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Az EC2173 torzsben talalhaté pTC virulenciplazmid teljes szekvencidjanak meghatarozasa shotgun szekvenaldssal, a
szekvenciaadatok annotécidja és bioinformatikai analizise valamint az egyes gének funkcioinak részletes jellemzése az NCBI
BLAST szoftvercsomagjat és a Sanger Center ARTEMIS és ACT szoftvereivel.

Sertés-, és/vagy baromfi eredetli E.coli tdrzsek virulenciaplazmidjainak izolalasa és atjuttatdsa K12 recipiens torzsekbe
konjugacioval vagy transzformacioval.

A virulenciagének kdrnyezetében 0j plazmidkodolt pathogenitasi szigete(i)nek felderitése sertés eredetll torzsek esetében a
pTC genetikai szervezddése alapjan tervezett PCR eljarasokat alkalmazva, valamint a PCR termékek szekvenalasaval. Baromfi
eredetli torzseken a virulencia génekt6l induld “primer walking” szekvenalassal kivanok elindulni.

Varhat6: pTC plazmid teljes szekvenciadjanak meghatarozasa. Sertés ¢és baromfipatogén E. coli torzsek
virulenciaplazmidjainak azonositdsa. Patogenitasi szigetek keresésének megkezdése.
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Patogenitasi szigetek jellemzése sertés eredetii K88 illetve F18 fimbriaval rendelkez6 ETEC(/VTEC) torzseken, esetleges
patogenitasi sziget polimorfizmusok felderitése.

Baromfi eredetli (extra-intesztinalis és/vagy intesztinalis) E. coli torzsek virulenciaplazmidjainak valamint patogenitasi
szigeteinek jellemzése.

A kromoszomalis valamint plazmidkodolt virulenciagének esetleges genetikai kapcsolatainak feltarasa.

Varhato6: Mind a sertés, mind a baromfi eredetli térzseken 1j mobilis virulencia elemek (patogenitasi szigetek) azonositasa.

Eredmények

Sertés enterotoxikus E. coli (ETEC) torzsek virulenciaplazmidjainak vizsgalata

Az EC2173 jelt sertés ETEC torzs pTC virulencia- és rezisztencia-plazmidjanak szekvenalasat egyrészt
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felelds, ,,long-distance” PCR modszerrel felerdsitett, mintegy 9kb nagysagua TnlO transzpozonjan
végeztiik un. ,,shot-gun” mddszerrel, majd az igy nyert szekvenciadatokbol épitettiik fel a pTC teljes
szekvenciajat, mely 91019 bazispar nagysaginak bizonyult.

Figure 2.

E T pTC

1 91019 bp

\-__-/ 'ih

' ’ | =



A pTC plazmidon 5 {6 funkcionalis régiot kiilonithettiink el:

1. a plazmid stabilitasaért felelds un. ,,maintenance” régio, melyet a toxin specifikus lokusz, a Tnl0
tetraciklin rezisztencia transzpozon és a plazmidatvitelért felelds ,,fra” régid (a replikdcios origoval
egylitt) inszercioja 3 alrégiora (maintenance 1., II. és II1.)

2. a virulencidért felelds, az STa és STb enterotoxinok génjeit hordozo toxin specifikus 16kuszt (TSL),

3.a tetB tetraciklin rezisztenciagént hordozo Tn10 transzpozont

4. a virulenciaplazmid atviteléért felelds transzfer ,,tra” régiot. A szekvencia adatok tovabbi vizsgélata
soran megallapitottuk, hogy a mar el6z6 évben meghatarozott 3 6 régié mellett kiilonalloé funkcionalis
egységként jelenik meg vag.

5. a plazmid replikacios origojat, mely 99%-os nukleotid hasonldsdgot mutat a colE1 origoval

A pTC szekvencigjat az NR1 valamint a pC15-1 E. coli plazmidokéval dsszehasonlitva azt tapasztaltuk,
hogy a pTC azon nagy virulencia- és rezisztencia plazmidok csoportjaba tartozik melyek egy kozos
transzfer régioval rendelkezve (és igy nem igényelve mas transz faktort a gazdabaktériumtol) képesek
sajat atviteliiket kodolni. Ezen adatok alapjan feltételezhté az ,,6natvive” pTC szerii plazmidok kozos
evolucios eredete.

A TSL elterjedésének vizsgalata céljabol kiillonbozé foldrajzi eredetli sertés-, szarvasmarha-, valamint
human ETEC izolatumokat vizsgaltunk meg a pTC plazmid szekvenciaja alapjan tervezett, a TSL 5’
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felismert szakasz 772bp, mig a TSL3fw1-TSL3rev2 primerpar felismert szakasz 2572bp nagysagu volt.

A szekvenciaadatok alapjan tervezett, a TSL-re specifikus, valamint irodalmi sta és stb toxingénekre
specifikus PCR primerekkel 32 sertés eredetii (Magyarorszag, Ausztria és Egyesilt Allamok) 6
szarvasmarha eredetii (Magyarorszag és Egyesiilt Allamok) valamint 52 humén (Egyiptom, Mexiké és
Thaifold) ETEC torzset vizsgaltunk meg, hogy rendelkeznek-e pTC analdg plazmiddal. Megallapitottuk,
hogy a pTC-tipust plazmidok eléfordulasara sertésekbdl szarmazo ETEC torzsek esetében lehet
szamitani. Eredményeink alapjan a TSL az F18 fimbria hordozo torzsek korében volt szignifikansan
kimutathat6:

A K88 (F4) fimbriat hordozo térzsek egyike sem hordozott teljes TSL-t, azonban a vizsgalt 7 torzs koziil
3-ban megtaldlhatd volt a TSL 3’ hatarolo régidja, mely eredmény felveti az esetleges kozos eredet
lehetdségét. Ezzel szemben az F18 fimbriat hordozo torzsek 83%-a (19/23) volt pozitiv a 3’ hatarold
régiora, 65%-uk (15/23) pedig a teljes TSL-t is hordozta (mindkét hatarold régioval rendelkezett). Ennek
alapjan kijelenthetd, hogy 1étezik a sertés eredetli ETEC torzsekre jellemzd jellegzetes plazmid populacio.
Sem a 6 -K99(F5) fimbriat hordozo- szarvasmarha eredetii, sem pedig az (egyiptomi, mexikoi és thaifoldi
eredetll) 58 human ETEC torzs nem hordozott TSL-t.

Ujabb pTC-szerii virulenciaplazmidok izolalasa céljabol sertés ETEC torzsekbdl a J5-3 jelti (rifampicin
rezisztens) K12 E. coli torzsbe végeztiink konjugaciokat, a transzkonjugansok szelekcidoja a (pTC
plazmidra is jellemz0) tetraciklin rezisztencia alapjan tortént.

A transzkonjugansok gytijtését lezartuk, jelenleg 152 izoldtummal rendelkeziink, melyek 5 hazai, 7 cseh
és 9 osztrak ETEC torzs tetraciklin rezisztens (€s varakozasunk szerint hdstabil enterotoxingénekkel
rendelkezd) plazmidjait tartalmazzak.

Kisérleti terviink szerint plazmidprofil vizsgalatokkal tervezziik ellendrizni, hogy milyen
molekulatdomegli plazmid/ok jutottak 4t a recipiensbe, majd toxingén- és TSL-specifikus PRC-ekkel
fogjuk azonositani a virulenciaplazmidokat. Az esetleges toxingén valamint teljes TSL
polimorfizmusokat szekvenalassal kivanjuk azonositani.

Munkénk eredményeként az ETEC torzsek viurlenciplazmidjainak kilalakuldsarol, a toxingének
horizontélis terjedési mechanizmusairdl kivanunk képet kapni.

A kovetkezd években ezen torzsek egy-egy képviseldjét terveztiik részletesebb vizsgalat ald vonni
(plazmid analizis, plazmid transzfer, PCR, szekvenalds) mely terviink a palydzati tamogatids megsziinése
miatt egyeldre meghiusul.



Salmonella Genomic Island 1 (SGI1) hazai el6fordulasa és jellemzése:

A sertés enterotoxikus E. coli torzsek mobilis virulencia elemeinek vizsgéalata mellett az antibiotikum
rezisztenciagének genetikai atvitele is érdeklddésiink kozéppontjaba keriilt. Ezért hazai élelmiszer eredetii
E. coli és Salmonella torzseken megkezdtiik az SGI1 (Salmonella Genomic Island 1) mobilis
antibiotikum rezisztenciaclem vizsgalatat.

Az eredetileg multirezisztens DT104 S. Typhimuriumbol leirt Salmonella genomic island I
pentarezisztens fenotipust kodol (ampicillin, kloramfenikol, streptomicin, szulfonamid, tetraciklin —
ACSSuT), de eléfordulhat mas Salmonella szerotipusokban valamint E. coli-ban is. Florfenikol rezisztens
fenotipust mutat6 hazai Salmonella (31 S. Enteritidis, 20 S. Hadar, 30 baromfi eredetii S. Infantis 59
¢lelmiszereredetti S. Typhimurium) és E. coli (61 szarvasmarha eredetli enterohemorragias, verotoxikus
¢s enteropatogén valamint 17 sertés eredetli enteropatogén) torzseket vizsgaltunk meg az SGI1 jelenlétére
a tetG tetraciklin rezisztencia génre valamint az SGI1 mindkét hatarolo régioira specifikus PCR
modszerrel. 17 kiillonboz6 allati élelemiszereredetii S. Typhimurium torzs esetében talaltunk SGI1
hordozast melyeknél PFGE (pulsed field gel electrophoresis) vizsgalatokkal hataroztuk meg a koztiik
fennéallo genetikai kapcsolatot. Eredményeink alapjan a Magyarorszag kiillonb6zo teriiletérdl szarmazo
torzsek kozott 4 csoportot tudtunk feléllitani a torzsek élelmiszer/allat eredete szerint, ezzel szemben a
foldrajzi eredettel nem talaltunk kapcsolatot.
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A kovetkezOkben az SGI1 gazdakromoszémabol vald kivagodasat az attB szekvenciara integracios hely
kimutatasaval végeztiik. Az attB felerdsitése az SGI1-t6] upstream irdnyban elhelyezked6 thdF génre,
valamint a szigetet upstream hatarold Un. ,,cryptic retron phage” —ra specifikus PCR primerekkel tortént.
PCR terméket abban az esetben kaptunk, ha az attB integracios hely az SGI1 kivagodésa utan
»helyreallt”. Mind a 17 torzs esetében tapasztaltunk SGI1 vesztést, mindazonaltal igen kis gyakorisaggal.

Tovabbi kisérleteink soran a fenti 17 Typhimurium torzs 5464 telepét vizsgalva 5 torzsben 9 szegreganst
talaltunk: 2 Amp*Sm°Cm>Tc®, 7 pedig Amp°Sm*Cm°Tc®.

43 overnight passzalas (mintegy 430 osztddas) utdn 4021 telep vizsgalata 3 torzsbol 7 szegreganst
eredményezett, melyek koziil 6 Amp Sm°Cm°Tc®, egy pedig Amp"Sm*Cm>Tc® rezisztencia képet
mutatott.

Mindegyik szegregansban az SGI1 bal- és jobb hatarolo régioja PCR vizsgalatokban ép volt, jelezve,
hogy a rezisztencia hattér valtozasai az SGI1 szigeten beliili delécids események kovetkezményei
lehetnek.




