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Bevezetés

A Mpycoplasma hyorhinis egy fakultativ patogén
baktérium, amit el6szor Switzer irt le 1955-ben (Switzer,
1955). A M. hyorhinis elsésorban a savéshartyak és az
izlletek gyulladasat (Kobisch és Friis, 1996) okozza.
Ritkabb estekben azonban flilgyulladast (Morita és mtsai.,
1995), kétéhartyagyulladast (Resende és mtsai., 2019) és
agyhartyagyulladast is kivalthat (Blinger és mtsai., 2020).
A koérokozo nyalmintak vizsgalata alapjan az Egyesult
Allamokban az allomanyok 97%-aban fordul elé (Pillman
és mtsai., 2019), mig Koreaban ezt 66,1%-nak mérték
(Cheong és mtsai., 2017). A M. hyorhinis egészséges
allatok orraban is megtalalhatd, a baktériumkozosség
részét képezi (Switzer, 1955). A malacok a kocaktol
fertéz6dnek, majd a battérian a malacok egymas kozott
gyorsan terjesztik a baktériumot (Clavijo és mtsai., 2017;
2019; Roos és mtsai., 2019).

A klinikai tinetek jellemz&en valasztasi malacokban
jelentkeznek. A valasztassal jard stressz, az anyai
ellenanyagok csokkenése vagy virusos tarsfert6zések
mind hozzajarulhatnak a tinetek megjelenéséhez és
befolyasoljak a fertézés sulyossagat (Palzer és mtsai.,
2015; Chen és mtsai., 2016b; Clavijo és mtsai., 2019). A



M. hyorhinis fert6zés klinikai tlnetei és kdrbonctani
elvaltozasai nem korjelzdk, ezért a baktérium kimutatasa
(ellemzéen PCR segitségével) az elvaltozasokbol
elengedhetetlen a megfelel6 diagnozis felallitasahoz
(Assuncéo és mtsai., 2005; Resende és mtsai., 2019).
Elérhetéek PCR alapu tipizalo eljarasok a M. hyorhinis
izolatumok rokonsagi viszonyainak meghatarozasara
(Tocqueville és mtsai., 2014; Dos Santos és mtsai., 2016;
Trieb és mtsai., 2016; Clavijo és mtsai., 2019), azonban
a pontosabb vizsgalatok elvégzéséhez szikséges Uj
genotipizald eljarasok fejlesztése, melyek
felbontoképessége és megbizhatésaga meghaladja a

korabbi rendszerekét.



Eurépaban nincs elérhetd oltéanyag a M. hyorhinis
okozta betegség megelbzésére, illetve mentes
allomanyok fenntartasa sem lehetséges. igy a megfelelé
allategészségugyi allapot elérése mellett (Palzer és
mtsai., 2015; Clavijo és mtsai., 2019), az egyetlen méd az
elvaltozasok enyhitésére a gyogyszeres kezelés. A M.
hyorhinis izolatumok érzékenyek a tetraciklinekkel,
pleuromutilinekkel és fluorokinolonokkal szemben (Ter
Laak és mtsai., 1991; Bekd és mtsai., 2019a; Rosales és
mtsai., 2020). A csokkent makrolid- és linkomicin-
érzékenység azonban elterjedt az izolatumok kozott
(Kobayashi és mtsai.,, 1996b, 2005; Bekd és mitsai.,
2019a).



Célkitlizések
Célul thztuk ki:

1. Tiz gyakran hasznalt antibiotikum minimalis gatlé
koncentracio értékeinek meghatarozasat 2019 és
2021 kozott gyujtott europai orszagokbol szarmazo

M. hyorhinis izolatumokkal szemben.

2. Rezisztencia markerek azonositasat a M. hyorhinis
izolatumok genomjaban. llletve ezek azonositasara

alkalmas molekularis tesztek fejelsztését.

3. Kllénb6zé felbontoképesséqli genotipizald
rendszerek fejlesztését M. hyorhinis izolatumok

jellemzésére.

4. Egy M. hyorhinis fertézési modell kidolgozasat a

jovBbeli vakcina hatékonysagi vizsgalatokhoz.



Anyag és modszer
Mintagytijtés és izolalas

Munkank soran Mycoplasma folyékony tapkdzeget
(Mycoplasma Experience Ltd., Bletchingley, United
Kingdom) hasznaltunk a M. hyorhinis tenyésztésére. Az
izolatumok azonositasara M. hyorhinis specifikus PCR
rendszereket hasznaltunk (Assungdo és mtsai., 2005;
jelen munka) és a szennyez6 Mycoplasma fajok jelenlétét
is PCR maddszerrel vizsgaltuk (Lauerman és mtsai., 1995;
Assuncado és mtsai., 2005; Martinson és mtsai., 2018a;
Wu és mtsai., 2019). Harmincnyolc hazai izolatum teljes
genom szekvencigjat (WGS) lllumina médszer (lllumina
Inc., San Diego, California, USA) segitségével hataroztuk

meg.

Antibiotikumérzékenység vizsgalat

Tiz gyakran hasznalt antibiotikumot vizsgaltunk ebben
a kutatasban: két tetraciklint (doxiciklin és oxitetraciklin),
egy pleuromutilint (tiamulin), egy fenikolt (florfenikol), egy
fluorokinolont (enrofloxacin), négy makrolidot (tilozin,
tilikozin, tilvalozin és tulatromicin) és egy linkozamidot
(linkomicin). Az  antibiotikumok  minimalis  gatlo

koncentracio (MIC) értékeit leves mikorhigitasos



modszerrel hataroztuk meg 76 M. hyorhinis izolatummal
szemben (két belga, 19 lengyel, 20 magyar, 15 német és
20 olasz). A MIC érték az a legalacsonyabb antibiotikum
koncentracio, ahol nem tapasztaltunk szinvaltozast
(névekedést) a nbvekedési kontroll szinvaltozasaval egy
idében (Hannan, 2000). A MICs és MICqo értékek azok a
legalacsonyabb koncentraciok amelyekkel a vizsgalt
izolatumok novekedésének fele és 90%-a gatolhato
(Hannan, 2000).

Mismatch amplification mutation assay

Emelkedett (H genotipus) és alacsony (L genotipus)
MIC értékekkel &sszefiiggd pontmutaciokat (SNP)
azonositottunk az érzékenységgel-0sszefliggé génekben
(23S rRNS és L4, L22 50S riboszoma fehérjék). Az SNP-
k azonositasat a 38 WGS segitségével Geneious Prime
szoftverben végeztik (verzioszam: 2019.2.1; Kearse et
al., 2012). Az SNP kimutatasara és a genotipusok
elkulénitésére mismatch amplification mutation (MAMA)
tesztet  fejlesztettiink. A fejlesztett rendszer
érzékenységét mind az L, mind a H genotipusra
meghataroztuk. A rendszer validalasara 0sszesen 138
mintat hasznaltunk (123 klinikai izolatum meghatarozott
MIC értékekkel és 15 klinikai DNS minta).
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Genotipizalé rendszerek fejlesztése

Az MLST rendszer fejlesztéséhez a haztartasi géneket
mas Mycoplasma fajokban leirt MLST rendszerek alapjan
gyljtéttik  6ssze (Manso-Silvan és mtsai., 2012;
Tocqueville és mtsai., 2014; Dijkman és mtsai., 2016;
Ghanem és El-Gazzar, 2016; Trueb és mtsai., 2016; Beké
és mtsai.,, 2019b). A génszakaszok kivalasztasanal a
koévetkez6 szempontokat vettik figyelembe: (1) a gén
legyen jelen minden M. hyorhinis genomban, (2) a
valtozékony belsé régiokat konzervalt hatarolo
szekvenciak vegyék korbe, (3) a génszakaszok magas
Simpson diverzitas értékkel rendelkezzenek, (4) a
valasztott génszakaszok hossza alkalmas legyen Sanger-
szekvenalasra és (5) a valasztott fragmentek a genomban
egyenletesen helyezkedjenek el. A fejlesztett rendszer
validalasat 47 izolatum felhasznalasaval végeztik el (M.
hyorhinis tipustorzs, hat elérheté6 GenBank szekvencia és
40 klinikai izolatum, kdztik 3 izolatum ugyanabbdl az
allatbol). A filogenetikai elemzést Maximum Likelihood
modszerrel vegeztik, Hasegawa-Kishino-Yano modellel

a MegaX szoftverben (Kumar és mtsai., 2018).



Az MLVA tervezéshez a tandem ismétlédé régiokat a
Tandem  Repeat Finder program  segitségvel
azonositottuk (Benson, 1999). A I6kuszok kivalasztasanal
az ismétl6dd szakasz hosszat (min. 12 bp) és az inzerciok
és deléciok aranyat (0%) vettik figyelembe. A fejlesztett
rendszerrel 41 izolatum jellemzését végeztik el (az
MLST-nél hasznalt mintak, kivéve a GenBank-i
szekvencidkat). A mintak csoportositdsa Neighbour-
Joining modszerrel tortént a paronkénti tavolsagok

alapjan a MegaX szoftverben (Kumar és mtsai., 2018).

Genotipizalé rendszerek 6sszehasonlitasa

45 toérzs (38 klinikai izolatum elérhetd teljes genom
szekvenciaval, GenBank szekvenciak és a tipustérzs)
MLST elemzését végeztik el az irodalomban elérheté
rendszerekkel [publikalt MLST: MLSTp (Tocqueville és
mtsai., 2014; Trleb és mtsai., 2016) és felszini fehérjéket
tartalmazé MLST: MLSTs (Clavijo és mtsai., 2019)]. A
filogenetikai elemzést mindkét korabbi MLST esetén a
MegaX szoftverben végeztik Maximum Likelihood
modszerrel Tamura-3 modell alapjan (Kumar és mtsai.,
2018).
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A harom MLST rendszer 6sszehasonlitasat a gén
fragmentek és a teljes szekvencia Simpson diverzitas
értékei és filogenetikai szempontbdl informativ poziciok
szamai alapjan végeztik ugyanazt a 45 mintat alapul
véve. A kapott torzsfak robosztussagat a 70% feletti
bootstrap értéket kapod elagazasok szama alapjan
hasonlitottuk &ssze. A jarvanytani adatok és a
filogenetikai elemzés Osszefliggéseit egy teleprél, tobb

évbdl szarmazo izolatum-sor alapjan vizsgaltuk.

Fertozési modell

Tizenhat, négyhetes malacot harom egyforma
atlagtémegl csoportra osztottunk. A fert6z6 anyagot
(MycSu160: egy hazai M. hyorhinis izolatum) mindkét
fertézési napra frissen készitettik. Az IV-IV csoport (n=6)
két egymast kdveté nap (DO és D1) intravénasan (1V)
kapta a fert6z6 anyagot. Az IV-IP csoport (n=6) keverten
kapta a fertéz6 anyagot, DO IV fert6zést, D1
intraperitonedlis (IP) fert6zést kaptak. A fertézési dozis az
IV-IV csoportban 1,66x10” CCU/malac volt, mig az IV-IP
csoport 2,86x107 CCU/malac dozist kapott. A kontroll
csoport egyedeit (n=4) ezzel egyidejlileg steril taplevessel
oltottuk.
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Az allatokat mindennap megfigyeltik, a Klinikai
tineteket és a testhémérsékleteket feljegyeztik. Hetente
kétszer vért vettink és orrtampon mintat gydjtottank,
illetve a testtdmegiket is lemértik. A savékban egy
altalunk fejlesztett teljes-sejt ELISA segitségével
vizsgaltuk a M. hyorhinis ellen termel6d6 ellenanyagok
mennyiségét. Az orrtampon mintakban pedig izolalassal
és PCR vizsgalattal néztik a M. hyorhinis jelenlétét. A
boncolas soran az elvaltozasokat pontoztuk, és mintat
gydjtéttiink az izlletekbél, a savoshartyakrdl, a
kétéhartyarol, a tidébdl és az agybdl. A mintakban
tenyésztéssel és PCR-rel vizsgaltuk a Mycoplasma fajok
jelenlétét, bakteriolégiai tenyésztést és koérszdvettani
elemzést végeztink. A fertézés utan gyidijtott re-
izolatumok genotipizalasat a fejlesztett MLST és MLVA
rendszerrel végeztik el. A kérszdvetanni elvaltozasokat
sulyossaguk alapjan szintén pontoztuk. A kérbonctani és
kérszbévettani mintak pontozasanak, a napi atlagos
sulygyarapodasnak (ADWG) és az ELISA titereknek a
kuldnbségeit statisztikai mddszerekkel is elemeztik az R
program segitségével (R Core Team, 2021).

A kisérletet az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs
PE/EA/746-7/2021 szamu engedélyében tamogatta.
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Eredmények
Antibiotikumérzékenység meghatarozasa

Szarmazasatol fuggetlenil két féle MIC eloszlast
tapasztaltunk a 76 vizsgalt M. hyorhinis izolatumot
vizsgalva. Bimodalis MIC eloszlast irtunk le a vizsgalt
makrolidokra és linkomicinre, mig unimodalis eloszlast
tapasztaltunk a tobbi vizsgalt antibiotikum esetében. A
vizsgalt izolatumokat alacsony koncentracioban gatoltak
a kovetkez6 antibiotikumok: tiamulin (MICgo 0,312 pg/ml),
doxiciklin (MICg 0,078 pg/ml), oxitetraciklin (MICgo 0,25
pg/ml), florfenikol (MICg 0,2 pg/ml). Az enrofloxacin pedig
enyhén emelkedett koncentracioban volt hatékony (MICgo
1,25 pg/ml). Emelkedett MIC értékeket tapasztaltunk a
vizsgalt izolatumok 42-56%-aban (32-43/76 izolatum) a
hasznalt makrolidokra és linkomicinre (32->64 pg/ml
kivéve tilvalozin: 5->10 ug/ml). Az orszagok kozott a
MICso értékek  Osszehasonlitasakor tapasztaltunk
kilénbséget makrolidok és linkomicin esetén. A hazai és
lengyel izolatumok alacsonyabb MICsy értékeket

mutattak, mint a német és olasz izolatumok.
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Mismatch amplification mutation assay

Csokkent makrolid és linkomicin érzékenységet
tapasztaltunk a meghatarozott MIC értékekkel rendelkezé
M. hyorhinis izolatumok 43%-aban (61/123). Rezisztencia
kapcsolt pontmutaciok kereséséhez két 50S riboszéma
fehérje (L4, L22) és a 23S rRNS gén szekvencigjat
elemeztik. A riboszoma fehérjék szekvenciajaban nem
talaltunk SNP-t, a 23S rRNS génben pedig egy
transzverziét talaltunk a 2066 poziciéban (A2058G
pozici6 az E. coli szamozas szerint). A fejlesztett
molekularis teszt eredménye a legtdbb minta esetén
megegyezett a leves mikrohigitasos maddszerrel kapott
eredményekkel. Fals eredményeket harom esetben
tapasztaltunk (G-13, Po-4 és Po-9), ahol a molekularis
teszt L genotipust mutatott, szemben a leves
mikrohigitasos maddszerrel, ahol emelkedett MIC
értékeket tapasztaltunk. A klinikai mintak esetében a
MAMA teszt eredménye szintén megegyezett a megfelelé
klinikai izolatum leves mikrohigitasos modszerrel kapott

eredményével.
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Genotipizalé rendszerek fejlesztése

Hat génfragmentet valasztottunk ki az MLST
fejlesztéshez (lepA, rpoB, rpoC, gitX, uvrA és valS). A
kidolgozott M. hyorhinis specifikus MLVA szintén hat
I[6kusz elemzésén alapul (Mhr205, Mhr396, Mhr438,
Mhrd41, Mhr442 and Mhr444). A fejlesztett genotipizalo
rendszerek validalasara ugyanazt a 41 izolatumot
hasznaltuk. Az MLST segitségével a vizsgalt torzskeet 32
szekvenciatipusra (ST) bontottuk fel, mig az MLVA
segitségével 38 genotipust tudtunk meghatarozni. Az egy
allatbol szarmazé izolatumokat egyik moédszerrel sem
tudtuk elkiléniteni. Néhany esetben az egy teleprél
kilénb6z6 évekbdl szarmazd izolatumok egy ST-t
képviseltek vagy kozeli rokon ST-ket alkottak az MLST
rendszerben. Ugyanakkor talaltunk olyan egy teleprdl
szarmazo izolatumokat is, amelyek nagyon eltér§ ST
voltak. Nem talaltunk &sszefliggéseket az izolatumok
eredete (szerv, izolalas éve) és a szekvencia- vagy

genotipusok kézott.
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Genotipizal6 rendszerek 6sszehasonlitasa

A vizsgalt 45 izolatum magas diverzitast mutatott mind
a két korabban publikalt (MLSTp, Tocqueville és mtsai.,
2014; Trieb és mtsai., 2016; és MLSTs, Clavijo és mtsai.,
2019), mind az altalunk fejlesztett MLST rendszerben
(MLSTn; MLSTn: 38 ST; MLSTp: 31 ST és MLSTs: 32
ST).

A filogenetikai szempontbdl érdekes pozicidk aranya a
teljes vizsgalt szekvenciakban az MLSTs esetén volt a
legmagasabb (8,12%), féleg az egyik sejtfelszini fehérjét
koédolé gén, az mtID magas varianciajanak (20,30%)
készonhetéen. A filogenetikai szempontbdl érdekes
poziciok aranya az MLSTn esetén 1,24% volt, mig az
MLSTp rendszerben 0,65%. A Simpson diverzitas értéke
a teljes szekvencia tekintetében az MLSTn rendszernek
volt a legmagasabb (0,986), mig az MLSTp 0,976 és az
MLSTs 0,964 értéket mutatott. A fligenetikai fakat
vizsgalva az MLSTn fan 6t ag kapott 70% feletti bootstrap
értéket, mig ez a szam az MLSTs esetén 12 volt az
MLSTp rendszerben pedig nem talaltunk ilyen elagazast.
A vizsgalt izolatumok jarvanytani hatterét az MLSTn
rendszerrel kapott filogenetikai fa tamasztotta leginkabb

ala.

16



Fert6zési modell

Az els6 Klinikai tinetek (duzzadt csank izlletek) hat
nappal a fertézés utan jelentkeztek az IV-IP csoportban
és két nappal kés6bb az IV-IV csoportban. Egyéb klinikai
tinetek nem jelentkeztek a fert6zott csoportokban, illetve
a kontroll csoportban egyaltalan nem tapasztaltunk
elvaltozasokat. Az ADWG az IV-IV csoportban 223 g, az
IV-IP csoportban 170 g, mig a kontroll csoportban 350 g
volt. A kontroll csoportban mért ADWG szignifikansan
magasabb volt, mint a fert6z6tt csoportokban tapasztalt.

A fert6z6 anyag beadasa utan mindkét fertézott
csoportban tapasztaltunk PCR pozitivitast; elszér az IV-IP
csoportban a fertézést kovetd o6tédik, majd az IV-IV
csoportban is nyolcadik napon. A boncolaskor vett mintak
esetében a savoshartyakrél (szivburok, hashartya,
mellhartya) és a tludébél gydjtéttek csak az IV-IV
csoportban mutattak PCR pozitivitast. Ezzel szemben
mindkét fert6zott csoportban legalabb egy mintabdl
minden izulet esetén (kdnyok, 1abtd, csank, térd) ki tudtuk
mutatni a M. hyorhinis jelenlétét PCR segitségével.
Azonban az IV-IV csoportban valamennyivel tobb izulet
mutatott pozitivitast. A kontroll csoportbol gydijtott
mintakban a kisérlet alatt nem tudtuk kimutatni a M.

hyorhinis jelenlétét. A re-izolatumok genotipizalasa soran
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kiderult, hogy minden re-izolatum ugyanazt az MLST és
MLVA tipust mutatja, mint a fert6z6 torzs, két kivétellel az
IV-IP csoportbdl. Ez a két re-izolatum egy MLVA l6kuszon
mutatott eltérést. Mas korokozd vagy sertés patogén
Mycoplasma faj jelenléte nem volt kimutathaté a
boncolaskor vett mintakbal.

Mindkét fert6zott csoportban legalabb egy gyulladt
izlletet talaltunk a boncolas soran. Az izlletgyulladast
savOos vagy gennyes gyulladas jellemezte, amit
leggyakrabban a csank (8/12) izlletben tapasztaltunk, ezt
a konyok (6/12), a térd (5/12) és a labtd (4/12) izllet
koévette egyik vagy mindkét oldalon. Kiterjedt, sulyos,
kronikus  szivburokgyulladast nagy  mennyiségli
kétészovet jelenlétében két allat esetében tapasztaltunk
mindkét csoportban. Emellett, enyhe vagy koézepesen
sulyos kronikus mellhartya- és hashartyagyulladast
kotészovetes nyulvanyokkal harom allat esetében
észleltiink az IV-IV csoportban. A kontroll csoportban
semmilyen korbonctani elvaltozast nem tapasztaltunk. A
korbonctani pontok mindkét fert6zott csoport esetében
szignifikans eltérést mutattak a kontroll csoporthoz

képest, de egymastdl nem tértek el.
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A f6 korszovettani elvaltozasokat az izlletekben,
valamint a mell- és hasureg parenchymas szerveit boritd
savoshartyakon tapasztaltunk. Az izuletekben a
gyulladas minden esetben nyiroktlisz6k megjelenésével
jart egyitt az erek korul, illetve néhany esetben
tobbmagvu oriassejtek megjelenését is tapasztaltuk. A
savoshartyak esetében a kot6szovetes nyulvanyok
megjelenése volt jellemzd, amelyet vagy gyulladas
(néhany esetben tébbmagvu driassejtekkel) vagy kiterjedt
vastagodas kisért. A tobbmagvu oriassejteket az
izlletekben és a mellhartyan ugyanabban az allatban
észleltik az IV-IV csoportban. A statisztikailag
szignifikans kildénbséget tapasztaltunk az IV-IV csoport
és a kontroll csoport k6zott az izliletek és az 6sszes szerv
kérszévettani pontjainak vizsgalatakor.

A M. hyorhinis ellen termelt ellenanyag szintje mindkét
fertézott csoportban szignifikans emelkedést mutatott a

kontroll csoport allataihoz képest.
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Megbeszélés
Antibiotikumérzékenység vizsgalat

Az allategészségugyi jelentéségli Mycoplasma fajok
antibiotikumérzékenységének vizsgalata id6igényes,
specialis tapasztalatot igényel és a mai napig nem
standardizalt. Ezért sok esetben a célzott antibiotikum
hasznalat nem elérhetd és a kezelésre hasznalt szerek
kivalasztasa tapasztalati uton torténik. Ebbdl kifolyodlag
elengedhetetlen friss és 0sszehasonlithaté MIC értékek
biztositasa, azonban ezekbdl kevés talalhatd meg az
irodalomban (Ter Laak és mtsai., 1991; Bekd és mtsai.,
2019a; Rosales és mtsai., 2020).

Ennek potlasara végeztik el 76 eurdpai (belga,
lengyel, magyar, német és olasz) 2019 és 2021 kozott
gy(jtétt M. hyorhinis izolatum antibiotikumérzékenység
vizsgalatat. A  vizsgalt izolatumokat alacsony
koncentracioban gatolta a tiamulin, a tetraciklinek
(doxiciklin és oxitetraciklin) és a florfenikol. Mig az
enrofloxacin mérsékelten emelkedett koncentracidban
volt hatékony. Ezzel szemben a vizsgalt makrolidok és
linkomicin  esetében  bimodalis MIC  eloszlast
tapasztaltunk, az izolatumok 42-56%-a mutatott csdkkent

érzékenyseget ezekkel a szerekkel szemben. Kismértéki
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eltéréseket tapasztaltunk az orszagok kézétt a makrolidok
és a linkomicin MICso értékeiben. Az orszagok kozotti
eltéréseket magyarazhatjak az antibiotikum hasznalat
kilénbségei, akar a beadas moddjat (parenteralis vagy
takamany/viz), akar a hasznalati gyakorisagat tekintve.
Egy eurdpai orszagokat (Belgium, Franciaorszag,
Németorszag és Svédorszag) vizsgald tanulmanyban
lényeges kulonbségeket talaltak az orszagonként javasolt
dozisok esetében, példaul Németorszagban a javasolt
dozisok alacsonyabbak voltak mint a tobbi orszagban
(Postma és mtsai., 2015).

Az elmult 35 évben megjelent eurdpai M. hyorhinis
izoldtumokhoz tartozé MIC adatok Osszehasonlitasa
alapjan valtozatlan alacsony MIC értékeket talaltunk a
tiamulin és a tetraciklinek esetében. Ez alapjan ezek az
antibiotikumok hatékonyan alkalmazhatéak M. hyorhinis
okozta megbetegedés gyogykezelésére. Azonban a
makrolidok és linkomicin esetén tapasztalt bimodalis
mintazat felhivia a figyelmet a rendszeres

antibiotikumérzékenység vizsgalat fontossagara.
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Mismatch amplification mutation assay

A makrolid és linkozamid tipusu antibiotikumok
kémialag kulbéznek  ugyan, de azonos a
hatasmechanizmusuk és atfednek a koétéhelyeik is
(ugyanez igaz a streptogaminokra, ketolidokra és
oxazolidinonokra; Leclercg, 2002). Mindkét antibiotikum
csalad a fehérje szintézist gatolja azzal, hogy
reverzibilisen kapcsolédik  a riboszéma 50S
alegységéhez. A kétéhely modosulasat a 23S rRNS gén
pontmutacioin  keresztlil  tobb  allategészségligyi
jelentéségli Mycoplasma faj esetében leirtak mar. llletve
madarakat és kérédzdket fertéz6 Mycoplasma fajok
esetén az L4 és L22 riboszéma fehérjékben is talaltak
ilyen pontmutaciét (Gautier-Bouchardon, 2018; Bekd és
mtsai., 2020, Grozner és mitsai., 2022). M. hyorhinis
izolatumokban korabban mar leirtak egy, a csokkent
makrolidérzékenységgel 6sszefliggé pontmutaciét a 23S
rRNS gén V doménjében az 2059 poziciéban (A2059G E.
coli szamozas szerint; Kobayashi és mtsai., 2005). Mi a
vizsgalt izolatumokban ugyanebben a régidban a 2058-as
pozicidban (E. coli szamozas szerint) talaltunk egy
transzverziot (A2058G) a csokkent makrolid- és

linkomicinérzékenységgel dsszefiiggésben.
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Erre a pontmutaciéra egy MAMA tesztet fejlesztettink,
ami egy koltséghatékony megoldast kinal a makrolid és
linkomicin érzékenység gyors vizsgalatara. A fejlesztett
teszttel kapott eredmények megfeleltek az in vitro
meghatarozott MIC értékeknek. Harom izolatum
esetében tapasztaltunk csak eltérést az eredményekben.
Ezekben a 23S rRNS génszekvenciaja alatdamasztotta a
MAMA eredményét. Ezt figyelembe véve mas
rezisztencia mechanizmusok jelenlétét is feltételezhetjuk.
Aktiv  kivalasztd  rendszerek, az antibiotikumok
inaktivalasa (Leclercq, 2002) vagy biofilm képzése is
hozzajarulhat a MIC értékek emelkedéséhez (Tassew és
mtsai., 2017).

Osszefoglalva, a fejlesztett rendszer megbizhatd
iranymutatast ad az antibiotikum kezeléshez abban az
esetben, ha a makrolid- és linkomicinérzékenység

vizsgalat eredményére révid idén belll sziikség van.

Genotipizal6 moédszerek

A hatékony genotipizal6 eljarasok kulcsfontosaguak a
M. hyorhinis fert6zés terjedésének jobb megértéséhez és
jarvanytani nyomozasok lefolytatasahoz. A korabban leirt
hat gén alapu MLST bar nagy felbontoképességgel

rendelkezik, alacsony a megismételhetésége (MLSTp;
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Tocqueville és mtsai., 2014; Trieb és mtsai., 2016). A
felbontoképesség javitasara egy modositott, sejtfelszini
fehérjék génszakaszait tartalmazé MLST rendszert is
leirtak (MLSTs; Clavijo és mtsai., 2019). A sejtfelszini
fehérjék génszakaszainak hasznalata azonban csokkenti
a rendszer megbizhatésagat (Estoup és mtsai., 2002;
Urwin és Maiden, 2003). Végul, az itt leirt rendszer
elkészllése utan, egy core genom MLST rendszert is
felallitottak, amivel szintenyészetek a legnagyobb
felbontassal kulonitheték el egymastdl (Bunger és mtsai.,
2021). A kilénb6zé MLST rendszrek mellett egy két
I6kuszt vizsgald MLVA-t is leirtak korabban M. hyorhinis
izolatumok jellemzésére (Dos Santos és mtsai., 2015).
Munkank soran nagy felbontéképességli MLST
(Simpson diverzitas 0,986) és MLVA (Simpson diverzitas
0,999) rendszereket fejlesztettiink. Alltalaban az egy
teleprél szarmazé izolatumok azonos, vagy kdzeli rokon
szekvencia tipusba sorolédtak mindegyik MLST
rendszerben. Ennek oka, hogy korlatozott szamu
haztartdési gén fragment felhasznalasaval csak
korlatozottan kulénitheték el a kdzeli rokon izolatumok
(Urwin és Maiden, 2003). Révid idén belul (hat honap és
egy év kozott), ugyanarrdl a teleprél szarmazo izolatumok

esetében is azonositottunk azonban nagyon kilénb6zé
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ST-ket, ez alapjan feltételezziik, hogy az eltelt idd alatt uj
torzsek kerulhettek be az allomanyba. Az alapjan, hogy
ugyanaz az izolatum (megegyez6 MLST és MLVA
profilok) talalhatdé meg egy allat kilonb6zd szerveiben,
feltételezziik, hogy egy torzs képes a makroszkopos
elvaltozasokat kivaltani minden érintett szervben.

A nemrég publikalt cgMST rendszert
0sszehasonlitottak az MLSTn és MLSTp rendszerekkel
73 német és osztrak M. hyorhinis izolatum alapjan
(Blnger és mtsai., 2021). Az MLSTn eredményei jobban
Osszevagtak a cgMLST eredményeivel (Rand koefficiens
0,496), mint az MLSTp eredmények (Rand koefficiens
0,179). Ezen felll az MLSTp rendszerrel néhany tavoli
rokon izolatum egy csoportba kerilt, szemben a cgMLST
és az MLSTn eredményekkel (Biinger és mtsai., 2021).

Az MLSTn és az MLVA megbizhaté, j6l reprodukalhato
és nagy felbontoképességli molekularis bioldgiai
modszerek M. hyorhinis izolatumok jellemzésére. Kozel
rokon izolatumok kapcsolatainak feltérképezéséhez a
kombinalt MLST és MLVA mddszert javasoljuk. Az MLVA
emellett pedig O©Onmagaban alkalmas jarvanytani
nyomozasok lefolytatasara, alapveté Ilaboratoriumi

eszk6zok és technikak segitségével.
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Fert6zési modell

Az elérhet6 irodalmi adatok alapjan az egy dozisu M.
hyorhinis fert6zés sem intranazalis, sem intravénas, sem
intraperitonealis uton nem alkalmas az dsszes jellemz6
elvaltozas kivaltasara (Lin és mtsai., 2006; Gomes Neto
és mtsai., 2014; Lee és mtsai., 2018; Martinson és mtsai.,
2018a; Fourour és mtsai., 2019; Wei és mtsai., 2020).
Ezért Martinson és munkatarsai (2018a) korabbi munkaja
alapjan egy két doézisu, intravénas és egy két ddzisu,
kevert, intravénas és intraperitonealis fert6zési maddot
alkalmaztunk a vizsgalatunk soran.

A két dézisu IV beadasi méddal (melyet korabban még
nem alkalmaztak) ugyan olyan foku érintettséget
tapasztaltunk az iziiletekben mint az IV-IP fert6zés mellett
(legalabb egy izilet gyulladasat regisztraltuk mindkét
csoportban minden allat esetében). Ez meghaladta a
korabbi  vizsgalatokban izuletgyulladasban érintett
egyedek szamat (az egy doézisu IV beoltas 1/10 allatban
okozott izlletgyulladast; Martinson és mtsai. 2018a). A
fertbzési modok kombinalasaval (IV-IP  csoport)
kifejezettebbek lettek az izuletgyulladas klinikai tlnetei
(duzzanat és santasag) és hamarabb is jelentkeztek.
Masrészrél, az IV-IV csoportban tdbb szervet érintett a

savoshartyagyulladas, mint az IV-IP csoportban. A
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boncolas soran tapasztalt elvaltozasok tébbsége mindkét
csoportban krénikusnak bizonyult. iziiletek esetében ezt
jelezték az izlleti membran megszaporodasa és az izlleti
tok megvastagodasa. Mig a savoshartyak kronikus
gyulladasanak jelei az dsszendvesek és a membranok
megvastagodasa, ezeket mind a szivburok, mind a
mellhartya esetén tapasztaltuk. A kevés re-izolatum a
PCR pozitiv mintak szamahoz képest szintén a fert6zés
kés6i fazisanak jele lehet. Ebbél kifolydlag a megfigyelési
id6 roviditését javasoljuk. Mivel a M. hyorhinis fert6zés
klinikai tinetei két hét elteltével elkezdenek mérséklédni
(Barden és Decker, 1971; Wang és mtsai., 2022a), a
megfigyelés hosszat az alapjan kell meghatarozni, hogy
mikor jelennek meg az els6 klinikai tinetek.

Figyelembe véve a feltételezést, hogy a baktérium
terjedésének természetes modja a keringési- vagy a
nyirokrendszeren keresztul torténik, illetve azt hogy az IV-
IV csoportban sulyosabbak voltak a kdrbonctani
elvaltozasok, a két dozisu intravénas fert6zést javasoljuk

a tovabbiakban hasznalni.
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Uj tudomanyos eredmények

Ad. 1.: Az elvégzett antibiotikumérzékenységi
vizsgalatok nélkllézhetetlen informaciét szolgaltatnak tiz
— a sertés agazatban gyakran hasznalt — antibiotikum
minimalis gatlé koncentracio értékeirdl 6t eurdpai
orszagbdl szarmazo, 76 M. hyorhinis izolatummal
szemben. Az elért eredmények nemcsak napjainkban, a
célzott antibiotikum felhasznalas elésegitése érdekében
fontosak, hanem jovébeli eredményekkel dsszevetve az
antibiotikumérzékenység valtozasanak

nyomonkovetésében is elengedhetetlenek lesznek.

Ad. 2.: A vizsgalt M. hyorhinis izolatumokban
azonositottunk egy korabban leirt csokkent makrolid- és
linkomicinérzékenységgel Osszefiggé  molekularis
markert. Erre a pontmutaciora egy gyors és megbizhato
molekularis tesztet (MAMA) fejlesztettlink. A kidolgozott
modszer elbsegitheti a gyors és célzott antibiotikum

terapia alkalmazasat a fetézott allomanyokban.
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Ad. 3.: Uj, PCR alapu genetopizalé rendszereket
(MLST és MLVA) fejlesztettiink, melyek segitségével
vizsgalhaté a fertézés jarvanytana és a M. hyorhinis
izolatumok rokonsagi kapcsolatai. A fejlesztett MLST
rendszert 6sszehasonlitottuk a korabban leirt MLST
rendszerekkel. Vizsgalatainkbdl kiderllt, hogy a mi MLST
rendszerink rendelkezik a legnagyobb
felbontoképességgel és mutatja legmegbizhatébban a M.

hyorhinis toérzsek genom-alapu rokonsagat.

Ad. 4.: Afejlesztett MLST és MLVA segitségével 41 M.
hyorhinis izolatum genotipizalasat és filogenetikai
vizsgalatat végeztik el. A fejlesztett MLST nagy
felbontoképességgel kilonitette el a vizsgalt M. hyorhinis
izoldtumokat. Az MLVA mddszerrel kombinalva a kozel

rokon izolatumok is elkllonithetéek voltak.

Ad. 5.: Két M. hyorhinis fert6zési modellt dolgoztunk ki
ot hetes malacokban. Mind a két intravénas dozisu, mind
a kevert intravénas és intraperitonealis fert6zéssel
sikerllt a betegségre jellemz6é elvaltozasokat kivaltani. A
fertézési modell igy alkalmas lehet vakcina hatékonysagi

vizsgalatok elvégzésére.
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