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Bevezetés, célkitlizések

Az elmult években a hazai allategészségligy egyik kiemelten fontos célja az orszag
gumokdérmentes statuszanak elfogadtatasa volt. Bar a hazai szarvasmarha-allomanyok 1981-tél
gyakorlatilag gimékérmentesek voltak, az Eurdpai Unié ezt a reaktiv egyedek nagy szama miatt
mégsem ismerte el. Az olyan allomanyokat, melyekben a guimékor jelenlétét nem lehetett
igazolni, azonban a tuberkulin bérprébakban nagyszamu pozitiv vagy kétes reakcié jelentkezett,
paraallergiasnak minésitették. A szoros antigénszerkezeti rokonsag miatt a nem tuberkulotikus
Mycobacteriumok (NTM) képesek athangolni a gazdaszervezet immunrendszerét, minek
kovetkeztében a hordozé gazdak reagalhatnak a tuberkulin bérprobaban, megnehezitve ezzel a
gumékor in vivo diagnosztikajat.

Vizsgalataink elsédleges célja a Magyarorszagon el6fordul6 NTM-ok pontos azonositasa volt.
A mycobacteriumok ezen csoportja igen valtozatos. Az egyes fajok tenyésztési és ndvekedési
tulajdonsagaiban jelentés kulonbségek figyelheték meg, mely kihivast jelent a diagnoszta
allatorvos szamara.

Ennek megvaldsitasahoz szilkségessé 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 kdvetéen fel kivantuk térképezni, hogy melyek
a hazankban leggyakrabban el6forduld6 mycobacteriumok, és azok mely allatfajokban
(gazdaspektrum) milyen elvaltozasokat (patogenitas) hozhatnak létre.

A kilénbdzd fajok gazdaspektruma és patogenitdsa mellett vizsgalni kivantuk a M. avium
alfajainak genetikai valtozatossagat, és fel kivantunk tarni a kilénb6zé genotipusok eléfordulasa
kozotti epidemiologiai kapcsolatokat.

Az ily médon Osszegyujtott adatokbdl, kiegészitve azokat a gazdaallatokrol megszerezhet6
informaciokkal térzsgydjteményt kivantunk felallitani, mely esetleges jovébeli vizsgalatok alapjat

képezheti.



Anyag és moédszer

A vizsgalati mintak és a kitenyészteni kivant Mycobacterium torzsek sokszinisége nem tette
lehetbvé egy szigoru mintafeldolgozasi és Mycobacterium tenyésztési protokoll kdvetését, igy az
egyes tOrzsek eltéré taptalajigényéhez, hémérsékleti optimumahoz és ndvekedési idejéhez
alkalmazkodva alakitottuk ki a kilénb6z& mintatipusok vizsgalati protokolljat. Amennyiben egy
adott Mycobacterium fajt nem tudtunk a korabban alkalmazott taptalajokon megfeleléen
tenyészteni, vagy vegyes tenyészetbdl szelektiv izolalasra volt sziikség, a kiilénb6z6 adalékok és
alapanyagok kombinalasaval magunk fejlesztettiink taptalajokat.

A beoltott szilard taptalajokat természetes fény mellett szabad szemmel, megtekintéssel,
a levestaptalajokat Ziehl-Neelsen (ZN) festéssel havonta vizsgaltuk, azzal a kitétellel, hogy a
MGIT cséveket csak akkor festettiik, ha a Wood-lampas vizsgalat pozitiv eredményt adott.

A kenetek vizsgalata sordan nem csupan a ZN-pozitiv baktériumalakok el&fordulasat
vizsgaltuk, de megfigyeltik azok méretét, alakjat, egymashoz viszonyitott elhelyezkedését (cord
képzddés, fészkes elrendezddés), és esetleges szennyezb fléra jelenlétét is.

A ZN festéssel pozitiv tenyészetek esetén feljegyeztik, hogy milyen taptalajon, mennyi
inkubaciét kévetben jelent meg a tdrzs, megfigyeltik telepmorfologiajat (elsdédleges
tulajdonsagok), és tiszta tenyészet esetén egy telepb8l atoltast készitettink tovabbi
vizsgalatokhoz. Levestaptalaj pozitivitas vagy szennyezett tenyészet esetén dekontaminalassal
végeztik az atoltast, hogy a kontaminans baktériumflorat eltavolitsuk.

Az atoltds soran beoltott taptalajok tipusat és az inkubacié kérlilményeit 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. Baktériumnovekedés esetén ellenérzé6 ZN festést
végeztink, hogy meggy6zddjink a tenyészet tisztasagardl. Az atoltasban kitenyésztett térzsnek
feljegyeztik novekedési sebességét (gyorsan, 7 napon belll vagy lassan, 7 napon tul névé),
novekedési hémeérséklet-tartomanyat, pigmenttermel6 képesseéget, telepmorfolégiai
tulajdonsagait és taptalaj preferenciait.

A kitenyésztett Mycobacterium torzseket molekularis bioldégiai modszerek segitségével
vizsgaltuk tovabb. A sikeres molekularis bioldgiai vizsgalatok eléfeltétele, hogy a mintakbadl
megfelel6 mennyiségl és minéségl bakterialis DNS-t vonjunk ki. A mycobacteriumok specialis
sejtfalanak készdnhetéen a mas baktériumoknal jol miikddd egyszerl fagyasztas/felolvasztasos
DNS feltaras nem ad megfeleld eredményt, sét, mintatipusonként (kopet, szdvet, bélsar) és
baktériumfajonként is mas-mas modszer szikséges.

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

Vizsgalataink soran kisérletet tettlink mycobacteriumok kdzvetlen szévetbdl és bélsarmintabdl
torténd kimutatasara/azonositasara is, melyeknél az alacsony baktériummennyiség és az

esetleges gatlé anyagok jelenléte miatt specialis DNS feltarasi modszerekre volt szlikség. Szerv-
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és szovetmintak esetén Roche High Pure PCR Template Preparation v.16.0 kittel valamint
QlAamp® DNA Mini kittel dolgoztunk, mig bélsarmintak esetén mindezek mellett ExtractMaster™
Fecal DNA Extraction kitet is hasznaltunk, a gyartok utasitasa szerint.

A kulonb6z6 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 térzseket hasznaltunk pozitiv kontrollként.

A M. avium subsp. avium (MAA) és M. avium subsp. silvaticum (MAS) torzsek
elkUl6nitéséhez molekularis biologiai identifikaldé mddszert fejlesztettliink, mely egy duplex real-
time rendszer alfaj specifikus mismatch (MM) primerekkel és nagy felbontasu olvadaspont
analizissel (HRM).

A szekvenalasra szant PCR termékeket agaréz gélbél QIAquick Gel Extraction Kit
segitségével tisztitottuk ki. A szekvenalasi reakciokban egy kivétellel ugyanazokat a primereket
hasznaltuk, mint a PCR reakcidékban. 16S rDNS szekvenalas esetén a 27F és 1492R amplifikalo
primerek mellett egy tovabbi szekvenald primert (536F) is beiktattunk.

A szekvenalasi reakcidkat BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit segitségével
végeztik a gyartd utasitasa szerint. A szekvenciafuttatast a Biomi Kft.-nél végeztettik ABI Prism
3400 DNA Sequencer készilék segitségével.

A két iranybdl leolvasott szekvenciakat a SeqMan — Lasergene 12 (DNASTAR) programmal
illesztettik 6ssze. A szekvenciak paronkénti dsszehasonlitdsat BioEdit 7.2.5 programmal, mig a
filogenetikai analizist MEGA 6.06 szoftverrel szomszéddsszevond modszerrel (Neighbor-Joining,

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

internetes adatbazisaba toltottik fel.

A M. avium alfajok genotipizalast LSP*17 szekvencia polimorfizmus és MIRU-VNTR
modszerekkel végeztik.

A MIRU-VNTR vizsgélatokhoz négy MIRU, harom VNTR és egy MATR Iékuszt amplifikaltunk.
A tandem ismétlédések (tandem repeat, TR) szamat az egyes PCR termékek méretébdl
allapitottuk meg. Kétes esetekben a termékeket megszekvenaltuk.

A kulénbdzd I6kuszokon az allélvaltozatossagot (h) a kovetkezd képlet alapjan szamitottuk:
h =n(1 - Zx?)/(n-1), ahol n a baktériumtérzsek szama, x; pedig az i-edik allél gyakorisaga az
adott I6kuszon.

A diszkriminacios indexet (DI) a Hunter és Gaston altal leirt képlettel hataroztuk meg. Azon
torzseket, melyek kozott kozvetlen epidemioldgiai Osszefiggés 4&llt fenn, mind az
allélvaltozatossag, mind pedig a diszkriminacids index meghatarozasnal kizartuk vizsgalatainkbol.

A kildnb6z6 genotipusok (GT) rokonsagi fokanak vizsgalatat NJ analizissel végeztuk

MEGA 6.06 program segitségével.



Eredmények

A 2006 és 2015 kozétt a NEBIH-ADI Bakteriologiai Laboratoriumaban izolalt kézel 3000
Mycobacterium torzset f6 csoportbeli hovatartozasuk meghatarozasast kovetéen vontuk be
részletesebb vizsgalatokba. A csaknem 2400 NTM-bdl kézel 1000 bizonyult M. aviumnak.

A M. avium torzsek kozott 144 MAA-t, 65 MAS-t, 94 MAH-t és 659 MAP torzset

azonositottunk.

Mycobacterium avium subsp. avium (MAA)

MAA torzseket hazi, vad- és allatkerti madarak mellett hazi és vadon él6 eml&sfajokbdl is
izolaltunk, Heves és Tolna megyék kivételével az orszag egész terlletérdl. Voros rékaban
elséként irtunk le MAA fert6zést.

Madarakban kivétel nélkil a madargimdkér kérbonctani képét talaltuk, szemben a
gimszarvas és roka mintakkal, melyekben nem volt lathaté elvaltozéas. A szarvasmarha,
vaddisznd és sertés mintak 14,3, 54,5 és 95,7%-aban lattunk kéros 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 tdrzs tej-, mig 9 térzs
hdshasznu allatokbdl szarmazott, melyek 11 honap és 14 év kozotti koruak, és 1 kivételével

Usz6k voltak.

Mycobacterium avium subsp. silvaticum (MAS)

MAS torzseket elséként izolaltunk vaddisznobdl, vords rokabdl, gimszarvasbdl, borzbdl, és
szarvasmarhakbol.

Makroszkopos elvaltozasokat a mintak 35%-aban (23/65) talaltunk, melyek 60%-a (14/23)
gumoékorra jellemzb koérszOvettani képet mutatott. A szarvasmarhak, melyek Limousin és
magyartarka fajtajuak voltak, tuberkulin bérprébaban pozitivan reagaltak.

A sajat fejlesztés(i valds idejli PCR rendszer sikeresen azonositotta mind a 65 térzset, és igy
a valtozékony morfoldgiai és ndvekedési sajatossagokra alapozott bizonytalan identifikalason tul
lehetévé valt a MAA torzsektdl vald megbizhatd és pontos molekularis biolégiai alapu elkilonités.

A MM primer az aspB gén egy C/G eltérését mutatja ki. Ezzel a primerparral a MAA, MAH,
MAP, M. bovis, és M. intracellulare torzsek nem amplifikalédtak, mig MAS térzsek esetén 369 bp
hosszu terméket kaptunk 94,9+0,2 °C-os olvadasponttal. A HRM primer egy feltételezett
membranfehérje génjében talalhaté TT/CG eltérést fog kdzre. Ebben a rendszerben a MAA
torzsek 91,63+0,05 °C, a MAS torzsek pedig 91,17+0,13 °C-os olvadaspontuak voltak, és

normalizalast kovetéen eltérd lefutasu olvadasi-gorbéket mutatnak 0,7 °C-os h&mérséklet-



eltolodassal. 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 mikodaott.

A MM és a HRM primerek altal felsokszorozott szakaszokat a referens térzsekben és tdbb
sajat izolatumban is megszekvenaltuk, hogy igazoljuk az eltérések valddisagat. A szekvenciakat
KP792232-KP792236 azonositoval a GenBank gyljteményében helyeztik el.

Mycobacterium avium subsp. hominissuis (MAH)

MAH torzseket emlés vad- és haszonallatok mellett egy esetben kutyabdl, két esetben pedig
allatkerti madarakbdl izolaltunk, Fejér megye kivételével az orszag egész teriletérdl.

A fert6zott sertések 7 megye 8 kilénbd6zé allomanyabdl szarmaztak, és kivétel nélkil
jellegzetes elvaltozasokat mutattak, melyek leginkabb a bélfodri nyirokcsomokra korlatozédtak.

A szarvasmarha eredetli térzsek 16 megye 38 allomanyabdl szarmaztak. A fert6zott
gazdaallatok 76%-a (35/46) reagalt tuberkulin bérprébaban. A toérzsek 2/3-at tej- (Holstein-friz,
Jersey), 1/3-at hushasznu (Aberdeen Angus, Charolais, Magyar sziirke) allatokbdl tenyésztettiink
ki, melyek 3 honap és 13 év kdzotti koruak voltak. Hét torzs szarmazott bikakbaol, 39 tehenekbdl.

A gimszarvas mintak 12,5, mig a vaddiszné mintak 28,6%-aban lattunk makroszképos
elvaltozasokat. Pavaban és a turakdéban a madargumdkdrral megegyezd korbonctani képet
lattunk. A kutya eredetli torzs egy varosi, lakasban tartott 2 éves térpe schnauzer kanbdl
szarmazott, melyben testszerte jelentkez6 nyirokcsomoé megnagyobbodas hatterében szisztémas

Mycobacterium fertézést diagnosztizaltunk.

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

MAP torzseket az orszag egész teruletérdl nagy szadmban mutattunk ki. Hazi és vadon él6
kér6dz6k mellett vaddisznobdl, rékabdl és sertésbél is izolaltuk a kérokozot. Magyarorszagon
elséként tipizaltunk MAP torzseket és mutattuk ki az I-es/S (juh) tipus el6fordulasat juhokban,
kecskékben és szarvasmarhaban. Ugyancsak elséként tenyésztettunk ki 1l-es/C (szarvasmarha)
tipusu MAP torzset sertésbél.

A toérzsek csupan 9,7%-a (64/659: 3 juh, 4 kecske, 4 muflon, 53 szarvasmarha minta)
szarmazott a paratuberkulozis célzott kimutatasara iranyul6 vizsgalatokbol, a tobbi a gumo&kor
igazolasara/cafolasara végzett bakterioldgiai vizsgalatokban, mint melléklelet kerult kimutatasra.

Az 542 mellékleletként kitenyésztett szarvasmarha eredetl torzs koziul 76 (14,02%) olyan
allatokbdl szarmazott, melyek nem reagaltak a tuberkulin bérprébaban, mig a fennmarad6 466
torzs (85,98%) a bérprobaban pozitiv vagy kétes reakciot ado allatokbdl tenyészett Ki.
Husmarhakbdl (Aberdeen Angus, Aubrac, Charolais, Limousin, Magyar szirke) 158, tejel6kbél
(Brown Swiss, Holstein-friz, Jersey) 416 torzset izolaltunk, melyek 184 kilénb6zé allomanybdl

szarmaztak. A legfiatalabb gazda 2 hoénapos, a legidésebb 16 éves volt. Az ismert eredeti
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torzsek 7,6%-at (44/577) bikakbal, tébb mint 92%-at tehenekbél izolaltuk. Tébb esetben izolaltunk
MAP tdrzseket egymassal rokon allatokbdl, mint pl.: anyabdl és borjabdl, testvérborjakbdl,
valamint kulfoldrél (pl.: Németorszag, Dania, Szlovakia, Hollandia) importalt allatokbdl.

A bivaly, a gimszarvas, a roka és a sertés eredetl torzsek Somogy megyébél szarmaztak.
A muflon térzsek Somogy megyében, karanténban mintazott Csehorszagbdl importalt allatokbdl
tenyésztek ki. A fert6zott juhok Hajdu-Bihar és Jasz-Nagykun-Szolnok, mig a kecskék Hajdu-
Bihar, Pest, Somogy és Veszprém megyeiek voltak. A vaddiszné mintdak zome (22/31)
Somogybdl szarmazott, de Bacs-Kiskun, Baranya, Gyér-Moson-Sopron, Hajdu-Bihar, Heves,
Komarom-Esztergom, Tolna, Vas és Veszprém megye eredeti torzsek is voltak.

A paratuberkuldzis célzott kimutatasara érkezett mintak kozul 41 bélsarminta, a 4 kecske
minta valamint a 3 juh bélminta esetén tobbféle kdzvetlen DNS kivonasi modszert kdvetéen is
megkiséreltik a MAP kimutatasat specifikus PCR rendszerek segitségével. A ,gold standardnak”
min&suld, kontrollként végzett tenyésztéses vizsgalattal 19 térzset sikerilt kitenyésztenink. A
tenyésztéses vizsgalatban negativ mintak minden esetben negativ PCR eredményeket mutattak.
A pozitiv mintak kézll 15-6t talaltunk pozitivnak a direkt PCR vizsgalatokban. A legtdbb 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.

Egyéb, nem M. avium NTM-ok kimutatasa és azonositasa

A kdzel 1000 M. avium torzs mellett 1419 egyéb, nem M. avium NTM-ot azonositottunk 2006
és 2015 kozott. Ezen torzsek tobb mint egy harmadat tejmintakbdl tenyésztettiik ki. Tovabbi
vizsgalatokba 230 térzset vontunk be, melyek kézil 38 volt tejeredet.

A gimszarvas eredetl torzseket kett6 (Tolna) kivételével Somogy megyébdl izolaltuk.
Vaddiszndkbol az alfoldi megyék (Bacs-Kiskun, Békés, Csongrad, Jasz-Nagykun-Szolnok)
kivételével az egész orszag terlletérél szarmaztak a tdrzsek. A sertés eredetll torzsek egy
Baranya megyei allomanybdl szarmaztak. A 103 nem tej eredetli szarvasmarha torzset Gyér-
Moson-Sopron és Jasz-Nagykun-Szolnok megyék kivételével az orszag 65 kuldonb6zé
allomanyabdl tenyésztettik ki, vegyesen bikakbdl (12%) és tehenekbdl (88%), hus- (33%) és
tejtipusu (67%) allatokbdl. A szarvasmarha gazdak 92,3%-a reagalt a tuberkulin b&rprobaban,
kérbonctani elvaltozast azonban csak 7,7%-ukban lattunk. A tejeredetl 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 toérzseket, mint a M. abscessus-t, a M. palustre-t, a M. peregrinum-ot vagy a

M. thermoresistible-t  kilénb6zé  gazdafajokban is  azonositottunk, M. smegmatis-t,
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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
vaddisznoban, és M. parafortuitum-ot csak gimszarvasban talaltunk.

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

A vaddiszn6 izolatumok kozott 45 ismert torzset talaltunk (88,2%), a maradék 6 U
torzstipusokat képviselt (M. sp. #1, #2, #3, #6, #7, #8). A 16 gimszarvas izolatumot 5 kivételével
(31,25%) azonositottuk, a nem azonosithatdk 4 kildnb6zé torzstipust képviseltek (M. sp. #3, #4,
#5, #7). Az ismert szekvenciak alapjan nem azonosithaté Uj torzstipusok tuf, rpoB és 16S rRNS
gén szekvenciait KP840553-KP840591 azonositd szamokkal elhelyeztik a GenBank
gyljteményében. Sertésbdl, 6zbél, damvadbdl, vords rokabdl, juhbdl, kutyabdl, teveébdl,
kaméleonbdl, krokodilbdl és emberbél csak korlatozott szamu térzzsel rendelkeztiink, melyeket
kivétel nélkul azonositani tudtunk.

A kereskedelmi forgalomban kaphatd kitek kézil az INNO-LIPA MYCOBACTERIA v2 egy
50 tdrzsdn végzett tajékozédo vizsgalatban az izolatumok minddssze 10%-at tudta azonositani,
igy ezt a modszert tovabbi vizsgalatainkbol kizartuk. A GenoType Mycobacteria CM/AS kit
tévesen M. gordonae-ként azonositotta a M. bourgelatii térzseket és a M. intermedium térzsek
egy részét, a M. nonchromogenicum térzsek zémét mint M. celatum-ot, két M. peregrinum-ot mint
M. fortuituml, 12 M. smegmatis-t mint M. fortuitum2, és harom Uj toérzstipust, mint M. szulgai,
M. scrofulaceum és M. intracellulare. Ezzel a kittel a pontos identifikalasok aranya 22,07%-nak
bizonyult (34/154).

A vizsgalt térzsek zdme j6l azonosithaté volt rpoB vagy tuf szekvenciajuk alapjan, mig a
16S rDNS szakaszok sok esetben nem bizonyultak megfelelé felbontdképességilinek.

A M. ulcerans ecovar Liflandii térzs a M. ulcerans-hoz és M. marinum-hoz valé nagyfoku
szekvencia-hasonl6sag miatt 16S rDNS, valamint részleges tuf és rpoB szekvenciak alapjan nem
volt azonosithatd, igy irodalmi adatokra tamaszkodva vizsgaltuk az 1S2404-es szakasz, az esxA
és esxB gének jelenlétét és a hsp65 gén részleges szekvencigjat is.

34 repreneztativ torzs és valogatott referens térzsek tuf génjének 548 bp hosszu szakaszat
felhasznalva filogenetikai fat készitettiink. Az altalunk identifikalt torzsek referens torzseik mellett
jelentek meg. A nem azonosithaté torzsek kozil a #6-os és #7-es a M. terrae komplexbe
sorolédott, melyben a M. nonchromogenicumhoz alltak a legkdzelebbi rokonsagban. A #4-es
torzs a M. vanbaalenii, M. vaccae és M. gilvum csoporthoz allt kézel, mig a #3-as torzs a
M. nebraskense-hez, az #5-6s a M. colombiense-hez hasonlitott leginkabb. A vaddisznékbal
izolalt #1-es, #2-es és #8-as torzsek rendre a M. thermoresistible-vel, M. florentiummal és

M. europaeummal alltak a legkdzelebbi rokonsagban.



M. avium alfajok genotipizalasa

Az LSP*17 szekvencia polimorfizmus vizsgalatat mind a 962 M. avium térzsén elvégeztiik.
A vizsgalt szekvencia minden MAA és MAS t6rzsbél hianyzott, mig minden MAP torzsben jelen
volt. A 94 MAH t6rzsbdl 64-ben (67,1%) tudtuk kimutatni, mig 31-ben (32,9%) nem.

MIRU-VNTR analizisbe a 3 referens térzs mellett 795 térzset vontunk be, és 772 esetben
tudtunk teljes profilt képezni (135 MAA, 62 MAS, 84 MAH, 491 MAP).

MAA és MAH torzseknél a MIRU3, MAP torzseknél a MIRU2, mig MAS térzseknél a MIRU4
allél bizonyult a legvaltozékonyabbnak. MAP térzseknél a MIRU4, MAA torzseknél a MIRU1 és
VNTR25, mig MAS torzseknél a MIRU1, MIRU2, VNTR25, VNTR32 és MATR9 I6kuszoknal csak
egyféle TR fordult el6.

A 772 torzs kozott 85 kilonb6dzé genotipust mutattunk ki. A kilénb6z6é genotipusok nem
voltak gazdafaj specifikusak, eléfordulasuk fliggetlen volt a gazdaallatok koratél és nemétdl, és az
egyes években vald el6fordulasuk sem kiilonb6zott. A 68-as és 70-es genotipusok kivételével,
melyeket a Duna-Tisza kdzének északi részén illetve az orszag észak-keleti cslicskében
talaltunk meg, a kulénb6z6 genotipusok eléfordulasa nem mutatott terileti kilonbségeket.

Ugyanakkor az egyes genotipusok alfajspecifikusak voltak. MAA torzsek kozott 17, MAH
torzsek kozott 43, MAS torzsek kozott 6, MAP torzsek kozott pedig 19 kilénbozé genotipust
azonositottunk.

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

Bizonyos farmokon ugyanazt a genotipust egymastol id6ben tavoli kitdréseknél is
azonositottuk. Az egyes kitoréseknél a MAA térzsek mindig azonos, mig a MAH térzsek mindig
eltér6 genotipusuak voltak. A szarvasmarha eredetli MAP torzsek (455 db) 150 kilénb6zd
allomanybdl szérmaztak. Hat allomanyban taldltunk rokonsagi kapcsolatokat MAP-fert6zott
allatok kozott. A 14 allatbdl 10 esetben a rokonok azonos genotipust hordoztak.

Vadallatokban és szarvasmarhakban a 2 f6 MAP genotipus el6fordulasi aranya megegyezett
altalanos el6fordulasi aranyukkal, azonban a kulénb6zd hasznositasi iranyu szarvasmarhakat
elkulonitve vizsgalva a hushasznu allatokban a 84-est, mig tejhasznuaknal inkabb a 77-est
talaltuk dominansnak. Az 8si magyar fajtaknal (magyar szirke, magyartarka) egyértelmien a 84-
es genotipus javara billent a mérleg. A féleg Daniabdl, és Németorszagbdl importalt tejhasznu
Jersey, Brown Swiss és kanadai és USA importbdl szarmazo Holstein-friz éllatok szinte kizardlag
a 77-es, mig a Szlovakiabol és Franciaorszabdl importalt hushasznu (Aubrac, Limousine,
Charolais) allatok egytél-egyig a 84-es genotipust hordoztak.

A genotipusok evolucios rokonsagat abrazolé filogenetikai fan a MAH, MAA, MAS és MAP

torzsek kilonallé csoportokba rendezédtek. A MAH térzsek 3 nagy alcsoportot alkottak, mig a
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MAA torzsek egy nagy és két kisebb alcsoport mellett dnallé genotipusokat is tartalmaztak, mint
pl. a 12-es, mely a tipustdrzset is magaba foglalta. A MAS tdrzsek egy kivételével egy nagyobb
alcsoportba rendez6dtek. A MAP térzsek kdzott az I-es tipusuak kilén alcsoportot alkottak, mig a
ll-es tipusuak kdzott 4 kdzepes alcsoportot é€s 3 fliggetlen genotipust talaltunk.

A DI, mely a vizsgalomaodszer diszkriminaciés erejét mutatja, a négy alfajt egyuttesen tekintve
0,9175, mig az egyes alfajokat kulon-kulén 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 kdzétt 0,967,
haziallatoknal 0,8583, mig vadallatok esetén 0,9601 volt.

Torzsgylijtemény

A 2006 és 2015 kozott izolalt torzsekbdl HUN_MYCO_COLLECTION_2006-2015 néven
torzsgylijteményt hoztunk létre. A gylijtemény egyik részét (A) a szarvasmarha tejminta eredet
pontosan azonositott 38 térzs alkotja, mig masik részében (B) a nem tej eredetl torzseket (2417
db: 541 MTC tag, 972 MA, 904 allati vagy kornyezeti eredetli NTM), a referens térzseket (3 db), a
korvizsgalati mintakbol szarmazoé torzseket (13 db), és az emberi eredetll toérzseket (10 db)
tintettik 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 bérproba pozitivitas
hianyaban felmér§ mintaknal: monitoring), valamint a koérbonctani és szdvettani vizsgalatok
eredményeit is feltlintettik. 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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Megbeszélés

A szarvasmarhakban szinte vilagszerte nagy szammal el6forduld tuberkulin b&rproba
pozitivitas jelzi, hogy a vizsgalt NTM-ok képesek athangolni a gazdaszervezetet, ezaltal
megnehezitve a gumékor invivo diagnosztikajat. Bar a hazai szarvasmarha-allomanyok
gumokdérmentességét 2014 februarjaban elismerte az Eurdpai Unio, a vadallatok az endémias
terlileteken tovabbra is fenntartjak és terjesztik a M. caprae-t, mely szerepik a NTM-ok esetén is
kihangsulyozanddé. Mivel a NTM-ok zdme bizonyitottan rendelkezik zoonotikus potenciallal, igy a
fert6zott allatok veszélyt jelenthetnek a gondozdkra, az allatorvosokra, a vadaszokra, valamint a

vagohidi és huslizemi dolgozdkra.

Vizsgalataink egyik f6 célja a nem M. avium NTM-ok molekularis médszerekkel torténd
azonositasa és elterjedtségliknek, valtozatossaguknak felmérése volt. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a hazai hazi és vadon él6 allatok kérében a nem M. avium NTM-ok nagy szamban
fordulnak el6, melyek klinikai jelentéségének megitélése csak pontos azonositasukat kdvetéen
lehetséges. Az allategészségugyi mintakbol szarmazé nem M. avium NTM-ok esetén jo
felbontoképességet tapasztaltunk a tuf és az rpoB gének esetén.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté kitek altaldban csupan a térzsek egy szik korét
képesek azonositani. Ezen térzsek leginkdbb human egészségugyi jelentéséggel birnak, mely
természetszerileg nem vag egybe az allategészségugy teruletén fontosnak itélt fajokkal. Az
egyedinek Vvélt jelzett DNS szakaszok hasznalata ellenére e rendszerek specificitasa sem
kielégit6. Az altalunk vizsgalt allategészségugyi mintakollekcion igen alacsony (INNO-LiPA
MYCOBACTERIA v2: 10%, GenoType Mycobacterium CM/AS: 22%) azonositasi aranyt
tapasztaltunk.

Vizsgalataink soran 31 korabban leirt nem M. avium NTM-ot azonositottunk, melyek
kornyezeti el6fordulasardl, patogenitasardl és zoonotikus képességérél mar rendelkeztink
bizonyos informacidokkal. Nem azonosithaté torzseket 14 esetben talaltunk. A kérnyezeti, nem M.
avium NTM-ok val6s valtozatossaga joval nagyobb, mint amilyennek azt az 1990-es évek elején
ismerték. Mig szarvasmarha eredetl torzsek kdzott csupan egyetlen Uj torzstipust talaltunk, a
vadallatokbdl szarmazo mintakban mind a 8 féle jelen volt. A NTM fajok leginkabb a kérnyezetbdl
kerllnek felvételre. Mivel a vadallatoknak szorosabb a kapcsolata természetes kérnyezetiikkel
(talaj, természetes vizek, Uledék, ndvények), ez magyarazatul szolgalhat az 0 térzstipusok
koztuk tapasztalt sokféleségére.

Az Uj torzstipusokbdl altalaban csak egy-két torzset talaltunk, azonban az M. sp. #4 t6érzset
5 esetben tenyésztettik ki. Harom tuberkulin bérprébaban pozitivan reagald, legeldn tartott
hdshasznu szarvasmarha mellett 2 gimszarvasbdl is izolaltuk, ami egyrészrél a torzs allandé
jelenlétét feltételezi a koérnyezetben, masrészt bizonyitja, hogy az fertézést és immunoldgiai

athangolédast egyarant képes okozni.
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A kornyezetben jelen lévé kilénbdzdé Mycobacterium fajokat a vadallatok dsszegydjthetik,
hordozhatjak és tovabbadhatjak. Megfigyelésiink, mely szerint az uj térzstipusok altalaban nem
okoztak kortani elvaltozasokat, szintén a gazdak rezervoar szerepére hivja fel a figyelmet.

Vadallatokban és szarvasmarhaban kozel azonos szamban talaltunk kulénféle nem M. avium
NTM torzseket, azonban eltéré volt az izolalt torzsek kére, mely kilonbségeket feltételez az

egyes torzsek gazdafaji preferenciaja és patogenitasa terén.

Vizsgalataink masik f6 célja a M. avium-ok molekularis modszerekkel torténd, alfaji szintd
azonositasa és genetikai valtozatossaguk megismerése volt.

A MAA a madarak gimdokérjanak obligat patogén kérokozéja, amit jél mutat, hogy madarakbal
szinte kizarélag ezt az alfajt izolaltuk, és minden esetben jelen voltak a jellegzetes kérbonctani
elvaltozasok. Madarak mellett mas allatfajokban is kimutattuk a kérokozét, hasonléan korabbi
eredményekhez, ugyanakkor az alfaj rokaban valé el6fordularasa nem talaltunk irodalmi adatot,
igy ezt els6ként kozoltik. Az egyes allatfajoknak a kérokozéval szembeni érzékenységét jelzi a
fertézésekben el6forduld kérbonctani elvaltozasok aranya. A sertéseknél megfigyelt nagyaranyu,
mig a szarvasmarhaknal kis szamban el6forduld koérbonctani elvaltozasok megfelelnek a
kilénb6z6 allatfajok MAA-val szembeni érzékenységét leird szakirodalmi adatoknak. Az alfaj
sertésekben valé dominanciaja azonban ellentétben all korabbi tapasztalatokkal, hisz altalaban a
MAH-t izolaljak gyakrabban sertésekbdl.

A MAH t6rzs széleskori elterjedtsége és tag gazdaspektruma szintén ismert volt. Szemben a
MAA-mal, MAH-t ritkan izolalnak madarakbdl. Esetliinkben a két térzs allatkerti, fogsagban tartott
allatokbdl szarmazott, ahol a fertézés forrasa feltehetben egy itatd lehetett, ahol a MAH alfaj
kénnyen képez biofilmet. A kutyaban talalt MAH okozta kérkép kilénds érdekessége, hogy a
husevok altalaban rezisztensek a M. avium fert6zésekkel szemben, azonban egyes szerzék
genetikai hajlamot feltételeznek bizonyos fajtaknal, mint amilyen az esetunkben vizsgalat torpe
schnauzer is. A MAA és MAH torzsek el6fordulasa szarvasmarhakban sem hasznositasi irany
szerinti, sem pedig korcsoporti, vagy nemi preferenciat nem mutatott.

MAP torzseket a gazdak széles korébdl izolaltak mar. Vadallatok, mint a roka vagy a
vaddiszno ismert rezervoar fajai a kérokozénak.

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
el6fordulhat. Ugyanakkor a ll-es tipus széles gazdaspektruma is megerésitést nyert, hisz
8 kulénb6z6  éllatfajbdl izolaltuk. Mindezen eredmények megegyeznek korabbi adatokkal,
azonban a sertés torzs korabbi eredményekkel ellentétben szintén ll-es tipusunak bizonyult.
Mindemellett kecskébdl is izolaltunk ll-es tipusu torzset. Tudomasunk szerint Magyarorszagon
elsékeént izolaltunk MAP-t sertésbdl, vaddisznébdl, vords rékabdl, gimszarvasbol, muflonbdl és

bivalybdl.
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A kitenyésztett tOrzsek szarmazasa hazank allattenyésztési viszonyainak és vadallomanyunk
eloszlasanak felelt meg. A juhbdl izolalt tdrzsek a jelentds kiskérédz6-tartasi hagyomanyokkal és
allatlétszammal rendelkezé észak-alfdldi tertletrél szarmaztak, mig a vaddiszno, gimszarvas és
réka eredetl tdrzsek zémében a gazdag vadallomanyardl ismert Dunantuli-kdzéphegység és
Dunantuli-dombsag terlleteirdl keriltek izolalasra. A szarvasmarhakbdl mellékleletként izolalt
torzsek esetén a gazdak tdbb mint 85%-a reagalt a tuberkulin bérprébaban, mely alatamasztja,
hogy a MAP képes immunoldgiai athangolddast okozni a fert6zott allatokban. A paratuberkulozis
célzott kimutatasara érkezett mintak direkt PCR vizsgalatdnak eredményei jol mutatjak, hogy
bélsarmintak esetén szikséges a mintaban talalhato PCR gatlé anyagok eltavolitdsa a DNS
feltaras soran.

MAS torzseket madarak mellett korabban 6zbél izolaltak, szarvasmarhak esetén pedig csak
mesterséges fert6zésrdl van irodalmi adat. Habar Turenne 2007-es 6sszefoglald cikkében még
megkérddjelezte az alfaj valédisagat, az elmult években izolalt torzsek szama bizonyitja
jelentéségét. Elséként tenyésztettik ki vaddisznobdl, vorés rékabdl, gimszarvasbol, borzbdl és
szarvasmarhabdl. Mivel ez az alfaj specialis tenyésztési korilményeket igényel, izolalasahoz
kilénos figyelemre és tapasztalatra van sziikség. Amikor 1990-ben a M. avium alfajanak
mindsitették azonositasara csak fenotipusos tulajdonsagai alapjan volt lehetéség. Az elmult
évtizedekben tobben prébalkoztak molekularis modszerrel torténd azonositasaval, azonban a
MAA torzsekkel valé nagyfoku szekvencia-hasonlosag miatt ezidaig ez nem sikerult. Az altalunk
fejlesztett duplex HRM és MAS specifikus valds ideji PCR rendszer lehetévé teszi a MAS és
MAA torzsek megbizhatd elkulonitését, és mivel nem igényel jeldlt primereket, ,probe”-ot vagy
PCR-t kdvetd kimutatasi eljarasokat, gyors és koltségkimél6é. Az egy csdben végzett HRM és MM
vizsgalatok ugyanakkor fokozzak a rendszer megbizhatosagat. A MAA és MAS specifikus gorbék
kozotti  stabil hdmérséklet-eltolédas és a termékek olvadaspontjanak alacsony szoérasa
szilardsagot ad a rendszernek, mig a széles templat DNS mennyiség rugalmassa és koénnyen

alkalmazhatova teszi azt.

A torzsek genetikai valtozatossaganak megismerése elengedhetetlen az egyes fert6zések
eredetének, a kulonbozd torzsek kozotti jarvanytani kulonbségek megismeréséhez.

A LSP-ok a genetikai valtozatossag molekularis markerei a MTC-ben és M. avium fajok k6zott
egyarant. Az LSP*17 szekvencia polimorfizmus vizsgalataink eredményei egybevagnak korabbi
adatokkal.

A M. avium tOrzsek tipizalasara és genetikai valtozatossaguk vizsgalatara a MIRU-VNTR
modszert 2007-ben hasznaltak elészor. Azéta tobb Uj I0kuszt azonositottak, és valtozatos |6kusz-
osszedllitasokat vizsgaltak kulonb6z6 M. avium torzseken. Annak érdekében, hogy magasabb
Dl-et érjink el mint a korabbi szerzék, a MIRU-VNTR vizsgalathoz egy egyedi I6kuszkombinaciot
valasztottunk 4 MIRU, 3 VNTR és egy MATR ldkusz bevonasaval. Osszességében a MIRU3-as
I6kusz bizonyult a legvaltozékonyabbnak, bar MAP torzsek kézott a MIRU2, mig MAS tdrzsek
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kézétt a MIRU4 volt a legvariabilisabb. Mivel a kilénb6zd alfajoknal jelentés kilonbségek
tapasztalhatok a I6kuszok allélvaltozatossagaban, egy jovébeni vizsgalat tervezésénél ajanlott az
alkalmazott I6kuszokat a vizsgalando torzsek tipusahoz igazitani.

A kulénbdz6 genotipusok alfajspecificitdasa megegyezik korabbi eredményekkel. MAH térzsek
kozott nagyfoku valtozatossagot figyeltink meg, mig MAS torzsek kozott alacsony
valtozatossagot tapasztaltunk.

Az egyes genotipusok széles kirl elterjedtsége, évek taviatabol vald izolalhatdsaga
folyamatos jelenlétiket és extrém kornyezeti tlir6képességuket bizonyitja. A genotipusok adott
terlleten, vagy azonos térben kulonb6z6 allatfajokban valo jelenléte alatamasztja a fajok kozotti
atadas, vagy azonos fert6zési forrasbdl szarmazo fert6zédés lehetéségét.

MAA jarvanyok esetén adott farmokon mindig azonos genotipus jelenlétét figyeltik meg, ami
a korokozo fajon bellli atadasat tamasztja ala. A MAH okozta jarvanykitoréseknél ezzel szemben
eltéré genotipusokat talaltunk, ami felveti, hogy kilonbség lehet a MAA és MAH alfajokra jellemzd
fertézési médokban. MAH torzsek esetén a fert6zés inkabb kérnyezeti eredetlinek tlinik, és a
megbetegedések halmozddasa hatterében az allomany egyéb okbdl csdokkent immunvédekezése
allhat. Mivel a MAA torzsek kornyezeti életképessége alacsonyabb ezen alfaj esetén a fert6zés
egyik allatrol a masikra val6 atadasa tinik jellemzének.

MAP torzsek esetén sok olyan allomanyt talaltunk, melyekben t6bb genotipus egyszerre
fordult eld. Ez az allatok gyakori cseréjével allt dsszefliggésben. Az Ujonnan az allomanyba
érkezett fert6z6tt egyedek nem csak a MAP kornyezeti terhelést novelik, de kdzvetlenll is
képesek atadni a kérokozot tarsaiknak és utddaiknak, melyet a rokon allatok kdzott megfigyelt
nagyaranyu genotipus egyezés is alatdmaszt.

Bar a kalféldrél szarmazé MAP-fertézott allatok szama nem volt tal nagy, mégis érdekes
megfigyelést tettiink. Ugy tlinik, hogy az importalt his- és tejhasznositasu allatok kdvetkezetesen
eltéré genotipust hordoztak fliggetlentl fajtajuktdl és szarmazasi orszaguktol. Ugyanakkor mivel
az 6si magyar fajtak is jellemzden egyféle genotipusuak voltak, azt feltételezziik, hogy az adott
allat hasznositasi tipusa 6sszefliggésben all a hordozott genotipussal hazankban. Az 1970-es
évek ota fokozatosan lecserélték a klasszikus hus- és kettés hasznositasu magyar fajtakat tejel6
Holstein-frizekre. Habar visszatekintd vizsgalatok elvégzésére nem volt médunk, ugy véljik, hogy
Magyarorszagon a 84-es genotipus lehetett altalanos, mig a 77-es genotipus az
allomanycserékhez importalt tejel6 (tulnyomoéan kanadai és USA eredetl Holstein-Friz) allatokkal
kerulhetett az orszagba, mely azéta széles korben elterjedt, visszaszoritva az eredetileg jellemz6
genotipust. Ezen elméletliink csak feltételezés, és visszatekintd elemzések hidnyaban talan nem
is bizonyithaté, de mindenképp felveti annak lehet6ségét, hogy az egyes genotipusok
elterjedtsége, az altaluk okozott fertézés lehetésége valamilyen formaban dsszefliggésben lehet
kornyezeti tényezdkkel vagy a gazdaallatok genetikai tulajdonsagaival.

Szarvasmarhakban MAS fert6zést eddig csak mesterségesen hoztak Ilétre. A

vizsgalatainkban fert6zottnek talalt allatokban ugyanaz a genotipus volt jelen, mely az adott
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terlleten vadallatok kézott a leggyakoribb volt. A fertézott allatok legelén tartott hiusmarhak voltak,
igy vagy a kornyezetbdl vették fel a korokozot, mely feltételezi annak allandé és nagyaranyu
jelenlétét, vagy a koérokozot hordozo vadallatok révén fertéz6dtek. Megfigyelésunk, miszerint a
hazi és vadon él6 allatokban egyarant kimutatott genotipusok esetén a vadallatokban valo
el6fordulasi arany tikrézi az egyes genotipusok hazidllatokban val6 jelenlétét, szintén a
vadallatok fert6zésfenntartd és -kdzvetitd, rezervoar szerepére hivja fel a figyelmet. A kilénb6z6
Mycobacterium fajok szilvatikus jelenléte nemcsak a kilonb6zd tdrzsek allomanyok kozotti
atadasahoz jarulhat hozza, de akadalyozhatja a mentesitési és gyéritési programok sikerességeét.
Mindezen megfigyelések kiemelik annak a sziikségesseégét, hogy javitott epidemioldgiai ellenérzé
intézkedésekkel prébaljuk megakadalyozni a fert6zés farmok, egyedek, és rezervoar fajok kozotti
terjedését.

Jelen vizsgalataink eredményeit filogenetikai fan abrazoltuk, melyen az egyes genotipusok
elhelyezkedése megfelel az alfajok k6zotti genetikai rokonsagnak.

Az altalunk hasznalt I6kusz-0sszeallitas a korabbi kombinacidknal megfigyeltnél magasabb DI
ertékeket eredményezett, igy ajanlhaté tovabbi vizsgalatokhoz.

Osszességében megallapithatd, hogy a Magyarorszagon nagy mdltra visszatekint allatorvosi
mycobacteriolégiai diagnosztika folytatasa- és Ujraélesztéseként elvégzett vizsgalataink
hianypétlo jelleglek. Az Uj taptalajok fejlesztésével hazankban lehetévé valt korabban nem, vagy
csak nehezen tenyésztheté Mycobacterium fajok izolalasa, mig a bevezetett molekularis bioldgiai
identifikald modszerek lehetévé tették a tdrzsek gyors és pontos azonositasat, és utat nyitottak az
egyes NTM fajok elterjedtségének, gazdaspektrumanak és patogenitasanak vizsgalatara.

A kitenyésztett torzsekbdl osszeadllitott torzsgyljtemény lehetéséget ad a NTM-ok altal
kivaltott immunoldgiai keresztreakcidok finomabb antigénszerkezeti okainak, valamint az egyes
fajok, alfajok és genotipusok mélyebb megismerésére, elterjedtségik, kérokozd képességuk,
gazdaspektrumuk és az okozott korképek sulyossaganak hatterében feltételezett genetikai
kllénbségek részletes vizsgalatara, melyek, természetesen, e munka keretein mar messze

tulmutatnak.
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Uj tudomanyos eredmények

Osszességében: megujitottuk és molekularis biologiai alapokra helyeztiik a hazai allatorvosi

Mycobacterium diagnosztikat. Ezen munka eredményei kézlil az alabbiakat emelem ki.

A M. avium fajra és alfajaira vonatkozéan:
1. Magyarorszagon el8szor azonositottuk a M. avium faj alfajait molekularis biologiai
modszerekkel, és adatokat szolgaltattunk magyarorszagi el6fordulasukrél, gazdaspektrumukrél,

az okozott kortani elvaltozasokrol.

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

fejlesztettlink.

3. Els6ként izolaltunk M. avium subsp. silvaticum torzseket vaddisznébdl, vorés rékabal,
gimszarvasbal, borzbdl, és szarvasmarhabdl, Il. tipusu M. avium subsp. paratuberculosis torzset

sertésbdl, és M. avium subsp. avium alfajt voros rékabol.

4. Magyarorszagon el6szor azonositottuk a M. avium subsp. paratuberculosis térzsek tipusait,
és mutattuk ki az I-es tipusi MAP jelenlétét szarvasmarhaban, kecskében és juhban. Uj
taptalajok bevezetésével lehetdvé tettlk ezen térzsek szilard taptalaj fellletén torténd

tenyésztését és tanulmanyozasat.

5. Magyarorszagon elséként vizsgaltuk a M. avium alfajokat LSP*17 jelenlétére, és
MIRU-VNTR analizissel.

A nem M. avium NTM-okra vonatkozdan:
6. Magyarorszagon elsdéként alkalmaztunk molekularis bioldgiai mddszereket nem M. avium

NTM-ok azonositasara.

7. Hazi, vadon él6 és kedvtelésbdl tartott allatok mintaiban 31 ismert NTM fajt és 8 (j
torzstipust mutattunk ki, és informaciéval szolgaltunk ezen tdrzsek eléfordulasardl, esetleges
kérokozd képességérdl: egyes fajokat és alfajokat Uj gazdafajokbdl is izolaltunk, illetve korabban

apatogénnek vélt fajok okozta fertézéseknél kértani elvaltozasokat talaltunk.

8. Az izolalt és tipizalt térzsekbdl egy joI dokumentalt, korszer(, 2481 torzset tartalmazé

Mycobacterium torzsgyUjtemeényt hoztunk Iétre.
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