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1. BEVEZETES

1.1. A mycoplasmakrdl altalaban.

A mycoplasmak - a virusokhoz hasonléan - nagyon elterjedtek az
élévilagban. Izeltlabuak, eml6sallatok, madarak, valamint névények
sejtjeinek feliiletén tobbnyire mint parazitdk él6skodnek, de a sejtekbe
behatolni is képesek, ahol kiilonféle citopathologids elvaltozasokat okozva
sejtpusztulast idéznek el6 (1).

A mycoplasméak tanulmanyozéasat vonzova teheti az a tény, hogy
ezek a legkisebb és legegyszerlibb procaryota €l6lények, amelyek még
onallé6 szaporodasra képesek. A mycoplasmak 150-300 nm atmérdjd,
plazmamembrannal korilvett, sejtfal nélkiili mikroorganizmusok, sejtjeikre
a nagyfoku pleiomorfizmus jellemz6. Folyadékkultardban a coccoid alaktol
a fonalas alakig sokféle formaban el6fordulnak, az elagaz6do fonalak
hasonlitanak a gombafonalakhoz, innen ered elnevezésiik is (2).

Biokémiailag a mycoplasmak két nagy csoportra oszthatok aszerint,
hogy energiajukat milyen forrasbdl biztositjak: glukozbontokra és arginin
felhasznélokra (2).

A mycoplasmadk mindossze kb. 500 MDa nagysagua genommal
rendelkeznek, amelynek kodolo kapacitdsa legfeljebb 700 kiilonb6z6
fehérje kodolasara elégséges. DNS 0Osszetételiik jellegzetessége az alacsony

(25-34 mol%) G+C arany (3).

1.2. A mycoplasmosisok jelentdsége.

Csaknem minden haziallatfajunk fert6z6dhet és megbetegedhet
mycoplasmak altal. A szarvasmarhak ragados tiid6lobjat a M.mycoides var.
mycoides, a sertések enzootias pneumonidjat a M.hyopneumoniae okozza.

A baromfi M.gallisepticum, a pulyka M.meleagridis okozta fert6zottsége



idalt 1égzdszervi megbetegedéssel jar (chronic respiratory disease, CRD).
Mais esetekben a mycoplasméak a nemi szervekben telepszenek meg és igy
szaporodasi zavarokat, sulyosabb esetekben terméketlenséget okoznak (pl.
a M.cloacale pulykaban és libaban). A fert6z6ttség az allomanyokban
sexudlis aton rohamosan terjed. A kecskék €s juhok jarvanyos elapasztasat
a M.agalactiae okozza (4).

A human mycoplasmés megbetegedések koziul a M. pneumoniae
altal okozott atipusos pneumonia mar aranylag régéta ismert (5,6), a
termékenységi zavarokat és medddséget letrehoz6 M. genitalium csak az
1980-as évek kozepén valt ismertté (7). A kozelmultban irtak le olyan
mycoplasma torzseket (M.fermentans, M.pirum, M. penetrans), amelyek
kovetkezetesen csak HIV szeropozitiv illetve AIDS-es betegekbdl
izolalhatok, ezért ezeket a torzseket a HIV virus synergistainak tartjak (8).
Tény, hogy a hugyuti fertézésekben szerepet jatsz0 M.hominis,
M.genitalium, és Ureoplasma urealyticum torzsek, a hamsérilések
eléidézése, a gyulladasos allapot fentartasa révén eldsegithetik a HIV virus
behatolasat a szervezetbe. Az is bizonyitott, hogy a szervezet tartds
mycoplasmas fert6zottsége T-sejt anergiat, azaz immunszupressziot
eredményezhet, ami szintén segitheti a HIV fert6z6ttség, illetve az AIDS
kialakulasat (8).

1.3. A M. gallisepticum.

A Mycoplasma gallisepticum a hazityak idilt 1égzoészervi
megbetegedésének (CRD), - mycoplasmosisanak - korokozoja. Elséként
Nelson izolalta 1935-ben (9) és irta le, mint fert6z6 coccobacilliform
testeket, majd Adler és mtsai. (1957) izolaltak és azonositottak madar
eredeti pleuropneumonia like organism (PPLO) - a mycoplasmék korabbi

elnevezése - torzseket (10). A M. gallisepticum altal okozott elvaltozasok



els6sorban idiilt jellegiek, a légcs6von, tidén és a légzsidkokon
jelentkeznek, s a hosszantart6 megbetegedés az allatok csokkent
ellenalloképességéhez, rossz takarmany-értékesitéséhez, lesovanyodasahoz
és esetenként tomeges elhullasdhoz vezet. Tobb esetben iziileti gyulladas
(arthritis) kialakulasat is megfigyelték (11,12). Ritkabban a kis artériak
gyulladasat (polyarteritis) okozza, amelynek soran elsGsorban az agy és a
sziv karosodik. Pulykdkban a M.gallisepticum kifejezett tropizmust mutat
az agy kis artériai irant, és a létrejovo polyarteritist sulyos encephalopathia
koveti (13).

Porta ¢és munkatarsai szerint egyes eurOpai orszagokban a
tojoallomanyok M.gallisepticum fert6zottsége kozel 20%-os, de néhany
kozép- és keleteurdpai orszagban eléri az 50 %-ot is (14). A M.
gallisepticum okozta gazdasagi kéar vilagszerte sziikségessé tette olyan
program kidolgozasat, amelynek célja a toj6 és broiler &allomanyok
mycoplasma-mentesitése. Ilyen program hazankban is elindult, de a kezdeti

sikerek ellenére dllomanyaink egy része tovébbra is fert6zott maradt.

2. CELKITUZESEK

2.1. Az MTA Allatorvostudoményi Kutatbéintézetében Stipkovits dr. és
Varga Zsuzsanna dr.-n6 szaporodasi zavarokat és terméketlenséget mutatd
ganarok phalluszabdl tobb mycoplasma torzset izolalt. Mivel az eldzetes
vizsgalatok azt mutattdk, hogy az izolalt torzsek eddig nem leirt fajba
tartozhatnak, célul tiztik ki, hogy az International Committee on
Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes
el6irasai szerint (15) jellemezziik az izolalt torzseket és aj fajokként

irjuk le.



2.2. Mesterséges tojasfertozéssel, kisérletileg akartuk igazolni azt az
elméleti feltételezést, hogy az un. keltetéi fert6z6dés a Mycoplasma
gallisepticummal fert6z6tt tojasbol kikelt naposcsibéktdl ereddé horizontalis

fert6z6dés kovetkezménye.

2.3. Kiilonféle jarvanytani esetekbdl tobb Mycoplasma gallisepticum
torzset izolaltak mar, amelyek a betegség kivaltasat el6idézték. Ezek a
torzsek felileti antigénjuk alapjan valamennyien egy fajhoz, a Mycoplasma
gallisepticumhoz ~ voltak  besorolhatok, ugyanakkor pathogenitas
tekintetében kiilonboztek egymastol.

Az értekezés alapjaul szolgalo kutatasoknak egyik meghataroz6 célja
volt, hogy a baromfi mycoplasmosist okoz6 Mycoplasma gallisepticum
fajon beliili torzseit, kilonb6zé izolatumait molekularis biologiai
szempontbdl jellemezziik és 6sszehasonlitsuk. Ezek a vizsgalatok ma mar
elengedhetetlenek az izolalt torzsek korszeri taxondmiai besorolasa
szempontjabol (15). Fontosak azért is, mert lehetdséget nyudjtanak a
pathogén mycoplasma torzsek terjedésének a nyomonkovetésére DNS
ujjlenyomataik (fingerprint) alapjan, illetve egy adott telepen a fert6zottség

eredetének megallapitasara (jarvanytani nyomozas).

24. A mycoplasma fert6z6ttség kimutatdsidra tobbféle modszert
alkalmaznak. Az egyik a korokozé mycoplasma faj kozvetlen kitenyésztése
a vizsgalati anyagbol. Ez a modszer elvileg nagyon érzékeny (par sejt mar
felndveszthetd), de a mycoplasmak kiilonleges tapanyagigényiik miatt, csak
specialis tapoldatban, aranylag hossz( id6 alatt (5-10 nap) szaporithatok
fel. A tenyészet ezért gyakran mas szaprofita mycoplasméakkal és

baktériumokkal lehet szennyezett.



A mycoplasma ellenanyagszint megnovekedésének kimutatasara
hasznos  diagnosztikai moddszer a  hemagglutinicidos teszt, a
hemagglutinacio-gatlas, vagy a modernebb és érzékenyebb ELISA
modszer. Ezek a probdk azonban csak akkor diagnosztikai értékiiek,
amennyiben a kéthetes id6kozben levett savOpar-vizsgalat szignifikans
ellenanyagszint novekedést mutat. Ennek megfeleléen a modszer rendkiviil
1d6igényes. Egyes esetekben keresztreakciok is el6fordulhatnak (pl. a M.
synoviae-val), amelyek megnehezitik a kiértékelést (16).

Ezek ismeretében célul tiiztikk ki, hogy a baromfi mycoplasmas
fertozottségének  (mycoplasmosisanak) kimutatasara egy j,

megbizhato és gyors modszert dolgozzunk Ki.

3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A vizsgalt torzsek eredete.

A mesterséges tojasfertézéshez a M. gallisepticum S6 Holland
torzsét hasznaltuk.

DNS hasitasi és fehérje mintazat szempontjabol hat, a vilag
kiilonboz6 helyén, kiillonboz6 jarvanytani eset soran izolalt M.gallisepticum
torzset (X95, MK7, MS16, és harom S6) vizsgaltunk meg és hasonlitottunk
Ossze. Az S6 torzs harom laboratériumb6l (Hollandia, USA és
Anglia/Bench) szarmazott és a vizsgalatok soran szarmazasi helytdl
fiiggben kiilon-kiilon kezeltiik azokat (5. kézlemény, 1. tdblazat).

A parcidlis genomikus génkonyvtar a M. gallisepticum S6 torzs
DNS-bdl késziilt.



Valamennyi  madar-mycoplasma  torzset BEG  mediumban

novesztettiik (17).

3.2. Az alkalmazott vizsgalati modszerek:

3.2.1. Libabol izolalt mycoplasma torzsek azonositdsa szerologiai
probakkal (1. és 2. kozlemény, 18).

3.2.2. Liba eredeti mycoplasma torzsek DNS G+C aranyanak
meghatarozasa olvadasi pont alapjan (19).

3.2.3. Mesterséges embriofertozés M. gallisepticummal, a koérokozo
visszaizolalasa a fert6zott szovetekbdl (3. és 4. kozlemény).

32.4. A szoveti elvaltozasok korbonctani, korszovettani és
elektronmikroszkopos vizsgalata (3. és 4. kozlemény).

3.2.5. Mycoplasma gallisepticum torzsek fehérje mintazatainak
Osszehasonlitdsa SDS poliakrylamid gélelektroforezissel (5. kozlemény).
3.2.6. Mycoplasma gallisepticum torzsek DNS fingerprintjének
meghatarozasa és 6sszehasonlitasa (5. kozlemény).

3.2.7. A Mycoplasma gallisepticum S6 (Holland) torzs részleges
genomikus konyvtaranak létrehozasa (6. kozlemény).

3.2.8. Specifikus DNS proba szelektalasa dot és Southern hibridizaciok
alapjan (6. kozlemény).

3.2.9. A proba érzékenységének meghatarozdsa dot hibridizacioval (6.
kozlemény).

3.2.10. A hibridizacios teszt egyszertsitése, és a radioaktiv proba biotinnal
jelolt probaval torténd helyettesitése, az un. direct filter hibridizacios

(DFH) teszt adaptalasa (7. kozlemény).



4. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

4.1. A Dr. Varga Zsuzsanna altal elézetesen elvégzett szerologiai és
biokémiai vizsgalatok azt igazoltdk, hogy a Stipkovits laboratoriumban
izolalt négy (1219, 1220, 1221 és 1222 jeld) liba eredeti mycoplasma torzs
koziil harom (az 1219, 1220 és 1222) nem azonos az eddig ismert madar és
emlés mycoplasma torzsekkel. Eldallitottuk az izolalt torzsek elleni
ellenanyagokat nyualban, és novekedés gatlasi probaval megéllapitottuk,
hogy az 1219 és 1222-es torzs szerologiailag egymassal, az 1221 es torzs
pedig a mar korabban leirt M. cloacale-val azonos (1. és 2. kozlemény,
18,20).

Uj mycoplasma torzsek leirasa esetén a meghatirozott biokémiai és
szerologiai probak elvégzésén kivil kovetelmény a fajok DNS GH+C
aranyanak meghatdrozasa is. Ezt a torzsek DNS-olvadasi pont
meghatarozasaval végeztiikk el. Az 1219-es torzs DNS G+C ardnya 28.55
mol%, az 1220-as torzsé 27.60 mol%, az 1221-es torzsé pedig 26.50 mol%
(nem ko6zolt adat). Ezek az alacsony DNS G+C aranyok (26-29 mol%)
bizonyitjak, hogy a torzsek valoban mycoplasmdk €s nem antibiotikum
hatasra kialakul6 baktérium L-formék.

Ahhoz, hogy az izoladlt mycoplasma torzseket valoban 10j fajként
irhassuk le, a novekedés gatlasi probaval kapott eredményeket mas
immunolégiai médszerekkel (pl. immundiffazid, anyagcsere gatlasi proba )
1s meg kell erdsiteni.

Azt, hogy a két, valoszindleg 0j mycoplasma-fajnak (1219/1222 és
1220) oktani szerepe lehet a tojolibak €s gunarok szaporodasi zavarainak é€s
terméketlenségének létrehozasdban, mesterséges 4allatfertozési kisérletek

adatainak kell majd bizonyitania.



4.2. A M. gallisepticummal végzett kisérletes csirkeembrio-fert6zés
eredményei igazoltak azt az elméleti feltételezésiinket, hogy a keltetés soran
a tojasba keriilt M. gallisepticum hat4sara az embrioknak csak egy bizonyos
hanyada hullik el, masrésziik viszont fert6zotten kikelhet és szerepet jatszhat
a keltet6i horizontalis fert6zés terjesztésében (3. és 4. kozlemény).
Elektronmikroszkopos vizsgalattal sikeriilt kimutatni, hogy a
mycoplasmak nemcsak extracellularisan, hanem intracellularisan is
megtalalhatok, a 1égutak tobbnyire mér elhalt hdmsejtjeiben. Nem sikertilt
azonban valaszt adni arra a kérdésre, hogy az intracellularisan kimutathato
mycoplasmak vajon életképesek-e, hiszen a fert6z6tt szovetekbdl sikeresen
visszaizolalt mycoplasmak az extracellularis térbdl is szdrmazhattak (3. és 4.

kozlemény).

4.3. Osszehasonlitottuk a vilag hat kiilonb6zé pontjar6l szarmazo, baromfi
mycoplasmosisbol (CRD) izolalt Mycoplasma gallisepticum torzs négy
restrikciés enzimmel (HindIIl, BamHI, Pstl, XhoI) nyert DNS hasitasi
mintazatat. Megallapitottuk, hogy a torzsek kozott genetikai polimorfizmus
létezik és a vizsgalt torzsek DNS hasitasi mintazatuk alapjan négy csoportba
sorolhatéak (5. kozlemény). A genetikai heterogenitast egy 800 bp. hosszu,
klonozott M. gallisepticum génprobaval Southern hibridizacioban is
bizonyitani tudtuk (6. kozlemény). A genetikai polimorfizmus a torzsek
SDS- poliacrylamid gélelektroforezissel nyert fehérje mintazatiban is
tiikkr6z6dott (5. kozlemény).

A DNS ujjlenyomat vizsgalat jol reprodukalhato és segitségével a
torzsek nagy biztonsaggal azonosithatéak. Ez a modszer alkalmas arra, hogy
segitségével a mycoplasma torzsek alloméanyrél-adllomanyra torténd terjedése

nyomonkovetheté legyen, illetve 0j (pathogenitds szempontjabol eltérd)



torzsek behurcoldsa az allomanyba polgari peres bir6sagi eljarasok soran

bizonyithatova valjék.

4.4. Az els6 nukleinsav hibridizdcion alapulé mycoplasma kimutatasok
riboszomalis RNS génprobakkal torténtek. Ezek a probak azonban az E.coli
homolég génjeivel is reagaltak (21), illetve mas, nem azonos fajba tartozo
mycoplasma torzsekkel (22).

Taylor és munkatérsai irtak le el6szor fajspecifikus mycoplasma DNS
probat és hasznéltdk sikerrel a M. hyorhinis kimutatasara (23,24). A M.
pneumoniae €és a M.genitalium kimutatisira Hyman és munkatarsai
alkalmaztak specifikus DNS probat (25).

Ezen el6zmények ismeretében hoztuk 1étre a Mycoplasma gallisepticum
S6 Holland torzs részleges génkonyvtarat (6. kozlemény), amelybdl
szelektaltunk egy olyan klont, amelyet dot hibridizdcidban probaként
hasznélva csak a baromfi mycoplasmosist okoz6 M. gallisepticum torzsek
mutathatok ki, de a légutakban gyakran jelenlevé egyéb mycoplasmakkal
(M. pullorum, M. gallinaceum, M.gallopavonis, M. gallinarum) a préba nem
reagal és ugyancsak nincs keresztreakcid6 mas fakultativ pathogén
baktériumokkal (E.coli, Staphylococcus epidermidis, Corynebakterium,
Salmonella typhimurium, Salmonella gallinarum) sem (6. kozlemény).

Dot hibridizacioval meghataroztuk a proba érzékenységét, 6 Oras
expozicioval 0.5 ng tisztitott mycoplasma DNS-t tudtunk kimutatni. Ennyi
DNS-t kb. 5x10' mycoplasma sejt tartalmaz (6. kozlemény).

A leirt préba ugyan nagymértékben specifikus és igen érzékeny, de a
kimutatasi reakcié radioaktivitasa miatt csak korlatozottan, erre engedéllyel
rendelkezd laboratériumokban alkalmazhat6.

A svéd Nemzeti Allatorvosi Intézet Virologiai Osztalydnak munkatarsai

(Belédk dr. és Linné dr) kifejlesztettek egy egyszertsitett DNS hibridizacios
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eljarast, az an. direkt filter hibridiz4cios (DFH) tesztet, amelynek 1ényege,
hogy a klinikai mintabol kozvetleniil -DNS tisztitas nélkiil-, biotinnal jelolt
DNS probaval lehet a hibridizaciot elvégezni (26). A virusok kimutatisara
kifejlesztett modszert velik egyuttmiikédve alkalmaztuk a mycoplasmak
kimutatasdra. A DHF teszt egyszerd, gyors és veszélytelen. Azt hogy a
biotinnal jelolt mycoplasma DNS-proba megtartja nagymértékii
specificitdsat bizonyitja, hogy nem hibridizdl 34 mas mycoplasma- és
acholeplasma fajjal (7. kozlemény).

A biotinnal jelolt probaval dot hibridizaciéval 9x104 mycoplasma sejt
volt kimutathat6 (7. kézlemény).

A M. gallisepticum DNS probéval torténé kimutatasanak két elénye van
a szerologiai probakkal szemben. Az egyik, hogy gyorsabb (1-2 napon beliil
eredmény szolgaltathatd), a masik, hogy keresztreakciok nem fordulnak eld,
azaz a M. synoviae okozta fert6zottséget nem diagnosztizalhatjuk tévesen M.

gallisepticum fert6zottségnek, azaz baromfi mycoplasmosisnak.

5. AZ EREDMENYEK UJSZERUSEGE

5.1. Négy, libdbol izolalt mycoplasma torzset jellemeztiink és irtunk le.
Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt négy torzs koziil ketts

valosziniileg Gj mycoplasma fajt képvisel.

5.2. Az els6k kozott mutattuk ki a vildgon, hogy Mycoplasma gallisepticum

torzsek kozott fajon beliili genetikai polimorfizmus 1€tezik.

5.3. A vilagon els6ként hoztunk létre M. gallisepticum-specifikus DNS

probéat és hasznéltuk a koérokozo kimutatasara.
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6. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI JELENTOSEGE

Kidolgoztunk egy 1j, DNS hibridizdcion alapulé diagnosztikai
vizsgélati modszert, amellyel a tyikok mycoplasmés fert6zottsége gyorsan
€s nagy biztonsaggal kimutathatdé. A vizsgalati moédszer eldonye, hogy
érz€keny (kb. 5x10° CFU mycoplasma kimutatdsara alkalmas),
nagymértékben specifikus, azaz csak a specifikus mycoplasmosis
eléidézésében szerepet jatszO Mycoplasma gallisepticum torzseket mutatja
ki, mig mas jelenlevé, de nem pathogén mycoplasmak a probaval nem
reagalnak és igy nem is detektdlhatéak. Mivel a radioaktivan jelolt proba
rutindiagnosztikai laboratéoriumokban nem, vagy csak korlatozottan
alkalmazhat6, az eljarast modositottuk €és egy olyan un. direkt filter
hibridizaciés moédszertt (DFH) dolgoztunk ki, amelyben a probat biotinnal
jeloltiik meg.

Jelenleg folyamatban van a diagnosztikai eljaras tovabbfejlesztése. A
M. gallisepticum torzsek polimerdz lancreakcioval (PCR) torténd
kimutatdsaval a modszert még egyszerlibbé, gyorsabba kivanjuk tenni ugy,
hogy annak nagyfoku specifitisa megmaradjon. Ez a m6dszer méar alkalmas
lehetne a mycoplasmas fert6zottség rutin laboratériumokban torténé

kimutatasara is.

7. AZ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

7.1. Szaporodasi zavarokat mutaté gunarokbol négy mycoplasma torzset
izolaltunk és jellemeztiink. Eredményeink szerint, a vizsgalt torzsek koziil

kett6 valosziniileg Gj mycoplasma-faj.
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7.2. A M. gallisepticummal végzett Kkisérletes csirkeembrio-fert6zés
eredményei igazoltdk azt az elméleti feltételezésiinket, hogy a keltetés soran
a tojasba keriilt M. gallisepticum hatasara az embridknak csak egy bizonyos
hanyada hullik el, mésrésziik viszont fert6zotten kikelhet és szerepet jatszhat

a keltetdi horizontélis fert6zés terjesztésében.

7.3. Osszehasonlitottuk hat, kiilonb6z6 helyen izolalt Mycoplasma
gallisepticum torzs SDS-poliacrylamid gélelektroforézissel nyert fehérje
mintazatdt és DNS ujjlenyomatat (fingerprintjét). Megallapitottuk, hogy a

torzsek kozott fajon belili genetikai heterogenitéas l1étezik.

7.4. A tydakok mycoplasmas fert6zottségének kimutatasara egy 1j,
molekularis alapokon nyugvo, gyors és specifikus modszert dolgoztunk ki.
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8. MOLECULAR BIOLOGICAL ANALYSIS OF MYCOPLASMA
STRAINS OF AVIAN ORIGIN, AND DETECTION OF
MYCOPLASMA GALLISEPTICUM USING DNA PROBE.

INTRODUCTION

Mycoplasmas - similarly to the viruses- are widespread organisms in
the nature, they are the most prevalent parasites of arthropods, animals ,
birds and plants. Mycoplasmas have the ability to invade and penetrate cells
causing severe cytopathological effects and cell death.

Mycoplasmas are the smallest, simplest , self-replicating procaryotes,
150-300 nm in diameter, bounded by cell membrane, lacking cell-wall.
Mycoplasma cells are highly pleiomorphic, ranging from coccoid to
filamentous, with a pronounced tendency of the filaments to form branching
structures resembling filamentous fungies.

They are biochemically divided in two main groups depending on
their source of energy: glucose splitting and arginine utilising strains.

The genome of mycoplasmas is the smallest (500 MDa), recorded in
living cells. Their coding capacity is less than 700 proteins, which is twice
the number of proteins essential for the functioning of the smallest
hypothetical cell, as was calculated according to the conventional results of
molecular biology. The main characteristic of their DNA base composition is
the very low G+C ratio.

Mpycoplasma gallisepticum 1is the etiological agent of chronic
respiratory diseases (CRD) in chickens. It was first isolated by Nelson et al.
(1935) and described as an infectious coccobacilloform body. Later Adler et

al. (1957) isolated pleuropneumonia like organism (PPLO) of avian origin.
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The clinical symptoms caused by M. gallisepticum are mostly
restricted to the respiratory organs, widespread lesions can be found in the
trachea, lung and airsacs. During the chronic disease course, animals
continuously loose weight and resistancy against conventional pathogens,

such as E. coli.

RESEARCH GOALS

Several mycoplasma strains were isolated by Drs. Stipkovits and
Varga (Veterinary Research Institute, Budapest) from cloaca and phallus of
goose, from flocks affected by reproductive failure and infertility.
Preliminary experiments showed, that the isolated strains do not belong to
any known mycoplasma species described so far, therefore we decided to
characterise these isolates further, according to the requirements of the
International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the
Taxonomy of Mollicutes, and attempt to describe them as new
mycoplasma species.

We wanted to confirm experimentally the hypothesis, that M.
gallisepticum entering the egg during incubation kills only some of the
embryos and infected survivors may hatch and, as such, play a role in
spreading infection.

Mycoplasma strains classified as M. gallisepticum based on
immunological tests, exhibited marked differences in their pathogenecity.

One of the main interest of our studies was to characterise and
compare different isolates of M. gallisepticum strains using techniques of
molecular biology. These investigations became extremely important by

today in terms of classification of different isolates. Moreover, DNA
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fingerprint experiments serve as valuable tools for identification of
mycoplasma strains and to follow their spreading.

Several methods are currently used to detect mycoplasma infections of
domestic animals. Direct culturing of mycoplasmas from clinical materials
in artificial medium is very sensitive, however very laborious and time
consuming. Usually it takes 5-10 days and contamination of the samples
with  bacteria can occur. Conventional serological methods
(hemagglutination, hemagglutination inhibition, and the more sensitive
ELISA techniques) are indispensable in identification of mycoplasmas, but
meaningful only if rising antibody titre is demonstrated, requiring the testing
at least from two serum samples. This causes a serious delay in delivery of
laboratory results to the physician. Another serious diagnostic problem is the
serological cross-reaction of M. gallisepticum with M. synoviae.

We aimed to develop a simple, rapid new method for the detection

of M. gallisepticum.

METHODS

Identification of mycoplasma strains isolated from geese with
serological methods.

Determination of the DNA G+C content of the isolates.

Experimental infection of chicken embryos with M.gallisepticum,
and subsequent reisolation of the pathogenic strain.

Pathological, histopathological and electronmicroscopical
examination of the histological lesions.

Comparison of different isolates of M. gallisepticum by SDS-

polyacrylamide gelelectrophoresis.
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Comparison of restriction endonuclease cleavage patterns of DNA
of the different isolates.

Construction of a partial genomic library of M. gallisepticum strain
S6.

Selection of a species-specific DNA probe for dot and Southern
hybridisations.

Determination of the sensitivity of DNA probe by dot hybridisation.

Development of a nonradioactive direct filter hybridisation (DFH)

assay.

RESULTS AND DISCUSSION

Preliminary serological and biochemical experiments carried out by
Dr. S. Varga, in Dr.Stipkovits's lab demonstrated, that three (strain 1219,
1220 and 1222) out of the four (strain 1219,1220,1221 and 1222)
mycoplasma strains isolated from geese have no relationship with known
mycoplasma species. After antibody production against the new isolates in
rabbits and using it in growth inhibition test it was shown that strains 1219
and 1222 were identical, while strain 1221 was related to the previously
described species, M. cloacale.

Upon description and classification of a new mycoplasma species,
beside the biochemical and serological tests it is a strict requirement to
determine the DNA base composition of the isolates. By measurement of the
DNA melting temperature of the strains it was found that strain 1219, 1220
and 1221 have a G+C content of 28.55 mol%, 27.60 mol% and 26.50 mol%,
respectively (unpublished data). These low DNA G+C contents of the strains
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G+C contents of the strains (26-29mol%) confirm that the isolates are not
bacterial L-forms, but mycoplasmas indeed.

To describe these mycoplasma strains as new species, the serological
results obtained by growth inhibition test has to be confirmed by other
immunological methods (i.e. double immunodiffusion, metabolic inhibition
test) as well.

The hypothesis, that the newly described two mycoplasma species are
involved and have etiological role in the reproductive failure and infertility
of layers and gunders has to be proved by experimental infection.

By experimental infection of chicken embryos it was confirmed, that
M. gallisepticum entering the egg during incubation kills only some of the
embryos and infected survivors may hatch playing role in spreading the
infection.

It was demonstrated by electronmicroscopic studies that mycoplasmas
can be found not only extracellularly, but intracellularly as well. We were
not able to answer the question whether mycoplasmas found in the
cytoplasm are viable, because reisolates could originate from the

extracellular space as well.

The restriction enzyme cleavage pattern of six M. gallisepticum strains
isolated from different pathological cases , originating from different part of
the world was compared. Genetic polymorphism among M. gallisepticum
strains was demonstrated based on their DNA cleavage patterns obtained
after digestion with four restriction endonucleases (HindIII, BamH]I, PstI and
Xhol). The strains could be classified into four groups, based on their DNA
cleavage patterns. Genetic heterogeneity among strains was confirmed by

Southern analysis using a 800 bp. cloned mycoplasma DNA fragment as a
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probe. Genetic polymorphism was reflected also in the protein patterns of
the strains, obtained by SDS polyacrylamide gelelectrophoresis.

A partial genomic library of M. gallisepticum was constructed and a
species-specific DNA probe was selected. This probe recognised strains of
M. gallisepticum exclusively and did not react with other mycoplasma
species, such as M. pullorum, M.gallinaceum, M. gallopavonis, M.
gallinarum frequently present in the respiratory organs of chickens. There
was no cross reaction with bacteria either (E. coli, Staphylococcus
epidermidis, Corynebacterium, Salmonella typhimurium, and Salmonella
gallinarum).

Sensitivity of the probe was determined by dot hybridisation, 0.5 ng
purified DNA was detectable after 6 hrs exposure. This is the DNA content
of approx. 5x104 mycoplasma cells.

This test proved to be rapid and highly sensitive, nevertheless using
radioactive materials in conventional diagnostic laboratories has its own
limitation.

A simple, rapid and harmless DNA hybridisation test was developed
by Drs. Belak and Linne at Virology Department of the National Veterinary
Institute, Uppsala, Sweden. One of the main characteristic of this so called
"direct filter hybridisation assay" (DFH) is that the test can be performed
directly from clinical materials -without prior purification of nucleic acids-.
The second advantage of the test is the use of harmless biotin for labeling
the probe. Originally this assay was developed for the detection of viruses.
In collaboration with the Swedish colleagues we adapted this test for the
detection of mycoplasmas. It was demonstrated that the simplified test still
kept specificity for M. gallisepticum strains and did not react with 34 other

mycoplasma and acholeplasma species. The sensitivity of the biotin-labeled
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probe was slightly decreased compared to the radioactive probe, but it was

still able to detect 9x10" mycoplasma cells.

NEW FINDINGS

Four mycoplasma strains of goose origin have been isolated and
characterised. Our results indicate, that two isolates may represent new

mycoplasma species.

We were among the firts who succeeded to demonstrate that

intraspecies genetic polymorphism exists among M.gallisepticum strains.

We developed the first species-specific DNA probe for the detection
of M. gallisepticum.

BIOTECHNOLOGICAL IMPORTANCE

Based on DNA hybridisation a rapid diagnostic test was developed for
the detection of M. gallisepticum, the etiological agent of chronic respiratory
disease of chickens. This method is highly specific for M. gallisepticum and
very sensitive (5x104 cells can be detected). One minor disadvantage of the
test is the use of radioactive material, which limits its use in routine
diagnostic labs. Therefore we modified our method and adapted a rapid,
harmless, direct filter hybridisation assay (DFH), in which the probe is

labeled by nonradioactive biotin.
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Currently we are improving our diagnostic test, and by development
of a polymerase chain reaction (PCR) assay for the detection of M.
gallisepticum, the rapidity, and simplicity could be greatly enhanced. This
test must be successfully used in veterinary diagnostic laboratories in the

field.
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