoiban
gumd&kdrra gyanut kelté elvaltozasokat lattunk, mely, az irodalmi adatokkal ellentétben, az
izolalt torzs korokozé voltara utal.

Az elsbé M. europaeum tdrzseket 1995 és 2009 kozott Eurdpa kiildnb6zb orszagaiban human
elvaltozasokbdl tenyésztették ki (Tortoli és mtsai.,, 2011). Vizsgalataink soran tuberkulin
bérprobaban reagalé hushasznu szarvasmarhak kértani elvaltozast nem mutatéd
nyirokcsomaoibdl izolaltuk.

A M. fortuitum egyike a legrégebb 6ta ismert Mycobacterium fajoknak, melyet emberi
megbetegedésekbdl, allati és kornyezeti mintak széles korébdl izolaltak mar (Bercovier és
Vincent, 2001). Sajat vizsgalatainkban vadallatok kézoétt M. fortuitum volt a masodik
leggyakrabban izolalt faj, mig szarvasmarhakban csupan négy toérzset talaltunk. A megfigyelt
magas el6fordulasi arany meger6siti széles korl elterjedtségét. Sajat eredményinkhdz
hasonléan korabban Higgins és mtsai. (2011) szamoltak be kutyaban valé el6fordulasardl.
Ugyanakkor e faj régota ismert tégygyulladas koérokozd (Richardson, 1970), melyet sajat
eredmeényeink szintén megerdsitenek.

A M. gordonae-t leginkabb kornyezeti, apatogén baktériumnak tartjak, habar talalkozunk
human, féleg léguti korképekben valo jelenlétével is (Mazumder és mtsai.,, 2010).
Vaddiszndban valo eléfordulasa megegyezik Machackova és mtsai. (2003) eredményeivel.

A M. intermedium-ot human kopetbél 1993-ban irtak le (Meier és mtsai., 1993). Beszamoltak

el6fordulasarol vaddiszndban (http://ec.europa.eu/food/animals/docs/reg-com ahw

20140506 pres 2013 eradication programme for bovine tuberculosis croatia.pdf) és

szarvasmarhaban is (Gcebe és mtsai., 2013, Thacker és mtsai., 2013). Az altalunk izolalt

szarvasmarha eredetli torzsek kozul 7 hus- (Aberdeen Angus, Limousine) és 6 tejhasznu
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(Holstein-friz) allatokbol szarmazott. Mind a 13 allat pozitivan reagalt a tuberkulin
bérprobaban, egy 2008-as szilletési 2 éves koraban levagott Aberdeen Angus Uisz6 esetén
pedig mind korbonctani, mind korszOvettani vizsgalattal gumodkorra gyanut keltd
elvaltozasokat talaltunk. Mivel egyik allatbdl sem izolaltuk a szarvasmarha-guma&kor
korokozéit, feltételezéslink szerint mind a koértani elvaltozasért, mind pedig a pozitiv
tuberkulin reakcioért a M. intermedium torzsek voltak felelések.

A M. intracellulare-t szinte minden koérnyezeti élettérbdl izolaltak mar (Kazda és mtsai.,
2009). Amellett, hogy human megbetegedések okozéja lehet (Koh és mitsai.,, 2012),
vaddisznoban is kimutattak (Machackova és mitsai.,, 2003), ami egybevag sajat
eredményeinkkel. A nemzetkdzi szakirodalomban szarvasmarhaban valé el6fordulasaval
eddig nem talalkoztunk. Szarvasmarha eredetli torzseinket tejhasznu allatokbdl izolaltuk,
melyek kozul kettd reagalt a tuberkulin bérprébaban.

A M. kansasii-t az 1950-es években human léguti fert6zésbdl izolaltak (Kazda és mtsai.,
2009), azonban allatpatogenitasa is jol ismert (Rastogi és mtsai., 2001). Higgins és mtsai.
(2011) eredményeihez hasonléan mi is azonositottunk M. kansasii-t 6zbél, bar M. kansasii
torzseink 91%-a (10/11) szarvasmarhabdl szarmazott. E térzsek 80%-a tuberkulin pozitiv
allatokbdl tenyészett ki, ami nem meglepd, hisz korabbi vizsgalatokban tobb szerzd igazolta
mar, hogy a M. kansasii és a M. bovis fehérjéi keresztreagalnak a szeroldgiai alapu
tesztekben (Waters és mtsai., 2006, Vordermeier és mtsai., 2007).

A M. llatzerense-t vizmintakban azonositottak (Gomila és mtsai., 2008), és azéta csak
human esetekbdl izolaltak (Teixeira és mtsai., 2013, Cardenas és mtsai., 2014). Els6ként
szamoltunk be haleleségben valé el6fordulasarol.

1977-es leirasa o6ta a M. malmoense egyike a legjelentésebb human léguti patogén
Mycobacteriumoknak (Hoefsloot és mtsai., 2009). A térzs szarvasmarha nyirokcsomoébdl
vald izolalasa megegyezik Hughes és mtsai. (2005) eredményeivel.

A M. nebraskense-t 2004-ben szintén human esetekbdl irtak le (Mohamed és mtsai., 2004).
A kornyezetben valo el6fordulasan kivil (Slany és mtsai., 2010) allati mintakbdl ezidaig csak
szarvasfélékbdl izolaltdk (Thacker és mtsai., 2013). Az altalunk izolalt térzs egy tuberkulin
probaban reagald Holstein-friz isz6bél szarmazott.

A M. neoaurum-ot sajat eredményunkhoz hasonldéan szintén kimutattak mar
szarvasmarhakbol (Thacker és mtsai., 2013, Katale és mtsai., 2014, Padya és mtsai., 2015),
habar human egészségugyi kortani szerepének nagyobb jelentéséget tulajdonitanak
(Davison és mtsai., 1988).

Vizsgalataink soran M. nonchromogenicum-ot izolaltunk leggyakrabban, 36,48%-0s
eléfordulassal vadallatok és 29,12%-os el6fordulassal szarvasmarhak kozott. Ezen
eredmények ellentétben allnak Gcebe és mtsai. (2013) megdfigyelésével, akik mindéssze

2,2%-0s el6fordulast talaltak szarvasmarhak és kafferbivalyok koézoétt 10-16,7%-0s
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kornyezeti prevalencia mellett Dél-Afrikaban. Ugyanakkor Biet és Boschiroli (2014) szintén a
M. nonchromogenicum 26,13%-os el6fordulasardl szamol be franciaorszagi szarvasmarhak
koérében. Vadallatokbdl szarmazé mintakat egyik esetben sem teszteltek. A haleleségben
valo el6fordulasa megegyezik Zanoni és mtsai. (2008) eredményeivel.

A M. palustre-t a 2000-es évek elején human, allati és koérnyezeti mintakbdl egyarant
kimutattak (Torkko és mtsai., 2002). Hasonldéan sajat eredményeinkez szarvasmarhabdl
tobbszér is izolaltak (Hughes és mtsai., 2005, Thacker és mitsai.,, 2013), azonban
gimszarvasban valo el6fordulasardl elséként szamoltunk be.

A M. parafortuitum-ot az 1960-as években talajmintakbdl izolaltak (Tsukamura és mtsai.,
1966), és azéta sem hoztak Osszefliggésbe human vagy allati megbetegedésekkel.
Gimszarvasbdl val6 kitenyésztésérél els6ként szamoltunk be.

A M. peregrinum-ot 1962-es leirdasa 6ta human lagyszoveti kérokozékent tartjadk szamon
(Nagao és mtsai., 2009). Haleleségben valé jelenléte megegyezik Zanoni és mtsai. (2008),
mig szarvasmarhabdl valé kimutatasa Thacker és mtsai. (2013) eredményeivel.

A M. phlei egyike a legrégebb 6ta ismert Mycobacterium fajoknak (Kazda és mtsai., 2009).
Kdrnyezeti mintdak mellett szarvasmarhakbdl is kimutattdk (Thacker és mtsai., 2013), sajat
eredményeinkkel megegyezéen.

A M. saskatchewanense-t bar human megbetegedés koérokozéjaként irtdk le 2004-ben
(Turenne és mtsai., 2004), azéta, csakugy mint mi, vadallatokban is igazoltak jelenlétét
(Albertti és mtsai., 2015). Ezen térzs azonositasanal nehézséget jelent, hogy ahogy arrél
Turenne és mtsai. is beszamolnak, fals pozitiv reakciot ad a MAC kimutatasat célzo
vizsgalatokban.

A M. scrofulaceum az 1950-es évek 6ta ismert human kérokozo (Prissick és Masson, 1956).
Kimutatasa vaddisznéban és szarvasmarhaban megegyezik Machackova és mtsai. (2003),
Gortazar és mtsai. (2011), valamint Thacker és mtsai. (2013) eredményeivel.

Bar a M. shimoidei-t Tsukamura (1982) az 1980-as években szintén human léguti
korokozokeént irta le, azota allati eredetli mintakbdl is kimutattak mar (Thacker és mtsai.,
2013), hasonlban sajat vizsgalataink eredményeihez.

A ‘M. sinense JDM601’-es tOrzset egy ember gumdkorhoz hasonld megbetegedésébdl
izolaltak (Zhang Z-Y. és mtsai., 2011, 2013), am ezidaig hazi vagy vadon él6 allatokban nem
mutattak ki. Els6ként szamoltunk be ezen torzs vaddisznéban, damvadban, sertésben és
szarvasmarhaban val6 eléfordulasarol.

A M. smegmatis a M. fortuitum-hoz hasonléan régéta ismert tégygyulladas korokozok
(Richardson, 1970). Tejmintainkban a M. smegmatis dominanciaja meglepd, tekintve hogy
Franco és mtsai. (2013) csupan egy M. smegmatis térzset azonositottak 24 braziliai pozitiv
tejminta ko6zo6tt. A M. fortuitum-mal szemben a szélesebb ndvekedési hBmérseéklet-tartomany

és a jobb kornyezeti tulél6képesség a hazai klimatikus viszonyok kdzétt elényt jelenthetnek a
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M. smegmatis szamara (Magee és Ward, 2012). Bar 3 szarvasmarha nyirokcsomé mintaban
is megtalaltuk, vadallatokbol nem tudtuk kitenyészteni, ellentétben Thacker és mtsai. (2013)
eredményeivel, akik az Amerikai Egyesiilt Allamokban szarvasfélékbél izolaltak.

A M. thermoresistible-t Tsukamura 1966-ban irta le (Tsukamura, 1966). Eredetileg talajbdl
izolaltak. Thacker és mtsai. (2013) valamint Katale és mtsai. (2014) kimutattak mar
szarvasmarhaban, azonban bivalyban és rékaban valé el6fordulasarél elséként szamoltunk
be.

A M. triviale-t 1970-ben Kubica és mtsai. (1970) mint a M. terrae komplex egy tagjat irtak le,
azonban 2013-ban Tortoli és mtsai. (2013) munkaja nyoman kizartak a komplexbdl. Bar
emberekbdl izolaltak, kortani szerepérdl nem voltak meggy6zbédve. Az altalunk izolalt torzs
juhban korboctani elvaltozasokat okozott.

A krokodilbél szarmazé torzsink M. ulcerans ecovar Liflandii-nak bizonyult, melyet
fogsagban tenyésztett béka allomanyokban fedeztek fel 2004-ben (Trott és mtsai., 2004).
Tekintve, hogy a M. ulcerans, mint a Buruli-fekély kérokozoja évente tébb ezer igen sulyos
és nehezen kezelheté megbetegedésért felelés, e variansanak allatkerti allatokban valé
megjelenését nem csak a gondozék, de a latogatok szempontjabdl is kiemelt
veszelyforrasnak kell tekinteni.

A M. vaccae-t az 1960-as években irtdk le (Bonicke és Juhasz, 1964). Magyarorszagon
mindezidaig csak szarvasmarhaban talaltak meg (Tuboly és Szabd, 1967), eredményeink
azonban azt mutatjak, hogy jelen lehet vaddiszndban és gimszarvasban egyarant.

A M. sp. FI-06258-as torzs a M. terrae komplex tagja, melyet eredetileg egy human mintabdl
izolaltak (Tortoli és mtsai., 2013). Els6ként szamoltunk be ezen térzs szarvasmarhaban valo

jelenlétérél.

Nem azonosithato torzseket 14 esetben talaltunk. A kdrnyezeti, nem M. avium NTM-ok valos
valtozatossaga joval nagyobb, mint amilyennek azt az 1990-es évek elején ismerték (Wayne
és Sramek, 1992). Mig szarvasmarha eredetl torzsek kdzott csupan egyetlen Uj térzstipust
talaltunk, a vadallatokbdl szarmazé mintdkban mind a 8 féle jelen volt. A NTM fajok
leginkabb a koérnyezetbdl kerulnek felvételre. Mivel a vadallatoknak szorosabb a kapcsolata
természetes kornyezetikkel (talaj, természetes vizek, Uledék, ndvények), ez magyarazatul
szolgalhat az uj torzstipusok koztuk tapasztalt sokféleségére.

Az U] torzstipusokbdl altaldban csak egy-két torzset talaltunk, azonban az M. sp. #4 torzset
5 esetben tenyésztettuk ki. Harom tuberkulin bérprobaban pozitivan reagald, legeldn tartott
hashasznu szarvasmarha mellett 2 gimszarvasbdl is izolaltuk 2006 és 2011 kdzoétt, ami
egyrészrél a torzs allandé jelenlétét feltételezi a kérnyezetben, masrészt bizonyitja, hogy az

fert6zést és immunologiai athangolédast egyarant képes okozni.
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A kornyezetben jelen lévé kulonb6zé Mycobacterium fajokat a vadallatok 6sszegyUjthetik,
hordozhatjak és tovabbadhatjak. Megfigyelésunk, mely szerint az uj torzstipusok altalaban
nem okoztak kortani elvaltozasokat, szintén a gazdak rezervoar szerepére hivja fel a
figyelmet.

Vadallatokban és szarvasmarhaban kdzel azonos szamban talaltunk kulonféle nem M. avium
NTM térzseket, azonban eltéré volt az izolalt torzsek kore, mely kilénbségeket feltételez az
egyes torzsek gazdafaji preferenciaja és patogenitasa terén, ahogy errdl Bercovier és

Vincent (2001) is beszamoltak.

Vizsgalataink masik f6 célja a M. avium-ok molekularis médszerekkel torténé, alfaji szintl
azonositasa és genetikai valtozatossaguk megismerése volt.

A MAA a madarak gumékorjanak obligat patogén koérokozodja, amit j6I mutat, hogy
madarakbol szinte kizarélag ezt az alfajt izolaltuk, és minden esetben jelen voltak a
jellegzetes koérbonctani elvaltozasok (Dhama és mitsai.,, 2011). Madarak mellett mas
allatfajokban is kimutattuk a korokozot, hasonléan korabbi eredményekhez (Kazda és mtsai.,
2009). Ugyanakkor az alfaj rokaban valo eléfordularasa nem talaltunk irodalmi adatot, igy ezt
els6ként kozoltuk. Az egyes allatfajoknak a korokozéval szembeni érzékenységét jelzi a
fert6zésekben el6éforduld koérbonctani elvéltozasok aranya. A sertéseknél medfigyelt
nagyaranyu, mig a szarvasmarhaknal kis szamban el6fordulé kérbonctani elvaltozasok
megfelelnek Friend és Franson (1999), a kilénbdzé allatfajok MAA-val szembeni
érzékenységét leir6 eredményeinek. Az alfaj sertésekben valé dominancidja azonban
ellentétben all korabbi tapasztalatokkal, hisz &ltalaban a MAH-t izoldljak gyakrabban
sertésekbdl (Agdestein és mtsai., 2012).

A MAH torzs széleskori elterjedtsége és tag gazdaspektruma szintén megegyezik korabbi
eredményekkel (Kazda és mtsai.,, 2009). Szemben a MAA-mal, MAH-t ritkan izolalnak
madarakbdl (Shitaye és mtsai., 2009b). Esetlinkben a két torzs éallatkerti, fogsagban tartott
allatokbdl szarmazott, ahol a fertézés forrasa feltehetéen egy itato lehetett, ahol a MAH alfaj
kénnyen képez biofilmet (McNabe és mtsai., 2011). A kutyaban talalt MAH okozta korkép
kUlénos érdekessége, hogy a husevOk altaldban rezisztensek a M. avium fert6zésekkel
szemben (Friend és Franson, 1999), azonban egyes szerzdk genetikai hajlamot feltételeznek
bizonyos fajtdknal, mint amilyen az esetiinkben vizsgalat térpe schnauzer is (Horn és mtsai.,
2000). A MAA és MAH torzsek el6fordulasa szarvasmarhdkban sem hasznositasi irany
szerinti, sem pedig korcsoporti, vagy nemi preferenciat nem mutatott.

MAP térzseket a gazdak széles kérébdl izolaltak mar (Marco és mtsai., 2002, Sivakumar és
mtsai., 2006, Corn és mitsai., 2005). Vadallatok, mint a réka vagy a vaddiszndé ismert

rezervoar fajai a kérokozonak (Beard és mtsai., 2001, Stevenson és mtsai., 2009).
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Az altalunk izolalt torzsek 3 juh, 3 kecske és 1 szarvasmarha torzs kivételével ll-es tipusuak
voltak. Habar szarvasmarhakban a ll-es tipus a leggyakoribb, kimutattuk, hogy az I-es tipus
is eléfordulhat. Ugyanakkor a ll-es tipus széles gazdaspektruma is megerésitést nyert, hisz
8 kulonbozé allatfajbol izolaltuk. Mindezen eredmények megegyeznek korabbi adatokkal
(Behr és Collins, 2010). A sertés torzs Turenne és mtsai. (2008) és Biet és mtsai. (2012)
korabbi eredményeivel ellentétben szintén ll-es tipustnak bizonyult. Mindemellett kecskébdl
is izolaltunk Il-es tipusu toérzset, mely megegyezik Castellanos és mtsai. (2010b)
eredményeivel. Tudomasunk szerint Magyarorszagon elséként izolaltunk MAP-t sertésbél,
vaddisznobol, vords rékabdl, gimszarvasbol, muflonbdl és bivalybdl. Bar Beregi és mtsai.
(2012) nemrég ismertettek egy muflon esetet, azonban a mintakbél MAP kimutatasara
iranyuld baktériumtenyésztés nem tortént. A kitenyésztett tOrzsek szarmazasa hazank
allattenyésztési viszonyainak és vadallomanyunk eloszlasanak felelt meg. A juhbdl izolalt
torzsek a jelentés kiskérédzé-tartasi hagyomanyokkal és allatlétszammal rendelkezd
észak-alfoldi terlletrdl szarmaztak, mig a vaddisznd, gimszarvas és roka eredetl torzsek
zdmében a gazdag vadallomanyardl ismert Dunantuli-kézéphegység és Dunantuli-dombsag
teruleteirél kerlltek izolalasra. A szarvasmarhakbol mellékleletként izolalt torzsek esetén a
gazdak tobb mint 85%-a reagalt a tuberkulin bérprébaban, mely alatamasztja, hogy a MAP
képes immunoldgiai athangolédast okozni a fertézétt allatokban, ahogy errél Alvarez és
mtsai. (2009) is beszamoltak. A paratuberkuldzis célzott kimutatasara érkezett mintak direkt
PCR vizsgalatanak eredményei jo6l mutatjak, hogy bélsarmintak esetén sziikséges a
mintaban talalhaté PCR gatlé anyagok eltavolitasa a DNS feltaras soran (Plain és mtsai.,
2014).

MAS torzseket madarak mellett korabban 6zbél izolaltak (Saxegaard és Baess, 1988),
szarvasmarhak esetén pedig csak mesterséges fertézésrdl van irodalmi adat (Matthews és
McDiarmid, 1979). Habar Turenne 2007-es 6sszefoglald cikkében még megkérddjelezte az
alfaj valddisagat (Turenne és mtsai., 2007), az elmult években izolalt térzsek széama
bizonyitja jelentdségét. Els6ként tenyésztettuk ki vaddiszndbdl, vOros rokabdl,
gimszarvasbol, borzbdl és szarvasmarhabdl. Mivel ez az alfaj speciadlis tenyésztési
kérilményeket igényel, izolalasahoz kilonds figyelemre és tapasztalatra van szikség
(Kazda és mtsai., 2009). Amikor 1990-ben a M. avium alfajanak mindsitették (Thorel és
mtsai., 1990) azonositasara csak fenotipusos tulajdonsagai alapjan volt lehetéség. Az elmult
évtizedekben tébben probalkoztak molekularis moédszerrel torténé azonositdsaval (Orru és
mtsai., 2007, Higgins és mtsai., 2011, Chiers és mtsai., 2012), azonban a MAA tdérzsekkel
valé nagyfoku szekvencia-hasonlésag miatt ezidaig ez nem sikertlt (Tran és Han, 2014).
A HRM moddszer lehetévé teszi akar egyetlen bazis eltérés azonositasat is (Zeinzinger és

mtsai., 2012), lehetéséget kinalva fajok, alfajok, genotipusok vagy akar szerovariansok
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molekularis bioldgiai azonositasara. Az altalunk fejlesztett duplex HRM és MAS specifikus
valos ideji PCR rendszer lehetévé teszi a MAS és MAA torzsek megbizhato elkulonitését,
és mivel nem igényel jeldlt primereket, ,probe’-ot vagy PCR-t kévetd kimutatasi eljarasokat,
gyors és koltségkimélé. Az egy csében végzett HRM és MM vizsgalatok ugyanakkor
fokozzak a rendszer megbizhatésagat. A MAA és MAS specifikus gorbék kdzotti stabil
hémérséklet-eltolodas és a termékek olvadaspontjanak alacsony szoérasa szilardsagot ad a
rendszernek, mig a széles templat DNS mennyiség rugalmassa és konnyen alkalmazhatéva

teszi azt.

A torzsek genetikai valtozatossaganak megismerése elengedhetetlen az egyes fertézések
eredetének, a kiilonb6z6 térzsek kdzotti jarvanytani klilonbségek megismeréséhez.

A LSP-ok a genetikai valtozatossag molekularis markerei a MTC-ben (Mostowy és mtsai.,
2002) és M. avium fajok kdzott (Semret és mtsai., 2004) egyarant. Az LSP*17 szekvencia
polimorfizmus MAA és MAS torzsekben valé hianya és MAP tdrzsekben vald jelenléte
egybevag Semret és mtsai. (2006) tapasztalataival. A MAH torzsek kozotti eléfordulasa
fuggetlen volt a gazda fajatdl, éppugy, mint Turenne és mtsai. (2008) vizsgalataiban.

A M. avium tdrzsek tipizalasara és genetikai valtozatossaguk vizsgalatara a MIRU-VNTR
moddszert Thibault és mtsai. (2007) hasznaltak elészor. Vizsgalataikban 8 16kuszt teszteltek
(32, 292, 7, 10, 25, 47, X3, 3) 183 MAP és 82 human M. avium térzsén. A MAP térzsek
kozott a 32-es, mig a M. avium tdrzsek kozott az X3 Idkusznak volt a legnagyobb az
allélvaltozatossaga (0,59 és 0,72). A MAP torzsek kozétt 21, mig a M. avium térzsek kozott
30 genotipust mutattak ki, 0,751 és 0,889-es DI értékekkel. Azéta tdbb 0f I6kuszt
azonositottak, és valtozatos I6kusz-Osszedllitasokat vizsgaltak kulénbdézé M. avium
térzseken. Inagaki és mtsai. (2009) a Thibault altal vizsgalt l6kuszokat 15 MATR |6kusszal
hasonlitotta 6ssze 70 human izolatumon, melyeknél a Dl-et rendre 0,949 és 0,990-nek
talalta. 2010-ben Millan és mtsai. (2010) négy MIRU I6kuszt hasznaltak Bull és mtsai-tol
(2003), és kettd VNTR lokuszt Thibault-tél 14 vadmadarakbdl szarmazé MAA torzs genetikai
elkulonitésére. Vizsgalataikban csupan a MIRU3 és MIRU4 Iokuszok mutattak
allélvaltozatossagot. Castellanos és mtsai. (2010b) 2 MIRU és 3 VNTR Iokusz
alkalmazasaval 70 MAP torzset vizsgaltak, és 0,84-es Dl-et értek el. Pate és mtsai. (2011) a
Thibault-féle I6kuszokat 121 emberi és allati eredeti MAA és MAH térzson vizsgaltak. A 23
genotipus 0,716 és 0,866-os Dl-et mutatott. Radomski és mtsai. (2010) vontak be
vizsgalataikba el6szor MAS torzseket. A 81 MAH, 32 MAA és 4 MAS torzson elvégzett
genotipizalas 32 eltér6 mintazatot eredényezett, a DI pedig 0,885-nek adédott. A MAS
térzsek azonos genotipusuak voltak.

Annak érdekében, hogy magasabb Dl-et érjiink el, a MIRU-VNTR vizsgalathoz egy egyedi
l6kuszkombinaciot valasztottunk 4 MIRU, 3 VNTR és egy MATR lokusz bevonasaval. Az
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egyes lokuszokon megfigyelt allélvariaciok nagyjabdl megegyeztek a korabbi vizsgalatok
eredményeivel, azonban néhany eltérést is tapasztaltunk. Madarakbdl szarmazé MAA
torzsek kozott MIRU1, MIRU2, VNTR25 és VNTR32 Iékuszokon ugyanazokat a TR-et
talaltuk, mint Millan és mtsai. (2010), ugyanakkor nem madar eredeti MAA torzseknél és
MAH torzsek kézott mas TR-ek is eléfordultak. MAP tdrzsek kézott a MIRU1-es [6kuszon
ll-es tipusu térzseknél is talaltunk 1 TR-t, ellentétben korabbi eredményekkel (Bull és mtsai.,
2003, Mobius és mtsai., 2009, Fernandez-Silva és mtsai., 2012). Mig VNTR32 I6kuszon
6 TR-t eddig csak ll-es tipusu MAP toérzseknél talaltak (Castellanos és mtsai., 2010b), mi
kimutattuk juh tipusu torzseknél is. A MIRU4 I|6kuszt Castellanos és mtsai. (2010b)
munkajahoz hasonldéan mi is egységesnek és egyedinek talaltuk MAP térzsek kozott, mely
igy képes ezen alfaj specifikus azonositasara. Hasonloképpen a VNTR259-es I6kusz a C és
S tipusu MAP torzsek megkulonboztetésére alkalmas (Castellanos és mtsai., 2010b).
A MATR Iokusz allélvaltozatossaga kissé alacsonyabbnak bizonyult, mint Inagaki és mtsai.
(2009) leirasaban, azonban 2 és 3 TR mellett sajat vizsgalatainkban 5 TR-et is
megfigyeltiink. Osszességében a MIRU3-as I6kusz bizonyult a legvaltozékonyabbnak, bar
MAP torzsek kozott a MIRU2, mig MAS torzsek kozott a MIRU4 volt a legvariabilisabb. Mivel
a kUlénb6zd  alfajoknal  jelent6és  kllonbségek  tapasztalhatok a  Idkuszok
allélvaltozatossagaban, egy j6v8beni vizsgalat tervezésénél ajanlott az alkalmazott
I6kuszokat a vizsgalandd térzsek tipusahoz igazitani. Medfigyelésiink, miszerint egyes
l6kuszokon egyszerre tobb TR is el6fordulhat, megegyezik korabbi eredményekkel
(Castellanos és mtsai., 2010b, van Hulzen és mtsai.,, 2011). llyen esetek vegyes MAP
fertbzéseknél fordultak el6, amikor egy allatban egyszerre tébb, az allomanyban
parhuzamosan jelenlévd, eltérd genotipusu térzs okozott fertézést. Bar telepmorfologiai
kilénbséget nem lattunk, tébb esetben sikerrel valasztottuk szét egy adott allat mintajaban a
klonféle genotipusu torzseket.

Millan és mtsai. (2010) medfigyelései alapjan az egyes lokuszokon a TR-ek szama
Osszefliggésben lehet az adott térzs patogenitasaval. Habar sajat vizsgalataink ez irdnyba
nem terjedtek ki, eredményeink jO alapot szolgaltatnak késdObbi vizsgalatokhoz annak
megismereéseére, vajon az egyes genotipusok sulyosabb megbetegedéseket alakitanak-e ki,
vagy eltér6 képességekkel rendelkeznek-e a kornyezeti tulélés és terjedés tekintetében.

A kulénbdzd genotipusok alfajspecificitisa megegyezik Radomski és mtsai. (2010)
eredményeivel. Hasonléan Pate és mtsai. (2011) tapasztalataihoz, MAH toérzsek kozott
nagyfoku valtozatossagot figyeltink meg. Habar MAS tdérzsek koz6tt alacsony
valtozatossagot tapasztaltunk, Radomski és mtsai. (2010) eredményével ellentétben mi nem
csak egyféle genotipust mutattunk ki.

Az egyes genotipusok széles kirl elterjedtsége, évek tavlatabdl valé izolalhatésaga

folyamatos jelenlétiiket és extrém koérnyezeti tlréképességliket bizonyitja. A genotipusok

71-



adott teruleten (pl.: MAP 77-es genotipus Somogyban szarvasmarhaban, bivalyban,
sertésben, gimszarvasban és vaddiszndban), vagy azonos térben (pl.: MAH 34-es genotipus
allatkerti pavaban és turdkdban 2008-ban) kuldénb6zé allatfajokban vald jelenléte
alatamasztja a fajok kozotti atadas, vagy azonos fert6zési forrasbdl szarmazo fert6z6dés
lehet6ségét.

MAA jarvanyok esetén adott farmokon mindig azonos genotipus jelenlétét figyeltik meg, ami
a koérokozé fajon bellli atadasat tamasztja ala. A MAH okozta jarvanykitéréseknél ezzel
szemben eltéré genotipusokat talaltunk, ami felveti, hogy kilonbség lehet a MAA és MAH
alfajokra jellemzé fert6zési modokban. Johansen és mitsai. (2014) vizsgalatainak
megfeleléen MAH térzsek esetén a fert6ézés inkabb koérnyezeti eredetlinek tlinik, és a
megbetegedések halmozdédasa hatterében az allomany egyéb okbdl csokkent
immunvédekezése allhat. Mivel a MAA torzsek kornyezeti életképessége alacsonyabb
(Kazda és mtsai., 2009) ezen alfaj esetén a fert6zés egyik allatrél a masikra valé atadasa
tlnik jellemzdnek.

MAP tdrzsek esetén azon allomanyok magas aranya, melyekben tobb genotipus egyszerre
fordult el6, az allatok gyakori cseréjével allt 6sszefliggésben. Az Ujonnan az allomanyba
érkezett fert6z6tt egyedek nem csak a MAP kdrnyezeti terhelést ndvelik, de kdzvetlendl is
képesek atadni a korokozét tarsaiknak és utddaiknak, melyet a rokon allatok kozott
megfigyelt nagyaranyu genotipus egyezés is alatamaszt. Knupfer (2010) és Benedictus és
mtsai. (2008) vizsgalataikban azt tapasztaltak, hogy MAP-fert6z6tt anyak borjai nagyobb
eséllyel lesznek MAP-fert6zéttek, mint a nem fert6zétt anyak utédai.

Bar a kilféldrél szarmazé MAP-fert6zott allatok szama nem volt tul nagy, meégis érdekes
megfigyelést tettiink. Ugy tiinik, hogy az importalt his- és tejhasznositast allatok
kovetkezetesen eltéré genotipust hordoztak filiggetlendl fajtajuktdl és szarmazasi
orszaguktol. Ugyanakkor mivel az 6si magyar fajtak is jellemz&en egyféle genotipusuak
voltak, azt feltételezzik, hogy az adott allat hasznositasi tipusa 6sszefliggésben all a
hordozott genotipussal hazankban. Az 1970-es évek Ota fokozatosan lecserélték a
klasszikus hus- és kettds hasznositasu magyar fajtakat tejelé Holstein-frizekre. Habar
visszatekintd vizsgalatok elvégzésére nem volt modunk, ugy véljuk, hogy Magyarorszagon a
84-es genotipus lehetett altalanos, mig a 77-es genotipus az allomanycserékhez importalt
tejel6 (tulnyomoéan kanadai és USA eredetli Holstein-Friz) allatokkal kerulhetett az orszagba,
mely azéta széles korben elterjedt, visszaszoritva az eredetileg jellemz6 genotipust. Ezen
elméletliink csak feltételezés, és visszatekintd elemzések hianyaban talan nem is
bizonyithatd, de mindenképp felveti annak lehet6ségét, hogy az egyes genotipusok
elterjedtsége, az altaluk okozott fert6zés lehetésége valamilyen formaban dsszefliggésben

lehet kérnyezeti tényezdkkel vagy a gazdaallatok genetikai tulajdonsagaival.
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Szarvasmarhakban MAS fert6zést eddig csak mesterségesen hoztak létre (Matthews és
McDiarmid, 1979). A vizsgalatainkban fert6zottnek talalt allatokban ugyanaz a genotipus volt
jelen, mely az adott tertleten vadallatok k6zott a leggyakoribb volt. A fert6zott allatok legeldn
tartott husmarhak voltak, igy vagy a kornyezetbdl vették fel a kérokozot, mely feltételezi
annak allandé és nagyaranyu jelenlétét, vagy a korokozét hordozd vadallatok révén
fert6zédtek. Medfigyelésiink, miszerint a hazi és vadon élé allatokban egyarant kimutatott
genotipusok esetén a vadallatokban valo el6fordulasi arany tikrézi az egyes genotipusok
haziallatokban vald jelenlétét, szintén a vadallatok fertézésfenntartd és -kdzvetitd, rezervoar
szerepére hivia fel a figyelmet. A kilénb6zé Mycobacterium fajok szilvatikus jelenléte
nemcsak a kulonboz6 térzsek allomanyok kozotti atadasahoz jarulhat hozza (Beard és
mtsai., 2001), de akadalyozhatja a mentesitési és gyéritési programok sikerességét (Aranaz
és mtsai., 2006). Mindezen megfigyelések kiemelik annak a szikségességét, hogy javitott
epidemiolégiai ellenérzé intézkedésekkel probaljuk megakadalyozni a fert6zés farmok,
egyedek, és rezervoar fajok kozotti terjedését.

Turenne és mtsai. (2008) genetikai vizsgalatai szerint a MAH tdrzsek egy valtozatos
csoportot alkotnak, melybél a MAA/MAS és MAP kiénok egymastol fuggetlendl fejlédtek ki.
Jelen vizsgalataink eredményeit filogenetikai fan abrazoltuk, melyen az egyes genotipusok
elhelyezkedése megfelel az alfajok kdzotti, Turenne és mtsai. (2008) altal vazolt genetikai
rokonsagnak.

Az altalunk hasznalt 16kusz-6sszeallitds a korabbi kombinacioknal (Thibault és mtsai., 2007;
Millan és mtsai., 2010; Radomski és mtsai., 2010) medgfigyeltnél magasabb DI értékeket
eredményezett, igy ajanlhaté tovabbi vizsgalatokhoz. A négy alfajt egyuttesen tekintve
megkdzelitette az Inagaki és mtsai. (2009) atal 15 I6kusz kombinacidjaval elért értéket.
Az alfajokat kulon-kulon vizsgalva a MAS térzseknél tapasztalt alacsony DI érték hatterében
a torzsek nagyfoku homogenitasa all. A kilénb6z6 allatfajok esetén a haziallatok csoportja
valamivel alacsonyabb DI értéket mutatott, melynek oka a nagyszamu, alacsony

valtozatossagu szarvasmarha MAP torzs jelenléte.

Osszességében megallapithatd, hogy a Magyarorszagon nagy mdltra visszatekint®
allatorvosi mycobacterioldgiai diagnosztika folytatasa- és Ujraélesztéseként elvégzett
vizsgalataink hianypotlo jellegliek. Az Uj taptalajok fejlesztésével hazankban lehetévé valt
korabban nem, vagy csak nehezen tenyészthet6 Mycobacterium fajok izolalasa, mig a
bevezetett molekularis bioldgiai identifikaldé modszerek lehetévé tették a térzsek gyors és
pontos azonositasat, és utat nyitottak az egyes NTM fajok elterjedtségének,

gazdaspektrumanak és patogenitasanak vizsgalatara.
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A kitenyésztett torzsekbél Osszeallitott torzsgyiljtemény lehetéséget ad a NTM-ok altal
kivaltott immunolégiai keresztreakciok finomabb antigénszerkezeti okainak, valamint az
egyes fajok, alfajok és genotipusok mélyebb megismerésére, elterjedtségik, korokozéd
képességlk, gazdaspektrumuk és az okozott korképek sulyossaganak hatterében
feltételezett genetikai kilonbségek részletes vizsgalatara, melyek, természetesen, e munka

keretein mar messze tulmutatnak.
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8. Uj tudomanyos eredmények

,Lieber ein Ende mit Schrecken als ein Schrecken ohne Ende.”

Osszességében: megujitottuk és molekularis bioldgiai alapokra helyeztiik a hazai allatorvosi

Mycobacterium diagnosztikat. Ezen munka eredményei kdzll az alabbiakat emelem Kki.

A M. avium fajra és alfajaira vonatkozodan:

1. Magyarorszagon el6szor azonositottuk a M. avium faj alfajait molekularis bioldgiai
modszerekkel, €s adatokat szolgaltattunk magyarorszagi el6fordulasukrol,

gazdaspektrumukrol, az okozott kértani elvaltozasokrol.

2. Uj taptalajok fejlesztésével lehetévé tettiik a MAS tdrzsek szilard taptalaj feliiletén torténd
tenyésztését, specifikus identifikalasukhoz pedig HRM és MM duplex valds ideji PCR

modszert fejlesztettink.

3. Els6ként izolaltunk M. avium subsp. silvaticum torzseket vaddisznébdl, vords rokabal,
gimszarvasbdl, borzbdl, és szarvasmarhabdl, Il. tipusu M. avium subsp. paratuberculosis

térzset sertésbdl, és M. avium subsp. avium alfajt véros rokabdl.

4. Magyarorszagon el6sz6r azonositottuk a M. avium subsp. paratuberculosis torzsek
tipusait, és mutattuk ki az I-es tipusu MAP jelenlétét szarvasmarhaban, kecskében és
juhban. Uj taptalajok bevezetésével lehetévé tettiik ezen torzsek szilard taptalaj felilletén

torténd tenyésztését és tanulmanyozasat.

5. Magyarorszagon elséként vizsgaltuk a M. avium alfajokat LSP*7 jelenlétére, és
MIRU-VNTR analizissel.

A nem M. avium NTM-okra vonatkozéan:

6. Magyarorszagon els6ként alkalmaztunk molekularis biolégiai médszereket nem M. avium

NTM-ok azonositasara.
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7. Hazi, vadon él6 és kedvtelésbdl tartott allatok mintaiban 31 ismert NTM fajt és 8 yj
torzstipust mutattunk ki, és informacioval szolgaltunk ezen térzsek eléfordulasarol, esetleges
korokozé képességérdl: egyes fajokat és alfajokat Uj gazdafajokbdl is izolaltunk, illetve

korabban apatogénnek vélt fajok okozta fert6zéseknél kortani elvaltozasokat talaltunk.

8. Az izolalt és tipizalt toérzsekbdél egy j6l dokumentalt, korszer(i, 2481 torzset tartalmazo

Mycobacterium t6rzsgyljteményt hoztunk létre.
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12. Mellékletek

M1. Allategészségiigyi szempontbél jelentés Mycobacterium fajok Magyarorszagon

faj neve (leiras éve) allatfaj |, o0 h@ | korkep megjegyzés
Mycobacterium tuberculosis complex
: szarvasmarha [az 1980-as évek 6ta csak import]
M. bovis (1970) szarvasmarha 2007 giimoékor esetek fordultak el
bivaly 1997
damvad 2007
gimszarvas 2006
indiai elefant 2006
M. caprae (1999) 6z 2010 giimaskoér
roka 2010
sertés 2006
szarvasmarha 2006
vaddiszné 2006
. . allatkerti és kedvtelésbdl tartott
M. tuberculosis (1883) - - gUmakér allatokban fordulhat el6
Mycobacterium avium complex
madarak 2006 madargiimékor
gimszarvas 2009 9
roka 2007 .
. . . lokalizalt vagy
M. avium ssp. avium (1990) V:grrt‘issz gg?? generalizalt gocos
szarvasmarha 2006 elvaltozasok
vaddisznd 2007
madarak 2008
gimszarvas 2007
kutya 2011 lokalizalt vagy hivatalosan még nem fogadtak
M. avium ssp. hominissuis muflon 2013 generalizalt gécos el, csak javasolt alfajnév
sertés 2007 elvaltozasok 2002 déta
szarvasmarha 2006
vaddiszno 2007
bivaly 2012
gimszarvas 2009
K eJ::J:ke gg?g paratuberkulézis
. . vagy
M. avium ssp. paratuberculosis (1990) rr;gm;(lgn 38(1) g tinetmentes
sertés 2011 hordozas
szarvasmarha 2006
vaddiszné 2009
borz 2014 lokalizalt gécos
gimszarvas 2008 elvaltozasok
M. avium ssp. silvaticum (1990) réka 2012 vagy
szarvasmarha 2012 tinetmentes
vaddisznd 2008 hordozas
egyéb Mycobacterium fajok
kaméleon 2006 iz 4
M. abscessus (1953) tej 2015 'ZUI‘?L%ySliH?SdaS‘ gyorsan névé
, . . lokalizalt gocos L
M. arosiense (2008) vaddiszno 2009 lVAltoZASOK lassan nové
gimszarvas 2007 tiinetmentes
M. arupense (2006) haleleség 2010 hordozds gyorsan noévé
szarvasmarha 2007
lokalizalt gocos
szarvasmarha 2008 elvaltozasok
M. bourgelatii (2013) vaddiszné 2008 vagy gyorsan névé
tunetmentes
hordozas
M. chelonae (1923) hal 2010 halgimé&kar gyorsan névé
. lokalizalt gécos v
M. chitae (1967) teve 2009 elvAltozAsok gyorsan noévo
tunetmentes .
M. europaeum (2011) szarvasmarha 2006 hordozds lassan nové
gimszarvas 2008 lokalizalt vagy
kutya 2013 generalizalt gécos
M. fortuitum (1938) 6z 2009 elvaltozasok, gyorsan noévé
) szarvasmarha 2006 tiinetmentes
vaddiszno 2006 hordozas,
tej 2008 mastitis
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. . lokalizalt gécos L
M. gordonae (1962) vaddiszn6 2007 elvaltozasok lassan nové
lokalizalt gocos
gimszarvas 2008 elvaltozasok
M. intermedium (1993) szarvasmarha 2006 vagy lassan nové
vaddiszno 2008 tinetmentes
hordozas
. szarvasmarha 2010 tunetmentes L
M. intracellulare (1965) vaddiszné 2012 hordozds lassan névo
lokalizalt gécos
62 2008 elvaltozasok
M. kansasii (1955) vagy lassan nové
szarvasmarha 2006 tinetmentes
hordozas
M. llatzerense (2008) haleleség 2012 - gyorsan noévé
M. malmoense (1977 szarvasmarha 2008 tunetmen{tes lassan nové
hordozas
M. nebraskense (2004) szarvasmarha 2007 tugg:(’;:g;:s lassan noévé
M. neoaurum (1972) szarvasmarha 2007 turr:g:g;ezr;tses gyorsan névé
damvad 2009 lokalizalt gécos
gimszarvas 2008 elvaltozasok
M. nonchromogenicum (1965) haleleség 2010 vagy lassan nové
szarvasmarha 2006 tinetmentes
vaddiszno 2007 hordozas
gimszarvas 2008 tinetmentes .
M. palustre (2002) lassan nové
) szarvasmarha 2009 hordozas
M. parafortuitum (1965) gimszarvas 2011 turr:g:g;ezr;tses gyorsan ndévé
. haleleség 2010 tinetmentes L
M. peregrinum (1962) szarvasmarha 2010 hordoz4s gyorsan noévé
M. phlei (1899) szarvasmarha 2006 tu:grtg:;r;tss gyorsan nové
lokalizalt gécos
elvaltozasok
M. saskachewanense (2004) vaddiszno 2013 vagy lassan névé
tinetmentes
hordozas
lokalizalt gécos
elvaltozasok
szarvasmarha 2010 -
M. scrofulaceum (1956) vaddiszné 2008 _ vagy lassan nové
tunetmentes
hordozas
M. shimoidei (1975 szarvasmarha 2007 tunetmeqtes lassan n6vé
hordozas
damvad 2007 lokalizalt gécos
. sinense JOM601" sertés 2007 elvaltozasok lassan néve,
) szarvasmarha 2007 . o javasolt név
vaddiszno 2008 tinetmentes
hordozas
lokalizalt gécos
M . szarvasmarha 2006 e_I_v altozasok, L
. smegmatis (1889) tej 2007 tuhnetdmerjtes gyorsan névé
ordozas,
mastitis
lokalizalt gécos
bivaly 2008 elvaltozasok
M. thermoresistible (1966) roka 2008 vagy gyorsan nové
szarvasmarha 2006 tinetmentes
hordozas
. . lokalizalt gocos L
M. triviale (1970) juh 2015 alvaltozasok lassan n6vé
. . . generalizalt gécos lassan nové,
M. ulcerans ecovar Liflandii krokodil 2015 elvaltozAsok javasolt név
lokalizalt gécos
gimszarvas 2007 elvaltozasok
M. vaccae (1964) vaddiszné 2011 ~ vagy gyorsan noévé
tinetmentes
hordozas
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M2. Magyarorszagon még nem izolalt vagy azonositott elfogadott Mycobacterium fajok

Mycobacterium tuberculosis complex

M. africanum (1969)
M. microti (1957)
M. pinnipedii (2003)

egyéb Mycobacterium fajok
Mycobacterium agri (1981)
Mycobacterium aichiense (1981)
Mycobacterium algericum (2011)
Mycobacterium alsense (2016)
Mycobacterium alvei (1992)
Mycobacterium anyangense (2015)
Mycobacterium arabiense (2013)
Mycobacterium aromaticivorans (2009)
Mycobacterium asiaticum (1971)
Mycobacterium aubagnense (2006)
Mycobacterium aurum (1966)
Mycobacterium austroafricanum (1983)
Mycobacterium bacteremicum (2012)
Mycobacterium boenickei (2004)
Mycobacterium bohemicum (1998)
Mycobacterium botniense (2000)
Mycobacterium branderi (1995)
Mycobacterium brisbanense (2004)
Mycobacterium brumae (1993)
Mycobacterium canariasense (2004)
Mycobacterium celatum (1993)
Mycobacterium celeriflavum (2015)
Mycobacterium chlorophenolicum (1994)
Mycobacterium chubuense (1981)
Mycobacterium conceptionense (2006)
Mycobacterium confluentis (1992)
Mycobacterium conspicuum (1996)
Mycobacterium cookii (1990)
Mycobacterium cosmeticum (2004)
Mycobacterium crocinum (2009)
Mycobacterium diernhoferi (1983)
Mycobacterium doricum (2001)
Mycobacterium duvalii (1971)
Mycobacterium elephantis (2000)
Mycobacterium engbaekii (2013)
Mycobacterium fallax (1983)
Mycobacterium farcinogenes (1973)
Mycobacterium flavescens (1962)
Mycobacterium florentinum (2005)
Mycobacterium fluoranthenivorans (2006)
Mycobacterium fragae (2013)
Mycobacterium franklinii (2015)
Mycobacterium frederiksbergense (2001)
Mycobacterium gadium (1974)
Mycobacterium gastri (1966)
Mycobacterium genavense (1993)
Mycobacterium gilvum (1971)
Mycobacterium goodii (1999)
Mycobacterium haemophilum (1978)
Mycobacterium hassiacum (1997)
Mycobacterium heckeshornense (2001)
Mycobacterium heidelbergense (1998)
Mycobacterium heraklionense (2013)
Mycobacterium hiberniae (1993)
Mycobacterium hippocampi (2014)
Mycobacterium hodleri (1996)
Mycobacterium holsaticum (2002)
Mycobacterium houstonense (2004)
Mycobacterium immunogenum (2001)
Mycobacterium insubricum (2009)
Mycobacterium interjectum (1995)
Mycobacterium iranicum (2013)
Mycobacterium komossense (1979)
Mycobacterium koreense (2012)
Mycobacterium kubicae (2000)

-121-

Mycobacterium avium complex
. chimaera (2004)

. colombiense (2006)

. vulneris (2009)

. marseillense (2009)

. timonense (2009)

. bouchedurhonense (2009)

SN

Mycobacterium kumamotonense (2007)
Mycobacterium kyorinense (2009)
Mycobacterium lacus (2002)
Mycobacterium lentiflavum (1996)
Mycobacterium leprae (1896)
Mycobacterium lepraemurium (1912)
Mycobacterium litorale (2012)
Mycobacterium longobardum (2013)
Mycobacterium madagascariense (1992)
Mycobacterium mageritense (1997)
Mycobacterium mantenii (2009)
Mycobacterium marinum (1926)
Mycobacterium minnesotense (2013)
Mycobacterium monacense (2006)
Mycobacterium montefiorense (2003)
Mycobacterium moriokaense (1986)
Mycobacterium mucogenicum (1995)
Mycobacterium murale (1999)
Mycobacterium neworleansense (2004)
Mycobacterium noviomagense (2009)
Mycobacterium novocastrense (1997)
Mycobacterium obuense (1981)
Mycobacterium pallens (2009)
Mycobacterium paraense (2015)
Mycobacterium paraffinicum (2010)
Mycobacterium paragordonae (2014)
Mycobacterium parakoreense (2013)
Mycobacterium parascrofulaceum (2004)
Mycobacterium paraseoulense (2010)
Mycobacterium parmense (2004)
Mycobacterium phocaicum (2006)
Mycobacterium porcinum (1983)
Mycobacterium poriferae (1987)
Mycobacterium pseudoshottsii (2005)
Mycobacterium psychrotolerans (2004)
Mycobacterium pulveris (1983)
Mycobacterium pyrenivorans (2004)
Mycobacterium rhodesiae (1981)
Mycobacterium riyadhense (2009)
Mycobacterium rufum (2009)
Mycobacterium rutilum (2009)
Mycobacterium salmoniphilum (2007)
Mycobacterium sediminis (2013)
Mycobacterium senegalense (1979)
Mycobacterium senuense (2008)
Mycobacterium seoulense (2007)
Mycobacterium septicum (2000)
Mycobacterium setense (2008)
Mycobacterium sherrisii (2011)
Mycobacterium shinjukuense (2011)
Mycobacterium shottsii (2003)
Mycobacterium simiae (1965)
Mycobacterium sphagni (1980)
Mycobacterium stomatepiae (2008)
Mycobacterium szulgai (1972)
Mycobacterium terrae (1966)
Mycobacterium tokaiense (1981)
Mycobacterium triplex (1997)
Mycobacterium tusciae (1999)
Mycobacterium ulcerans (1950)
Mycobacterium vanbaalenii (2002)
Mycobacterium wolinskyi (1999)
Mycobacterium xenopi (1959)
Mycobacterium yongonense (2013)



M3. Hasznalt taptalajok

Bsszetevdk: LJ | pLJ | H | MA \ 7H11 | J \ 2MA \ TKH ML MGIT
szilard taptalajok levestaptalajok
Bidesztillalt viz 600ml 600ml 800ml 900ml 900ml 675ml 900ml 800ml 900ml BD
Léwenstein Medium Base (Difco — 244420 — 500g BD) 37,29 37,29 - - - - - - - -
Middlebrook 7H9 Broth (Difco — 271310 — 500g BD) - - - - - - 4,79 - 4,79 -
Mycobacteria 7H10 agar (Difco — 262710 — 500g BD) - - 199 199 - - - 199 - -
Mycobacteria 7H11 agar (Difco — 283810 — 500g BD) - - - - 21g 21g - - - -
Noble agar (Difco — 214220 — 500g BD) - - - - - - 159 - - -
BBL Middlebrook OADC Enrichment (BD 212240) - - - 100ml 100ml 100ml - - - 0,5ml
BBL Middlebrook ADC Enrichment (BD 211887) - - - - - - 100ml - 100ml -
Mycobactined (Synbiotics Mycobactine J — 2mg vial) oldat - - 2ml - 2ml 2ml 2ml 2ml 2ml -
glicerin - - 5ml 5ml 5ml 25ml - 5ml - -
Tween-80 - - - - - - 0,5ml - 0,5ml -
asparagin - - - - - 0,3g - - -
natrium-piruvat - 8g 5g - - - - 5g 5g -
Teljes tojas oldat 1000ml | 1000ml - - - - - - - -
Higitott steril tojassarga emulzié (Biolab EYE81100) - - 200ml - - - - 200ml - -
2%-0s malachitzéld oldat - - 51ml - - - - 5,1ml - -
3%-os toluidinkék oldat - 9,375ml -
Newborn calf serum (Sigma-Aldrich) - - - - - 200ml - - - -
BBL MGIT PANTA Antibiotic Mixture (BD) - - - - - - - - - 0,1ml
Amfotericin B - - - - - 0,01g - - - -
Trimetoprim - - - - - 0,01g - - - -
Polymixin B - - - - - 0,03g - - - -
végtérfogat 1600ml | 1600ml | 1000ml | 1000ml | 1000ml | 1000ml | 1000ml | 1000ml | 1000ml 4,6ml
noévekedési tulajdonsagok
MAP - (+) +++* . ++ +4** ++ ++ ++ (+)
MAH + ++ ++ + +++ ++ ++ +++ ++ +++
MAA + +++ ++ + +++ ++ ++ +++ +++ ++
MAS - - - - +++ ++ +++ + ++ -
egyéb Mycobacteriumok +++ + + ++ +++ + ++ ++ ++ +
M. bovis + +++ ++ nv ++ nv + - + +++
M. caprae + +++ ++ nv - nv + - + +++

Roviditések: LJ: Loéwenstein—-Jensen agar, pLJ: piruvatos Lowenstein—Jensen agar, H: Herrold’s agar, MA: Middlebrook agar, 7H11: 7H11
agar, J: J agar , 2MA: sajat fejlesztés(i agar , TKH:toluidinkékes Herrold’s agar, ML: Middlebrook leves, MGIT: ,BBL Mycobacteria Growth

Indicator Tube” — BBL Mycobacteirum ndvekedési indikatoros csé, *: ll-es tipusu, **: | és ll-es tipusu, nv: nem vizsgalt
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M4. ZN festékoldatok osszetétele és készitése

Tomény Ziehl-féle karbolsavas fukszin oldat:

bazikus fukszin (Reanal 10851-0-99-21) 19
96%-0s alkohol (Reanal 09474-2-22-65) 10 ml
fenol (Reanal 10160-0-08-38) 5¢
steril desztillalt viz 100 ml

A bazikus fukszint az etanolban, a fenolt a desztillalt vizben feloldjuk, majd a két oldatot
Osszeontjuk. Néhany napig allni hagyjuk, majd szirépapiron atszlirjik és csiszolt dugds

uvegben taroljuk.

5%-0s kénsav oldat

témény kénsav (Reanal 17769-0-0165) 5ml
steril desztillalt viz 95 ml

Készitéskor a kénsavat adjuk a desztillalt vizhez.

3%-0s metilénkék oldat

Metilénkék (Sigma-Aldrich 32722-1kg) 3,049
steril desztillalt viz 100,0 ml

Az oldat hosszu ideig eltarthaté.
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M5. Alkalmazott PCR rendszerek

Bsszetevak: 1 2 3 4 5 6 7 8 | 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18
mintanként (ul)

Templat DNS 5 2,5 1 5 2,5 5 1 5 5 5 2,5 25 1,5 25 1,5 25 25 25

Master Mix 20 22,5 24 20 22,5 20 24 45 45 45 225 | 225 | 23,5 | 225 | 235 | 225 | 225 | 22,5

GoTaq Flexi DNS polimeraz (5 U/ul) 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1

GoTaq Flexi 5% puffer 5 5 5 5 5 5 10 5 5 5 5 5

MgCl2(25 mM) 25 2,5 1,5 1,5 2 1,5 2,5 2 2 2 2 2,5

dNTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 1 1 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

PCR tisztasagu viz 8,1 134 | 13,9 99 | 1135 109 | 139 | 36,8 | 36,8 | 27,3 | 12,35 | 129 | 10,35 | 12,9 | 144 | 1235 | 129 | 124

Dream Tag DNS polimeraz (5 U/pl) 0,2 0,2

Dream Taq 10x puffer 5 5

Hot Star Taq DNS polimeraz 0,15 0,15 0,15 0,15

Hot Star Taq 10x puffer 2,5 2,5 2,5 2,5

Solution Q 5 5 5 5

Primerek (10 pmol/ul) 3,8 1 3 3 3 1,5 6 2 2 4 2 2 5 2 1,5 2 2 2
PCR kondicidk

Elsé denaturacié (°C) 95 94 94 95 95 95 94 95 95 94 95 95 95 95 95 95 95 95

Els6 denaturacio (t) 10m 5m 5m 10m | 15m 3m 5m 10m | 10m 4m 15m 3m 15 m 3m 3m 15 m 3m 5m

Ciklusszam 30 30 35 32 35 40 35 40 40 35 40 30 35 35 30 40 30 35

Denaturacio (°C) 95 94 94 95 95 95 94 95 95 94 95 95 95 95 95 95 95 98

Denaturacio (t) 30s 30s 30s 30s | 45s 30s 30s 30s Tm 30s 30s 30s 30s 30s 30s 30s 30s 30s

Annealing (°C) 65 58 59 65 55 60 59 55 55 58 53 60 58 53 62 53 60 68

Annealing (t) 3m 45s 30s 40s 45s 30s 30s 2m 2m 30s 1m 1m 1m 1m 1m 1m 1m 45s

Extenzio (°C) 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72

Extenzio (t) 3m 2m 90s 3m Tm 30s 90s 2m 2m Tm 2m 2m 2m 2m 2m 2m 2m 1m

Végso extenzio (°C) 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72 72

Végsoé extenzio (t) 10m | 10m 5m 10m | 10m 7m 5m 10m | 10m 5m M0m [ 10m | 10m | 10m | 10m | 10m | 10m 7m

1: Multiplex Mycobacterium PCR, 2: 1IS900 PCR, 3: F57 PCR, 4: 1S901/IS1245 PCR, 5: LSP*17 PCR, 6: DMC PCR, 7: MAP/MAV PCR, 8: 16S
rDNS PCR, 9: tuf gén PCR, 10: rpoB gén PCR, 11: MIRU1 PCR, 12: MIRU2 PCR, 13: MIRU3 PCR, 14: MIRU4 PCR, 15: VNTR25 PCR, 16:

VNTR32 PCR, 17: VNTR259 PCR, 18: MATR9 PCR, m: min (perc), s: sec (masodperc)
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M6. Hasznalt primerek

) PCR
név Szekvencia 5’-3’ ::sns]:; termék PCR Mennyis{a'g
(bp) hossza | rendszer |(ul/reakcio)
(bp)
Mycgen-F __ |AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 20 1030 1 04
IMycgen-R ___ [TGC ACA CAG GCC ACA AGG GA 20 1 04
MycAV-R ACC AGA AGA CAT GCG TCT TG 20 180 1 1
MycINT-F CCT TTA GGC GCA TGT CTT TA 20 850 1 1
TB1-F GAA CAA TCC GGA GTT GAC AA 20 379 1 05
TB1-R AGC ACG CTG TCA ATC ATG TA 20 1 05
IS900F CCT TTC TTG AAG GGT GTT CG 20 562 2 05
IS900R CCA CCA GAT CGG AAC GTC 18 2 05
F57-F CCC GAT AGC TTT CCT CTC CT 20 509 3 1,5
F57-R GAT CTC AGA CAG TGG CAG GTG 21 3 1,5
IS901F GCA ACG GTT GTT GCT TGA AA 20 1108 4 1
IS901R TGA TAC GGC CGG AAT CGC GT 20 4 1
IS1245F GCC GCC GAA ACG ATC TAC 18 127 4 05
IS1245R AGG TGG CGT CGA GGA AGA 18 4 05
LSPA17-F __ [CTG GAG TAC TTC CAC GAC CA 20 5 1
LSPA17-int__|GTC CAG GAA GAA CCG GAA C 19 202 5 1
LSPA17-R __ |GCA CTC GAA TTC ACG AAA TG 20 398 5 1
DMC529-F1 _ [TTG ACA ACG TCA TTG AGAATC C 22 162 6 05
DMC531-F2 _ [TCT TAT CGG ACT TCT TCT GGC 21 310 6 05
DMC533-R __ [CGG ATT GAC CTG CGT TTC AC 20 6 05
MAP3584-F _ |GCG TTG GAT CCT TTC GTG 18 533 7 1,5
IMAP3584-R__|GTC CAG GCC GTC GAG ATA G 19 7 1,5
IMAV4125-F  [TCA CCT GTC CAG ATC AAC GA 20 303 7 1,5
MAV4125-R _ [CGG GAT CAG CTT GAG ATA CC 20 7 1,5
27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 20 8 1
536-F GCC AGC AGC CGC GGT AAT AC 20 8 -
1492R ACG GYT ACC TTG TTA CGA CTT 21 8 1
T CAC GCC GAC TAC ATC AAG AA 20 552 9 1
T2 GAA CTG CGG ACG GTA GTT GT 20 9 1
Myco-F GGC AAG GTC ACC CCG AAG GG 20 64 10 2
Myco-R AGC GGC TGC TGG GTG ATC ATC 21 10 2
IMIRU1-F CGC GGA CTT GAT GGT CTC 18 ort 11 1
IMIRU1-R CCG TTG TCC AGG TGG AGT 18 vattozo 11 1
IMIRU2-F GAA CGA AGA TCC TGG GAC TG 20 ozt 12 1
IMIRU2-R CGA CGA CGA ACA CCT CAAC 19 valtozo 12 1
IMIRU3-F ACA TTC ACC CTG TCC ATT CC 20 o2 13 25
IMIRU3R CCT CCT TAC GGA GCA GGA A 19 vattozo 13 2,5
IMIRU4-F CGT TCA GCC TGT GCA TGG 18 Valtord 14 1
MIRU4-R CAA GTC GTC ACG GGC AAC 18 14 1
VNTR25-F ___ |GTC AAG GGA TCG GCG AGG 18 Valtozs 15 0,75
VNTR25-R __ [TGG ACT TGA GCA CGG TCA T 19 15 0,75
VNTR32-F ___ |CCA CAG GGT TTT TGG TGA AG 20 Valtord 16 1
VNTR32-R __ |GGA AAT CCA ACA GCA AGG AC 20 16 1
VNTR259-F |GGG TGT GGA GCT ACG ACT TC 20 altord 17 1
VNTR259-R __ |GAG CTG CTT GAC CAG GTG AT 20 17 1
MATR9-F CTG TTG GAG CGC AGC CGT TT 20 altord 18 1
IMATR9-R ACC CAG TCG TCG ACG GTG TT 20 18 1

1: Multiplex Mycobacterium PCR, 2: 1IS900 PCR, 3: F57 PCR, 4: 1S901/IS1245 PCR, 5:
LSP*17 PCR, 6: DMC PCR, 7: MAP/MAV PCR, 8: 16S rDNS PCR, 9: tuf gén PCR, 10: rpoB
gén PCR, 11: MIRU1 PCR, 12: MIRU2 PCR, 13: MIRU3 PCR, 14: MIRU4 PCR, 15: VNTR25
PCR, 16: VNTR32 PCR, 17: VNTR259 PCR, 18: MATR9 PCR
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M8. Mycobacterium torzsgyiijtemény (HUN_MYCO_COLLECTION_2006-2015 A és
B1-2)
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13. Koszonetnyilvanitas

Bar tavolinak tlnik, mégis elséként Prof. Dr. Rudas Péternek és Prof. Dr. Huszenicza Gyulanak

mondok koszonetet, akik elinditottak ezen az uton.

Mindenekelétt kdszéndém témavezetdmnek, Dr. Dan Adamnak tiirelmét, tamogatasat és

segitséget.

Kdszonet illeti ugyanakkor a Doktori Iskola mindenkori vezetdit és dolgozéit, valamint

munkahelyem korabbi (Dr. Tekes Lajos) és jelenlegi igazgatojat (Dr. Abonyi Tamas).

Koszo6ndm a Bakterioldgiai €s Molekularis Bioldgiai Laboratériumok volt és jelenlegi dolgozéinak
segitségét, kilon kiemelve Szombatiné Boda lldikot, Nagy Sandornét, Ottinger Ernénét, Juhasz

Agnest és Dr. Ursu Krisztinat.

Koszondm Koles Erzsébetnek és Egyetemink konyvtari dolgozdinak a szakirodalmak

megszerzéseben nyujtott segitségét.

Kdszdnet Turak Julcsinak, Mocsari Andrisnak, Horvath Ddérinak, Tarjaniné Szabd Kinganak, Surjan
Annamarianak, Veress Janosnénak és Miskd Timeanak a megrendelések, kézirat engedélyezések
és mindennemd Ggyintézésekben nyujtott segitséglikért és tdamogatasukért.

Kdszonetet szeretnék mondani a mintakért munkahelyem mas osztalyain dolgoz6 kollégaimnak:
Thuma Akosnak, Gyuris Evanak, Rigé Déranak, Erdélyi Karolynak, Téth Gergének, Bacsady

Arpadnak és Bajmécy Endrének.

Készéndm Gyuranecz Miklésnak, Kreiczinger Zsuzsanak és Eszterbauer Editnek hasznos

észrevételeiket és a kéziratok publikalasa soran nyujtott értékes segitseguket.

Koszonet illeti barataimat, akik vallaltak, hogy kritikus szemmel nézik at készul6 dolgozatomat:

Schweitzer Nora, Khayer Bernadett, Lérincz Marta, Szmolka Ama.
Kulon koszonet illeti Csivincsik Agit a mintakért, az informaciokért, a tamogatasart, a biztatasért.

Készéndm volt és jelenlegi kollégaimnak, PhD-s évfolyamtarsaimnak, barataimnak és

csaladtagjaimnak tiirelmiiket és tAmogatasukat, és Edesanyamnak, hogy mindig hitt bennem.

-129-



