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Osszefoglalas

»Szarvasmarha eredetii atipusos Escherichia coli 0157 térzsek
virulenciafaktorainak genetikai hattere” c. értekezésem el6zményeként csoportunk egy
korabbi munkaja soran E. coli O157 tdrzseket izolalt egészséges szarvasmarhabdl, ami
rezervoarja e jelentés human patogéneknek. Szamos enterohemorrhagias (EHEC) és
enteropatogén (EPEC) E. coli O157:H7 és O157:NM tdrzs mellett olyan E. coli O157
torzseket is izoléltak, melyek ritka szerotipusokat képviseltek és virulencia génkészletik is
nagyban eltért a fent emlitett térzsekétdl, ezért atipusosnak szamitottak. Utobbi térzsek
tobbsége kizardlagos virulenciafaktorként termelte a citoletélis duzzaszt6 toxin V-6s tipusat
(CDT-V), valamint a long polar fimbria (Lpf) nevi adhézios faktort.

Az értekezésemben ismertetett vizsgalatok célja ezen korabban izolalt atipusos E. coli
0157 toérzsek részletes genetikai jellemzése volt, kilénds tekintettel az emlitett két

virulenciafaktorra.

Az Lpf esetében meghataroztuk annak pontos genetikai tipusat mind az atipusos, mind
részben egészséges szarvasmarhabdl, részben klinikai human mintdkbél szarmaz6 EHEC
és EPEC (6sszesen 97 torzs), valamint az E. coli Reference Collection (ECOR) tdrzsek
(n=72) esetében. Ennek soran az atipusos tbérzsek altal hordozott Ipf2-1 operonok
egyértelmien elklléniltek az EHEC és EPEC O157 térzsek altal hordozott, [pf1-3 és [pf2-2
tipusu operonoktol, és megerdsitést nyert, hogy a patogén E. coli térzsek kdrében igen
elterjedt virulenciafaktorrdl van szé, mivel a 97 térzsbdl 95 hordozta legalabb egy valtozatat.
Klénoztuk és meghataroztuk /pf2-1 operonnak és hatarold régidinak nukleotid szekvenciajat
egy O157:H43 szerotipusu atipusos tdérzsben, valamint az [pf2-1 operonét tovabbi hat
atipusos O157 tbrzsben. Az 0Gsszesen hét atipusos tdrzs Ipf2-1 operonjai esetében
minddssze négy pozicidban tapasztaltunk aminosav-szinti polimorfizmust. PCR reakcidkkal
monitoroztuk 6sszesen kilenc jellegzetes, a hatarol6 régidban talalhatdé génszakasz jelenlétét
20 Lpf-pozitiv tdrzsben, tizendt kézillk az 6sszes vizsgalt régioét hordozta. Adataink arra
mutatnak, hogy az |[pf2-1 operon az atipusos O157 térzsek esetében egy konzervalt genomi
szigetet alkot, mely val6szinlileg horizontalis géntranszfer (HGT) révén terjedt el szamos
patogén E. colitdrzs kdrében.

A CDT-V esetében szintén meghataroztuk kédol6é operonjanak (cdt-V) és az azt hatarold
réegioknak a nukleotid szekvenciajat egy, a fenti vizsalatokban is szerepl6 O157:H43
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szerotipusy, atipusos E. coli térzsben. Ugy talaltuk, hogy a cdt-V operont egy 31,2 kb
hosszusagu, a kromoszémaba épllt P2-szer(i profag hordozza. 20 jellegzetes genetikai
patotipusokat képvisel® tizennyolc térzs kérében monitoroztuk PCR-reakcidkkal. A CDT-V
termel6 atipusos O157 tdrzsek (n=4) pozitivak voltak a vizsgélt szakaszok kézil legalabb
tizennyolcra. A harom, szintén CDT-V termel6 EHEC O157:NM térzs 15-16 kdzti szamu
szakaszt hordozott, a CDT-V-6t nem termeld térzsek (n=11) pedig két kivetellel (15 és 12
hordozott szakasszal) legfeljebb két vizsgalt szakaszra voltak pozitivak. Fagindukciés
kisérleteink szerint a cdt-V-6t hordoz6 profagok egyik térzs esetében sem indukalhatok.
Ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy a cdt-V operon egy P2-szer( bakteriofag kdzvetitésével
terjedt el az atipusos és EHEC térzsek korében, és a fagok az egyes gazdak genomjaba
integralodva alkalmazkodtak a gazdaikhoz, ennek eredményeképpen jottek létre a
szekvenciabeli eltérések, és vesztették el mobilitdsukat.

Ujgeneraciés szekvencia-meghatarozasi médszerekkel (NGS) meghataroztuk az atipusos
E. coli térzsek kézll a T22 jelzésl, O157:H43 teljes genomjanak szekvenciajat is draft
genom szintig, elséként ebbdl a szerotipusbdl. Megallapitottuk, hogy a térzs valéban (;
genotipust képvisel, és a kilénb6zd patotipusok virulenciafaktorainak integracios helyei
érintetlenek a genomjaban, igy a toérzs valoszinlleg kbztes allomast jelenthet az O157
szerocsoport patogenetikai evollci6jdban, és alkalmas lehet UGjabb virulenciagének
felvételére.
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Altalanos bevezeté

Ertekezésem alapjaul az E. coli O157 szerocsoportt, valtozatos H antigénekkel
rendelkezd tbérzsek genetikai vizsgalatat ismertet6 kdzleményeim szolgalnak. Ennek
megfeleléen az elsé fejezetben irodalmi attekintést kivanok adni a patogén Escherichia coli
térzsek genetikai jellegzetességeirdl, kilénds tekintettel az O157 szerocsoport tagjai kozt
legjelentésebb patotipusra, az enterohemorrhagias Escherichia coli-ra (EHEC); valamint a
két altalunk vizsgalt virulenciafaktorrdl, a long polar fimbriarél (Lpf) és a citoletalis duzzaszt6
toxinrol (CDT).

Témavezetémmel egyetértésben ugy dontéttink, hogy az értekezés alapjat képezd
kdzleményeinknek megfeleléen a kisérletes munkak ismertetése értekezésemben négy
részre bontva, azaz négy fejezetben toérténjen. Mindegyik fejezetben el6szér a kdzvetlen
elézményeket és célkitlizéseket ismertetem egy Bevezetésben, majd egy részletesebb
Anyag és modszer, Eredmények és Megbeszélés alfejezet kdvetkezik. Mivel az irodalmi
attekintésben kitérek az egyes vizsgalt virulenciafaktorokkal kapcsolatos tudomanyos
elézményekre, igy azok részletes ismertetésétdl a kisérletes fejezetekben mar eltekintek.
Ertekezésemet pedig egy dsszefoglald jellegii Zaré megbeszélés fejezettel zarom.

Tekintettel arra, hogy a vizsgéalatokkal kapcsolatos munkak dénté tébbségét, mint az
értekezés alapjat képez6 kbzlemények elsé szerzéje, magam végeztem; viszont
tarsszerz6imtdl és a kdszdnetnyilvanitasban felsorolt kollégaktdl mind a kisérletes munka
egyes fazisaiban, mind a kéziratok megirasa soran nélkilézhetetlen segitséget kaptam;
ezért agy érzem helyénvalénak, hogy az értekezést a tudomanyos kdzleményeknél

szokasos modon tébbes szam elsd személyben fogalmazom meg.

Azon idegen eredetl szakkifejezések esetében, melyeknek |étezik magyaros irasmaddja,
kdvetkezetesen azt igyekeztem hasznélni. Az értekezésben igen sok mozaikszo és rovidités
szerepel, és ugyan els6é el6fordulasukkor az 6sszesnek megadom a feloldasat, am a
gyakoribbak esetében szilkségesnek éreztem, hogy kiilén jegyzékben szerepeljenek.
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1. Irodalmi attekintés
1.1. A patogén Escherichia coli-rol réviden altalaban

Ertekezésiink kulcsszereplé baktériumfajat, az Escherichia colit Theodor Escherich
német gyermekorvos izolalta el6szér egészséges kisgyermekek székletébdl a XIX. szazad
végén, és mint a vastagbél normal mikrobi6tajanak részét képezé organizmusnak, a
Bacterium coli commune elnevezést adta neki. Késdbb nevezték at a fajt a tiszteletére; és az
egészen napjainkig intenziv kutatas targyat képezi. Kulcsszerepe volt a molekularis biolégia
fejlédésében, mint a génexpresszid6 szabdlyozasanak legkordbbi modell-szervezete.
Napjainkban is, mint a molekularis kl6nozas leggyakoribb cél-organizmusa, a bioldgiai
kutatasok szamos agaban kulcsszerepld, ezért a laboratériumok ,igaslovanak” is nevezik
(attekinti Kaper 2005). Mar a XX. sz&zad els6 felében felismerték azonban, hogy az E. coli
egyes tOrzsei szerepet jatszanak bélrendszeri és hugyuti megbetegedésekben, és az elmult
évtizedekben a fajnak szamtalan bélrendszeri és mas megbetegedést okozd, mind human,
mind allati patogén térzsét izolaltak és jellemezték. Jelen alfejezetben ezekrdl adunk révid
attekintést.

1.1.1. Patotipusok

Az E. coli kommenzalista toérzsei az emlésdk bélcsatorngjadban honos mikrobiota egyik
legnagyobb Iétszamban jelen 1évd, Gram-negativ, fakultativ anaerob tagjai. Létezik azonban
szamos E. coli térzs, melyek specifikus virulenciafaktorokkal rendelkeznek, igy huméan és
allati megbetegedések széles skalajat okozzak (Kaper et al., 2004). E virulenciafaktorok
gyakran mobilis genetikai elemeken kddoltak (attekinti Dobrindt 2005), melyeket az adott E.
coli térzs képes mas tdrzseknek is atadni horizontdlis géntranszfer (HGT) segitségével,
ezaltal virulenciafaktorok Uj kombinacioi j6hetnek létre. Mas esetekben a mobilis genetikai
elemek a genomba integralédva elveszitik mobilitdsukat. A kiléndésen sikeres
virulenciafaktor dsszetétellel bird tdrzsek specifikus patotipusokba sorolhatok, e csoportokat
specifikus virulenciafaktor 6sszetétel és a tdrzsek altal okozott jellegzetes korkép definidlja. A
kilbnb6z6 patotipusokba tartozé E. coli térzsek haromféle altalanos korképet okozhatnak
(Kaper et al., 2004):

J hasmenéssel vagy véres hasmenéssel jaré enteralis megbetegedés
. hugyuti fertézés

o szepszis/szeptikémia, agyhartyagyulladas

10
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Az enteralis megbetegedéseket okozé patotipusokba tartozd tdrzseket Osszefoglald
néven intesztindlis patogén E. coli-nak (intestinal pathogenic E. coli, ritkdn hasznalt
roviditéssel IntEC vagy IPEC) nevezzik, e térzsek k6zé az aldbbi hat csoportot szokas
sorolni (Kaper et al., 2004):

o enteropatogén E. coli (enteropathogenic E. coli, EPEC)

J enterohemorrhagias E. coli (enterohaemorrhagic E. coli, EHEC)
J enterotoxikus E. coli (enterotoxigenic E. coli, ETEC)

o enteroaggregativ E. coli (enteroaggregative E. coli, EAEC)

o enteroinvaziv E. coli (enteroinvasive E. coli, EIEC)

. diffzan tapadé E. coli (diffusely adherent E. coli, DAEC)

Az extraintesztinalis patogén E. coli (extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC) térzsek
k6zé tartoznak a huagyuti fertézésekért felelés uropatogén E. coli (uropathogenic E. coli,
UPEC), az ujsziléttek agyhartyagyulladasat okozo E. coli (newborn meningitis E. coli, NMEC
vagy MNEC) és a madarakban tébbféle extraintesztinalis korképet okozni képes madar
patogén E. coli (avian pathogenic E. coli, APEC) térzsek.

A kllénbdz6 patotipusokba tartozé E. coli térzsek altalaban klonalis csoportokat alkotnak,
melyeket az O antigén (a sejtfal részét képez6 lipopoliszacharid) alapjan szerocsoportokba,
az O és H antigének (utébbi a flagellaris vagy csill6 antigén) kombinéciéja alapjan pedig
szerotipusokba sorolunk. Az E. coli esetében a HGT gyakorisaga folytan azonban egy adott
torzset pusztdn a szerotipusa alapjan nem lehet patotipusba sorolni, ehhez feltétlen(l
szlikséges virulenciafaktorainak jellemzése, és — amennyiben megbetegedésbél szarmazik —
a tlnetek és a korkép ismerete. Erre szolgaltak dramai példaval a 2011-es németorszagi
jarvanyt okoz6 O104:H4 szerotipusu térzsek. Noha e szerotipusba tartoz6 EHEC térzseket
kordbban mar szérvanyosan izolaltak (attekinti Karch et al., 2012), a 2011-es jarvanyt okoz6
térzsek a Shiga-toxin termelését leszamitva genetikailag az EAEC tdrzsek jellegzetességeit
mutattdk; e torzsek feltehetleg HGT segitségével tettek szert a toxint kddolé génre
(Brzuszkiewicz et al., 2011).

1.1.2. Virulenciafaktorok

A patogén E. coli térzsek fert6zési folyamata tobb Iépésbél all, az els6 a baktérium
megtelepedése a gazda nydlkahartydjaban, majd a gazda védekezé mechanizmusainak
elkeriilése, végul pedig a korokozd elszaporoddsa és a gazdaszervezet karositasa
kdvetkezik. A legtdbb patogén E. coli toérzs extracellularis kérokozé, kivéve az EIEC
torzseket, melyek intracellularisan fejtik ki hatasukat.
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A fenti harom |épés koziil az elsé a megtelepedés, a kolonizacié. Azon faktorokat, melyek
segitségével képesek a baktériumok kétddni a specifikus receptorokhoz, 6sszefoglalé néven
adhezineknek hivjuk. Ezek egyik jelentés csoportjat alkotjak a fimbriaknak, vagy pilusoknak
nevezett struktdrak, és a fibrillakként emlitett képletek. A fimbriak altaldban 2-4 nm atmérdgja,
palcika-szerl képletek, a fibrillak ennél vékonyabb, hajlékony, ostorszerl struktdrak (Kaper
et al., 2004). Adhezinek lehetnek meg a klls6 membran fehérjéi, mint példaul az EHEC,
valamint az EPEC térzseknek az 1.2 fejezetben részletesebben is ismertetett intiminje, vagy
az afimbrialis adhezinek (AFA, Nowicki et al., 1990).

A gazdaszervezet karositasat, gyengitését a patogén E. coli térzsek sokszor kildnféle
toxinok termelésével érik el. E toxinok valtozatos modokon, de jellegzetes
hatasmechanizmussal befolyasoljdk az eukariéta sejtek élettani folyamatait. Az ETEC
torzsek hdélabilis (heat-labile toxin, LT) és héstabil (heat-stable toxin, ST) toxinjai a
sejtmembran ioncsatornainak muikddését zavarjak meg (Nagy és Fekete, 1999); az 1.2
fejezetben részletesebben is ismertetett Shiga-toxin az emlés sejtek fehérje-szintézisét
gatolja; a ciklomodulinok, mint példaul a munkénk sordn genetikailag vizsgalt és az 1.4
fejezetben targyalt citoletalis duzzaszté toxin (CDT) pedig az eml&s sejtek sejtciklusat allitjak
le.

A fentieken kivll azok a sejtfelszini strukturak, melyek a kommenzalista E. coli térzsekben
is jelen vannak, adott esetben szintén betdlthetnek virulencia-faktor szerepet. A sejtfelszini
lipopoliszaharid, valamint a flagellin esetében is kimutattak, hogy a citokin-termelést képesek
stimulalni a velik érintkezésbe kertild sejteken, gyulladast, sét szeptikus sokkot is okozva
(Tapping et al., 2000, Hayashi et al., 2001b).

1.1.3. Mobilis genetikai elemek

Az 1.1.1. alfejezetben emlitettlk, hogy a patogén E. coli térzsek egyik jellegzetessége a
virulenciafaktoraikat kédol6 gének mobilis genetikai elemeken vald elhelyezkedése. Ennek
megéllapitdsahoz nagyban hozzajarult az elmult bd masfél évtizedben szamos
kommenzalista és patogén torzs telies genomdésszetételének meghatarozdsa, és ezek
Osszehasonlitasa, mely ,6sszehasonlit6 genomika” (angol nyelvi szakirodalomban
,comparative genomics”) néven mar 6nall6 tudomanyteriletté kezd valni. Az emlitett
szekvencia-meghatarozasi projektek eredményei alapjan altalanossagban megallapithatd,
hogy az E. coli térzseknek létezik egy alapvetd, genetikai ,gerincnek” is tekinthet6é
génkészlete, és a patogén térzsek genomja ezen felll tartalmazza a véltozatos
virulenciafaktorokat (Dobrindt 2005).
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A virulenciafaktorokat tartalmazé, mobilis genetikai elemek egyik nagy csoportjat alkotjak
a patogenitasi szigetek (pathogenicity island, PAI), ezek olyan nagyobb méretli (altaldban
10-200 kb hosszusagu) genomi régidok, melyek patogén térzsek genomjaban jelen vannak,
az apatogén térzsekébdl azonban hianyoznak. A PAl-kra jellemzé tovabba (Hacker és
Kaper, 1999):

e GC aranyuk jelentésen eltér a hordozé genom GC aranyatdl

e rdvid, ismétlédé ,direct repeat” szekvenciak hataroljak éket, ezek a beépuléskor
keletkezhettek, és sokszor mutatnak hasonlésagot bakteriofagok génszakaszaival
(Dobrindt et al., 2010).

e sokszor talalhaték a kézelikben tRNS-t kddolé gének

e gyakran hordoznak olyan géneket vagy génmaradvanyokat, melyek a
mobilitadsukat elésegitd faktorokat (integrazok, transzpozazok) kédolnak

Az els6 részletesen jellemzett PAl-kat az 536 jelzési UPEC térzs genomjabdl irtak le,
ezek kozul példaul a PAI llsz jelzést sziget a P fimbridkat és hemolizint kédolja (Dobrindt et
al.,, 2002). A PAI-k kézul sok modularis, mozaikos felépitési; és igy, bar sok olyan van,
melyek a f6 virulencia- vagy rezisztencia gének tekintetében hasonléak egymashoz,
szervez6désikben és a kromoszomdban elfoglalt helylk szempontjadb6l nagy
valtozatossagot mutatnak, még azonos szerotipusu térzseken belil is (Dobrindt, 2005).

A mobilis genetikai elemek egy masik csoportjat alkotjdk a plazmidok, melyek sok
patotipus esetében fontos szerepet téltenek be. Az ETEC esetében annak f6
virulenciafaktorai, az ST és LT toxinok nagyméretl plazmidokon talalhatdék (Echeverria et al.,
1986), az EAEC tdrzsek tébbségében a f6 virulenciafaktorok jelentds részét a pAA plazmid
kodolja (attekinti Okhuysen és DuPont, 2012). Az EHEC 0157 szerocsoport térzseinek
tobbsége hordozza a pO157 plazmidot, melyen megtalalhat6é az enterohemolizint kddold ehx
gén, a katalaz-peroxidazt kédol6 katP, a ll-es tipusu szekrécidés rendszer génje (etp), az
espP szerin-proteaz gén, az stcE metalloproteazt kédol6 gén, valamint két feltételezett
adhezint kédol6 gén, a toxB és az ecfis (Lim et al., 2010).

Virulencia géneken Kkivil a plazmidok gyakran hordoznak antibiotikum-rezisztencia
géneket, valamint féem-kelatorokat és colicineket (az E. coli bakteriocinjei) kédold géneket is
(Dobrindt 2005). Evoluciés szempontbdl a plazmidok tekintheték akar ,episzomalis genomi
szigeteknek” is, mivel a plazmidokon kodolt géncsoportok kozil sok eléfordul a
kromoszémaban is, és adott esetben a plazmidok valéban beéplilnek a kromoszémaba
(attekinti Dobrindt 2005).

Mindezek alapjan Dobrindt et al. (2010) azt a kévetkeztetést vontak le, hogy a patogeén E.
coli térzsek genomjai az evolicié soran klonalisan fejl6dé régidkbdl allnak, melyekbe
helyenként HGT révén Uj elemek éplinek be. Egy meghatarozott helyre akar tébb ilyen elem
is halmozddhat az evolucié soran, térzsspecifikus kombinacidkat alakitva ki. Ezek a HGT
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segitségével beépllt elemek hatérolé régiéik homoldég rekombinacidja segitségével
terjedhetnek tovabb a fajon belll (Dobrindt et al., 2010).

A korokozé baktériumok kérében gyakori jelenségnek mondhat6 a virulenciafaktoroknak
bakteriofagok altal kbzvetitett terjedése. A temperalt, azaz litikusrél lizogénre valtott, valamint
a kriptikus, ,rejtett”, mar nem indukalhaté fagok tekintheték akar a kilénbdz6 genomi
szigetek, igy a PAIl-k 6sének is (Dobrindt et al., 2004). Tébb kérokozé esetében fontos
virulenciafaktorok génjeirdl igazoltak, hogy bakteriofagok révén terjedt szét a térzsek kozt,
ilyen példaul a Corynebacterium diphtheriae altal termelt diftériatoxin génje (fox), melyet a
béta-f4g hordoz, a patogén E. coli térzsek hemolizin-2 génjét (hly2) hordozé ®FC3208 fag,
valamint a Salmonella enterica lll-as tipusu effektorat hordozé fagok (Brissow et al., 2004).

Nemcsak virulenciafaktorokat, hanem a hordozé térzs antigéntermelését médositd
géneket is kdzvetithetnek bakteriofagok, erre példa a Shigella flexneri O-antigén acetilaz
génjét (oae) kdzvetité Sf6 fag (Brissow et al., 2004).

E. coli esetében a legtébbet vizsgalt konvertal6 fagok az 1.2. fejezetben ismertetett EHEC
torzsek f6 virulenciafaktorat, a Shiga-toxint kédolo stx71 és stx2 géneket hordozé, Stx1 és
Stx2 fagok (attekinti Schmidt, 2001), melyek a lambdoid fagok kdzé tartoznak, am az EHEC
térzsek ezeken felll jellemzéen joval tobb, és kilénb6z6 csaladokba sorolhaté fagot vagy
profagot is hordoznak genomjukban. A kévetkezd fejezetben rdviden ismertetett EHEC
torzsei koézil az O157:H7 szerotipusi Sakai térzs esetében, melynek teljes genom
szekvencidja ismert, az Stx fagokat is beleértve tizennyolc, a genomba épult bakteriofagrol
tudunk (Sp1-Sp18, Hayashi et al., 2001a, Asadulghani et al., 2009). Ezek kilénbdz6
csalddokba tartoz6 fag-tipusokat képviselnek: tizenegy lambdoid, egy P2-szer(i, egy Mu-
szerl, egy P4-szer(i, négy pedig egyéb fag-tipusba tartozik (Asadulghani et al., 2009). E
profagok kézil egyedil az Sp5, vagyis az Stx2 fag, és az Sp15, vagyis az Stx1 fag Orizték
meg telies mértékben funkcidjukat, azaz képesek gazdajuk lizisére, és mas (az idézett
munkaban K-12) térzsekbe térténd transzdukciora, azaz a térzsek konvertalasara. Hét masik
profag ugyan képes lizisre, de transzdukci6ra nem, a tébbi profag pedig temperaltnak
tekinthet6é (Asadulghani et al., 2009).

1.1.4. A patogén E. coli térzsek filogenetikaja

Az E. coli térzsek evolucidjanak megismeréséhez a horizontalis géntranszfer folyamatok
megismerése mellett kulcsfontossagu és régéta kutatott terdilet filogenetikai viszonyaik minél
pontosabb feltarasa. A patogén E. coli térzsek populacioja alapvetéen klonalis felépitési. A
haztartdsi gének szekvencigjan alapulé multilbkusz enzim elektroforézis (MLEE) és
multilbkusz szekvencia-tipizalas (MLST) modszerekkel végzett vizsgalatok eredményei
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alapjan négy (A, B1, B2, D), kés6ébb 6t (A, B1, B2, D, E) nagy filogenetikai csoportot
kilbnitettek el (attekinti Johnson, 2002). E filogenetikai csoportok létezését késébb tovabbi
nukleinsav-alapu vizsgalatok is meger6ésitették, mint a leginkabb elterjedt és elfogadott,
harom haztartdsi gén nukleotid szekvenciajan alapulé triplex PCR rendszer is, melynek
segitségével a négycsoportos felosztasu rendszerbe a térzsek egyszerlien besorolhatok
(Clermont et al., 2000). A kommenzalista térzsek jellemzéen az A, az intesztindlis patogén
térzsek elsésorban az A és B1, az extraintesztindlis kérokozdk jellemzéen a B2 és D
csoportokban talalhatok, bar az egyes patotipusokat képvisel§ térzseket altalaban tdébb
filogenetikai csoportban is megtalalhatjuk (attekinti Johnson, 2002 és Croxen et al., 2013).

1.2. Enterohemorrhagias Escherichia coli

Mivel munkank soran legnagyobbrészt az EHEC tbérzsek egyik legfontosabb
szerocsoportjdba tartoz6, bar mas patotipust képvisel6 térzsekkel foglalkoztunk, ezért
szlikséges roviden ismertetni az EHEC patotipust is. Az EHEC térzsek elsé képviseldje egy
1982-es human jarvany okozéja volt, mely rosszul atsitétt marhahusbél szarmazott (Riley et
al., 1983). Az EHEC az esetek nagy részében véres hasmenést (hemorrhagias colitis,
verzeses vastagbélgyulladas, réviden HC), kisebb részében hemolitikus urémias szindrémat
(HUS) okoz. Az els6 jarvanyok forrasa tébbségében marhahus volt, és a szarvasmarha maig
is az EHEC tdrzsek rezervoarjanak tekintheté (Gyles, 2007). Az eltelt csaknem harminc év
soran mas élelmiszerek széles skalajabdl (kolbasz, friss zdldségek, spendt, almabor,
pasztérizalatlan tej, Kaper et al., 2004), valamint ivévizbdl is felbukkantak EHEC térzsek. Az
1996-ban Japanban, Sakai prefektaraban tébb mint 8000 megbetegedést okozd O157:H7
szerotipusu tbérzs takarmanyrépabdl szarmazott (Hayashi et al., 2001a), a 2011-ben
Németorszagban jarvanyt okoz6 O104:H4 szerotipusu torzsek egyike pedig étkezési célbol
csomagolt névényi csirdkrél (Weiser et al., 2013). Ezen kivll volt méar példa él6 allatokkal
valé kontaktus soran bekodvetkezett fert6z6désre, és bar az EHEC tdrzsek elsésorban
zoonotikusnak mondhaték, emberrél emberre toérténd terjedésrél is tudunk (Griffin €és Tauxe,
1991). A sikeres EHEC fert6zéshez sz4zndl kevesebb csira is elegend6 (Tilden et al., 1996).
A legtdbb eddigi jarvanyt O157:H7 szerotipusu térzsek okoztak (Perna et al., 2001), am a
2011-es németorszagi jarvany kapcsan el6térbe kerllt az O104:H4-es térzsek vizsgalata
(Mellmann et al., 2011), valamint tébb jarvanyt okoztak O111 (Campos et al., 1994) és 026
szerocsoportba tartozé térzsek is (Levine et al., 1987).

Az EHEC tdrzsek kulcs virulenciafaktorai a Shiga toxinok (eredetileg Shiga-like toxin, azaz
»Shiga-szer(” toxin, rdviden Stx) vagy mas néven verotoxinok (réviden VT). Az els6
elnevezés arra utal, hogy a toxint termeld E. coli térzsek fehérje-kivonatéval reagélt a
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Shigella dysenteriae 1-es toxinja ellen termelt ellenanyag (O’Brien et al., 1983), a masodik
elnevezés pedig arra, hogy a toxin hatasat el6szér Vero-sejtkultiran demonstraltak
(Konowalchuk et al., 1977). E toxincsaladba két f6 toxintipus tartozik, az Stx1 és Stx2,
ezeket rendre az stx1 és stx2 operonok kodoljak. Az Stx1 és Stx2 tipusokon bellili tovabbi
genetikai véltozatokat kulénbdztetnek meg, az Stx1 esetében Stx1, Stxic és Stxid
jelbléssel, az Stx2 esetében Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f és Stx2g valtozatokat kildnitenek el.
Utobbiak esetében a genetikai kilénbségen tul a hordoz6 térzsek patogenitdsdban is
kllébnbség van; mig ugyanis az Stx2c és Stx2d elsésorban human megbetegedéseket okoz6
térzsekben fordul el6, addig az Stx2e a sertések 6déma betegségét okoz6 E. coli térzsek
virulenciafaktora, az Stx2f-et galambokbdl izolalt térzsekben azonositottak, az Stx2g-t pedig
egészséges szarvasmarhabol szarmazoékban (attekinti Slanec et al., 2009).

A toxin fehérje alegységei kbzll az aktiv A alegységet a célsejtbe val6é bejutasban 6t B
(binding, azaz kotd) alegység segiti, utdbbi a globotriaozil-ceramid vagy a globotetraozil-
ceramid (Gb3 és Gb4) nevl sejtfelszini glikolipidekhez koétédik. Az A alegység RNéaz
aktivitassal rendelkezik, és a riboszomalis RNS-eket depurinalja, igy leallitva a célsejt
fehérjeszintézisét. A toxint a baktériumok a vastagbélben termelik, ahol az kéarositja az
endotheliumot, véres hasmenést, HC-t, végl nekrdzist és akéar perforaciét is okozva. Az Stx
az intesztindlis nyalkahartydn &tjutva a fehérvérsejtek felszinéhez asszocialtan a
vérkeringéssel a vesékhez is eljut, ahol karositia a hajszalereket, e folyamatok
mechanizmusa részleteiben még nem tisztazott (attekinti Caprioli et al., 2005). Mindezeknek
kovetkeztében kialakulhat a HUS tlnetegylttes, melynek jellemzdi a hemolitikus
verszegénység, a verlemezkék szamanak csbtkkenése (thrombocytopaenia), valamint a
hirtelen veseledllas.

Az EHEC t6rzsek masik kulcsfontossagu virulencia géncsoportia a LEE (Locus of
Enterocyte Effacement) nevi PAI altal kédolt gének 6sszessége. Definicié szerint e gének
altal kédolt fehérjék az EPEC kulcs virulenciafaktorai. Amennyiben azonban az adott térzs a
LEE hordozasa mellett Stx-et is termel, akkor EHEC-nek kell tekinteni. A LEE
virulenciagénjei kozil a legjelentésebb az eae, ez az intimin nevi adhezint kédolja. Ez a
nagyméreti, a kils6 membranban helyet foglalé fehérje (outer membrane protein, OMP) a
baktériumnak az epithel-sejtekhez valé szoros tapadasat teszi lehetévé. E folyamatban
fontos szerepe van még a szintén a LEE &ltal kédolt Ill-as tipusu szekrécidos rendszernek
(type Il secretion system, T3SS), mely az ugyancsak a LEE-n koédolt Tir-t, vagyis a
transzlokalt intimin receptort viszi at a célsejt membranjaba egyéb effektormolekulak mellett.
A Tir, mint a neve is mutatja, receptorként szolgél az intimin szdmara. A baktériumok ilyen
moédon t6rténé tapadasa egy jellegzetes elvaltozast, az A/E (attaching/effacing) léziot
okozza, vagyis a bélhamsejtek mikrobolyhainak leépiilését. Ennek lathaté jelei az epithel
sejtekben, a membranjukhoz Kkivllrél tapadt (attachment) baktériumok koézelében a
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polimerizalt aktin felhalmozédasa, a bélham mikrobolyhainak leépllése (effacement) és az
érintett epithel-sejtekben jellegzetes ,emelvény” (az angol nyelvl irodalomban ,pedestal”-nak
nevezett) strukturdk megjelenése (attekinti Kaper et al., 2004).

Ugyan 400-nal is tobb szerotipushoz tartoz E. coli térzsb6l mutattak mar ki Stx-termelést,
am e tbérzsek tébbsége nem kapcsolddik betegségekhez, és LEE-t is csak kisebb részik
hordoz (Kaper et al., 2004). Mivel EHEC-nek definicid szerint csak az Stx-et termel6 és LEE-
t is hordozo térzseket tekinthetjik, a csak Stx-et termel6 E. coli térzsekre kilén elnevezeés,
az STEC (Shiga-toxin producing E. coli) vagy VTEC (Vero-cytotoxin producing E. coli) terjedt
el.

Mind az EHEC, mind az STEC tbérzsek esetében az Stx-en és a LEE-n kédolt
virulenciafaktorokon kivil tovabbi tényleges és potencidlis virulenciafaktorokat azonositottak
az elmult években; ezt nagyban segitették a fontosabb jarvanytérzsek telies genom
szekvencia meghatarozasi projektjei, mint példaul a O157:H7 Sakai térzsé (Hayashi et al.,
2001a), a spendtbol szarmazo, szintén jelentés jarvanyt okozé szarmazé O157:H7 TW14359
torzsé (Kulasekara et al., 2009), vagy a 2011-ben Németorszagban jarvanyt okozott
0104:H4 térzseké (Brzuszkiewicz et al., 2011).

E virulenciafaktorok kozul feltétlendl megemlitendé az 1.1.3. alfejezetben rdviden
ismertett pO157 plazmidon talalhaté szamos virulenciafaktor (Lim et al., 2010), vagy az 1.3
alfejezetben részletesen ismertetett long polar fimbria (Lpf, Torres et al., 2002).
Termelhetnek az EHEC térzsek tovabba citotoxinokat is, mint példaul a sejtciklus gatl6 faktor
(cell cycle inhibition factor, réviden Cif, Marcheés et al., 2003), a szubtilaz (Paton et al., 2004),
vagy az 1.4. alfejezetben részletesen targyalt CDT.

Téth et al. (2009b) hazai szarvasmarha-allomanyokat vizsgaltak O157-es szerocsoportu
térzsek jelenlétére, ennek soran a vizsgalt mintak 8%-aban talaltak patogén E. coli térzseket,
megerdsitve azt, hogy a szarvasmarha e térzsek rezervoarjaként szolgal. Szamos O157:H7
EHEC tbérzs mellett sok, ugyanebbe a szerotipusba tartozd, am stx géneket nem hordozo6
térzset talaltak, melyeket igy EPEC-nek kellett tekinteni. 1zolaltak ezeken kivll olyan, O157
szerocsoportba tartozé térzseket is, melyek mas csilldantigénnel rendelkeztek, és nem
tartalmaztak sem stx, sem az intimint kédol6 eae géneket. E térzsek tehat az O157
szerocsoporton belll Uj genotipust és patotipust képviseltek, melyre a szerzék atipusosként
hivatkoztak (To6th et al., 2009b). Az atipusos O157 tdrzsek tdbbsége hordozta és termelte a
CDT-V toxint, valamint rendelkezett a long polar fimbriat (Lpf) kodolé génekkel is.

Mivel az értekezésben ismertetett kisérletes munka soran az atipusos E. coli O157
torzsek fent emlitett virulenciafaktorait jellemeztik, ezért fontos részletesen attekinteni az
Lpf-fel és CDT-vel kapcsolatban rendelkezésre all6 ismereteket, melyet rendre az 1.3. és
1.4. alfejezetekben teszink meg.
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1.3. Long polar fimbria

1.3.1. Felfedezés és nevezéktan

A long polar fimbridk (réviden Lpf) az O157:H7 szerotipusu EHEC tdrzsek teljes genom
szinti szekvencia meghatarozasaval (Hayashi et al., 2001a, Perna et al., 2001)
parhuzamosan felfedezett (Torres et al., 2002), genetikailag a Salmonella serovar
Typhimurium 1-es tipusu fimbridjdhoz hasonlé adhezinek. Az elnevezés arra utal, hogy
polarisan, azaz a sejt végén elhelyezkedd, hosszu (900 nm), hajszalszerl strukturak (1.
abra). El6szér az Lpf1 tipust jellemezték, (Torres et al., 2002), majd nem sokkal késébb az
Lpf2-t (Torres et al., 2004). Az elébbit kodolé Ipf1 operon hat, (Ipf1A, Ipf1B, Ipf1C, Ipf1C’,
Ipf1D, Ipf1E, 2. abra), az utébbit kodold [pf2 operon 6t génbdl all (Ipf2A, Ipf2B, Ipf2C, Ipf2D,
lpf2D’, 2. &abra), rendre mintegy 5,5 és 4,5 kb hosszisagban. Az [pf1 az O141-es genomi
szigeten (O island 141, Ol141), az Ipf2 pedig az O154-esen (O island 154, OI154)
helyezkedik el. A Salmonella Typhimurium 1-es tipusu fimbriajaval fennéllé homoldgiak okén
feltételezhet, hogy az I[pfA egy nagyobb fimbria alegységet kodol, mig az IpfB terméke
dajkafehérjeként (chaperon) szolgal, az IpfC pedig a kilsé membranban télt be horgonyz6
(usher) szerepet. Az IpfD, valamint a csak az Lpf1-ben jelen levé IpfE gén kisebb fimbria
alegységeket kddolnak (Torres et al., 2002, Doughty et al., 2002, Torres et al., 2004). A
gének hossza az E. coli O157:H7 Sakai térzs (Hayashi et al., 2001a, GenBank hozzéaférési
szam: BA000007.2) esetében rendre 846 bp (A), 384 bp (B), 2535 bp (C), 1071 bp (D) és
1083 bp (E). Az Ipf1 operont tartalmazé O141-es genomi sziget jellegzetes integracids helye
a yhjW és yhiX nevd, ismeretlen funkciéju fehérjéket kodoldé gének kdzt van. Az O154-es
sziget és igy az Ipf2 a pstS és gimS gének kdzt helyezkedik el, el6bbi egy periplazmas
foszfat-k6té fehérjét, az utdbbi pedig az L-glutamin-D-frukt6z-foszfat amino-transzferaz
enzimet kédolja (2. abra).
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1. abra. Long polar fimbriak megjelenése az EDL933 jelzésii 0157:H7 EHEC t6rzs hns génre
mutans vonalabdl (AC425) szarmazo sejt felszinén, immunogold jelélést kévetéen, Torres et al.
(2008) transzmisszios elektronmikroszkoppal késziilt felvételén.

A jobb als6 sarokban a jelzés hossza 500 nm-nek felel meg.

E két fimbria-operonnak a kdvetkezé években szamos homoldgjat talaltak meg kilénb6z6
patogén E. coli térzsekben. Doughty et al. (2002) még ugyanabban az évben egy LEE-
negativ O113:H21 szerotipusu STEC térzsben irtak le egy, az Ipf2-h6z nagyon hasonlé, az
(2004) nyulak EPEC tdrzseiben (rabbit EPEC, REPEC) talaltdk meg mindkét operon
homologjat, és rendre Ipfri4i-nek és Ipfris-nek nevezték el 6ket. Az elébbi az pf1ABCDE
gének homoldgjait tartalmazta, az utdbbi géndsszetétele megegyezett az Ipfo;1-mal. Az
026:H11 STEC térzsbdl kimutatott Jof1 homoldgot Ipfoe-nak nevezték el (Bardiau et al.,
2009), a legtébb EHEC térzsben pedig az Ipf1 homoldégok elnevezése Ipfoi41, az Ipf2
homologjaié pedig Ipfors4 volt (Toma et al., 2006).

A meglehetésen nehezen attekinthetd nevezéktant igyekeztek egységesiteni és
kovetkezetesebbé tenni Torres et al. (2009), akik az adatbankokban rendelkezésre allé [pfA
gén szekvencidk alapjan az IpfA1 esetében 5, az IpfA2 esetében Gsszesen 3 allélt
klldnitettek el. Ezen allélok elnevezése az [pfA1 esetében rendre IpfA1-1, IpfA1-2, [pfA1-3,
IpfA1-4, [pfA1-5, az [pfA2 esetében hasonl6 modon [pfA2-1, IpfA2-2, IpfA2-3. A szerz8k ezen
allélokra egy PCR alapu tipizal6 sémat is kidolgoztak, melybe az egyes alléloknak
megfeleléen a teljes operonok besorolhatok. A korabban Ipfo;15-nak nevezett valtozat igy az
Uj rendszerben Ipf2-1, az Ipfoss pedig Ipf1-2. A mas térzsekben talalt és a kézleményben
(Torres et al., 2009) vizsgalt, kordbban altalaban csak a genomi szigetre utalé (0141 illetve
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0154) jelzéssel ellatott, vagy csak az 1 és 2 szamokkal jeldlt Jof operonokat is meg tudtak
feleltetni a szerz6k az 6t illetve harom allélikus valtozat valamelyikének.

Q L& L P4
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,5\\ 8
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2. dbra. Az EDL933 jelzésii, 0157:H7 szerotipusu EHEC tipustorzs Ipf operonjainak felépitése
Ideses et al. (2005) szerint. Felll az Ipf1, alul az Ipf2 operon génsorrendje lathatd. A yhjW és yhiX
gének feltételezett fehérjéket kddolnak, a pstS egy periplazmas foszfat-kété fehérjét, a gimS pedig az

L-glutamin-D-fruktéz-foszfat amino-transzferaz enzimet.

1.3.2. Az Lpf elterjedtsége

Az Lpf mindkét tipusat kimutattak szamos kil6nbdzd szero- és patotipust képviseld,
valamint kommenzalista E. coli térzsbél. Mivel az el6z6 alfejezetben emlitett egységes, allél
alapu nevezéktant (Torres et al.,, 2009) az Lpf-ek felfedezését kdvetben joval késébb
javasoltak, ezért az aldbbiakban féleg a régebbi kdzlemények esetén az egyes valtozatokra
a szerz6k altal az adott kézleményben alkalmazott jelzésekkel hivatkozunk.

Osek et al. (2003) az Ipfos13-at megtalaltak szarvasmarha- és sertés eredetii O157:NM
STEC térzsekben és egy mind stx-re, mind eae-re negativ szarvasmarha eredetli O157:NM
térzsben is. Toma et al. (2004) dsszesen 139 tdrzset vizsgaltak az akkor ismert Ipfo141, IPfo154
és Ipfo113 jelenlétére. Azt talaltak, hogy a két el6bbi egytt kizardlag az O157:H7 és O157:NM
STEC torzseket jellemzi, az Ipfoi41-et ezen kivil csak O145:NM térzsek hordoztak. 101 térzs
hordozta az Ipfo;13-at, melyek a szamos szero- és patotipust képviseltek. Shen et al. (2005)
részben ugyanezen tdrzseket vizsgalva az O157:H7 és O157:NM térzsek esetében
megerfsitették a két Ipof operon, az O145:NM térzseknél pedig az Ipfoi41 jelenlétét. Southern
blot modszerrel sikerilt kimutatniuk néhany Ipof gén jelenlétét mas szerotipusu térzsekbdl is,
am PCR-alapu vizsgalatok azt mutattdk, hogy azok teljes operont nem hordoztak (Shen et
al., 2005).

Az Ipfos13-at O78 szerocsoportba tartoz6, emberi szeptikémias esetekbdl izolalt EXPEC,
valamint NMEC tdérzsekbdl is kimutattak (Ideses et al., 2005). Toma et al. (2006) a fenti
valtozatok mellett az Ipfozs jelenlétét is ellendrizték 97, hasmenéses megbetegedésbdl
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szarmazo, valtozatos szero- és patotipusokat képvisel6 E. coli térzsben, valamint a DECA
(Diarrheagenic E. coli Collection) és ECOR (E. coli Reference Collection) referencia
térzsgyljteményekben. Az Ipfoii-at €s Ipfoze-0t és minden vizsgalt patotipusbol (EAEC,
EIEC, STEC, EPEC, ETEC) legaldbb egy térzsben megtalaltdk, kdzulik az Ipfos13 VoIt a
gyakoribb; Az Ipfo141 és Ipfois4 az EAEC és EIEC térzsekben nem volt jelen (Toma et al.,
2006). Késdébbi vizsgalatok azt mutattdk, hogy az Ipfo;13 a LEE-negativ STEC t6rzsek
jellemzé virulenciafaktora (Cergole-Novella et al. 2007, Galli et al., 2010a, Galli et al.,
2010b).

Az 1.3.1 alfejezetben emlitett tipizal6 séma fejlesztésekor a szerzék kilénbdzd
szerotipusu EPEC és EHEC térzseket vizsgaltak az Ipf valtozatok jelenlétére (Torres et al.,
2009). Ugy talaltak, hogy az [pfA1-3 és pfA2-2 allélok egyértelml markerei az O157:H7 és
0O157:NM STEC torzseknek, valamint az O157:H7 szerotipus 8sének tekintett (Feng et al.,
2007) O55:H7 szerotipusu térzseknek. A tdbbi valtozatot szamos kilénbdzd szerotipusu
EPEC és EHEC tdrzsben megtalaltdk, a leggyakoribb kombinécié az IpfA1-2 és IpfA2-1
operonok egyittes el6fordulasa volt, mely a LEE-negativ STEC térzsekre volt jellemzé.
Osszefiiggést talaltak ezen kivil a tdrzsek intimin-tipusa és a hordozott Jof allél tipusok
kdzott is, egyik legjellemzébb volt az, hogy az O55:H7 és O157:H7 szerotipusu térzsek
minden esetben az IpfA1-3 és [pfA2-2 allélokat, valamint az intimin-y tipusat hordoztak; mig
az IfpA1-2 és IpfA2-1 egylttes hordozasa intimin-B vagy intimin-¢ tipusok hordozésaval jart
egyutt.

1.3.4. Az Lpf szerepe az adhézidban

Az Lpf felfedezése utan nem sokkal Jordan et al. (2004) egy, az az Lpfi-et és Lpf2-t
egyarant hordozé O157:H7 tdrzs esetében ugy talaltak, hogy az Lpf2 segiti a baktérium
adhézidjat sertések és juhok bélcsatornajaban.

Egy REPEC térzs esetében azt talaltak, hogy a fert6zés korai szakaszdban az Lpf
hozzajarul az adhézidhoz (Newton et al., 2004). Hathetes baranyok kisérleti fertézése egy
0O157:H7 EHEC térzs Lpfi-re, Lpf2-re, illetve mindkét Lpf-re muténs, valamint vad tipusu
valtozataival azt mutatta, hogy az Lpf-ek segitik a baktérium hosszu tavi megtelepedését az
allatok bélcsatornajaban (Torres et al., 2007a). Ugyanilyen mutans térzsek segitségével
névendéknyulak esetében is hasonl6 eredmények szllettek (Lloyd et al., 2012).

Fitzhenry et al. (2006) szintén egy O157:H7 EHEC t6rzs Lpf-jeinek hatasat vizsgaltak in
vitro human bélszakaszokon és HEp-2 sejteken. Eredményeik azt mutattdk, hogy mig a
HEp-2 sejtekhez az Lpf-hianyos mutansok kevésbé tapadtak, a human bélszakaszok kéziil
az Lpf mutansok nemcsak a vastagbélszakaszok, hanem a vékonybélszakaszok esetében is
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okoztak jellegzetes A/E lézidkat — ellentétben a vad tipussal, mely csak a vastagbélbdl
szarmazd szakaszokban okozta e jellegzetes elvaltozast. A szerz6k ebbdl arra
kovetkeztettek, hogy az Lpf az adhézié elésegitése mellett a baktériumok megtelepedésének
helyét is meghatarozza (Fitzhenry et al., 2006). Ugyanebben a munkdban megvizsgaltak a
térzsek génexpressziés mintazatat, és ugyan egyértelmli magyarazatot nem taldltak a
jelenségre, de kimutattak antagonizmust a fimG altal kodolt I-es tipusu pilus és az Lpf
expresszibja k6z6tt (Fitzhenry et al., 2006).

Az Lpf-ek 37 °C-on torténé tenyésztés esetén, pH=6,5 mellett a késdi exponencidlis
névekedési fazisban expresszaldédnak (Torres et al., 2002, Torres et al., 2007b, Rojas-Lopez
et al.,, 2011). Az Lpf1 expresszibja EHEC O157:H7 térzsekben a LEE-n kédolt /er gén
termékének, a Ler fehérjének, valamint a hns gén altal kédolt H-NS fehérjének a kontrollja
alatt all, az utdbbi csendesitd (silencer), az elébbi a csendesitést feloldé (anti-silencer)
funkcidval bir (Torres et al., 2007a). Ugyancsak az EHEC O157:H7 térzs esetében az Lpf1 a
hemagglutinacié kialakulasaban is szerepet jatszik (Torres et al., 2008).

A fentiek mellett sokaig nyitott kérdés volt az Lpf és a gazda célsejtjeinek kdlcsénhatasa,
az Lpf esetleges receptoranak megléte. Farfan et al. (2011) igazoltdk, hogy az EHEC
O157:H7 altal termelt Lpf1 az extracellularis matrix fehérjéihez kétédik, T84 sejteken pedig
az adhézidban jatszott szerepét is demonstraltadk. Az Lpf2 pontos miikddési mechanizmusa
és adhézidban jatszott szerepe tovabbra is nyitott kérdés, kilénésen az olyan térzsekben,
melyek csak ezt a valtozatot hordozzak, mas ismert adhezinnel, mint példaul intiminnel,

pedig nem rendelkeznek.

1.4. Citoletalis duzzaszto toxinok

1.4.1. Felfedezés és nevezéktan

Johnson és Lior (1988) hasmenéses gyermekekbdl izolalt, O128 szerocsoportba tartozé
E. coli térzsek citotoxicitasat vizsgaltak kinai aranyhdrcség petefészek (chinese hamster
ovary, CHO) sejttenyészeteken. A kezelt CHO sejtek 24 6ran belll jellegzetes megnyult
morfolégiat mutattak, 72 éran belll pedig 6riasi, egymagvu sejtek alakultak ki, melyek 5-7
nap utan elpusztultak (3. abra). Ezen specifikus sejtmorfolégiai valtozds miatt az Uj
virulenciafaktort citoletalis duzzaszt6 toxinnak (cytolethal distending toxin, CDT) nevezték el.
A CDT lett az els6 keépviselsje a késébb gatld hatédsu ciklomodulinoknak nevezett
toxincsoportnak (Oswald et al., 2005, Nougayréde et al., 2005). Az azéta eltelt b6 két
évtized sordn a CDT-t szdmos koérokozé E. coli térzsbél kimutattak, valamint szdmos mas
Gram-negativ allati és emberi kérokozéban is megtalaltdk homoldgjait, mint példaul az
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Haemophilus ducreyi, Shigella sp., Campylobacter
sp., Helicobacter sp., és a Salmonella enterica serovar Typhimurium térzsekben (Jinadasa et
al., 2011, Gargi et al., 2012).

A CDT-k széles koérl elterjedtsége miatt sziikségessé valt egy nevezéktan bevezetése a
kilénb6z6 fajok altal termelt CDT-k pontos megnevezésére. Az értekezés tovabbi részében
a Jinadasa et al. (2011) altal javasolt legujabb rendszert fogjuk kdvetni, ebben a toxint
hordozé organizmust a genus-név elsé betilje és a fajnév elsé harom betlje jeldli — igy
példaul a Campylobacter jejuni altal hordozott CDT megnevezése CjejCDT, az E. coli altal
hordozottaké EcolCDT. Az EcolCDT-knek 6t genetikai tipusa ismert, melyeket egy korabban
kialakult rendszer szerint rémai szammal jelélink, CDT-I-t6 CDT-V-ig. Mivel a kdvetkezd
fejezetekben elsésorban az EcolCDT-krél lesz szé, amennyiben ismert a szdban forgd toxin

tipusa, azokra e régebbi médon fogunk hivatkozni.

3. abra. A citoletalis duzzaszto6 toxin specifikus citopatias hatasa.

Hela sejttenyészetekrdl 72 éras inkubaciot kdvetéen Giemsa-festést kdveté fénymikroszkoppal
készlt felvétel. A jelzés mindegyik képen 50 um-nek felel meg. A, E6468/62 enteropatogén
Escherichia coli torzs altal termelt CDT-I| hatasa; B, HB101 E. coli K12 tdérzzsel kezelt HelLa tenyészet;
C, E250 madar patogén E. coli (avian pathogenic E.coli, APEC) térzs altal termelt CDT-IV hatasa; D,
kezeletlen Hela sejtek. Téth 1. felvétele.
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1.4.2. Az CDT elterjedtsége E. coli térzsekben

Az E. coli térzsek esetében CDT-termelést szamos kilénb6z6 szero- és patotipusba
tartoz6 térzsben mutattak ki. A CDT-termeld E. coli térzsek altal képviselt patotipusok kozt
megtaléljuk STEC és EHEC (Bielaszewska et al., 2004, Orth et al., 2006), EPEC (Pandey et
al., 2003, Téth et al., 2003), UPEC (Nagy et al., 2000, Téth et al., 2003, Dubois et al., 2010),
NTEC (Nagy et al., 2000, Van Bost et al., 2001), az NMEC (Johnson et al., 2002), valamint
ExPEC (Téth et al., 2003, Bielaszewska et al., 2004) és APEC térzseket is (Johnson et al.,
2007, Toth et al., 2012). CDT-t termel ezeken kivil szdmos olyan tdrzs is, melyeket nem
lehet az ismert patotipusokba besorolni (Okeke et al., 2000, T6th et al., 2009b). Beszamoltak
olyan patogén E. coli torzsekrél is, melyeknek a CDT az egyetlen azonositott
virulenciafaktora. Ezen térzsekre vezették be elébb a ,CLDTEC” (Okeke et al., 2000), majd a
CTEC (Hinenoya et al., 2009) réviditést (mindkettd a ,cytolethal distending toxin producing E.
colinak felel meg). Az CTEC térzsek kdzds jellemzdje volt, hogy 6t évesnél fiatalabb
hasmenéses gyermekekbdl szarmaztak (Okeke et al., 2000, Hinenoya et al., 2009). Az
alabbiakban attekintjik az egyes CDT tipusok elterjedtségét a kdrokozé E. coli térzsekben.

A CDT-I f6leg az EPEC térzsekben fordul elé, gyakran jellemzi az O127:H7 és O86a:H34
szerotipusu térzseket (Pandey et al., 2003, Asakura et al., 2007, Kim et al., 2009). CDT-I-et
gyakran termelnek uropatogén térzsek is (Dubois et al., 2010), valamint STEC térzsekben is
kimutattak (Bouzari et al., 2005). lzoldltak CDT-l termel6 t6érzseket barany- és
sertéstetemekbdl vett kenetekbdl is, melyek az 022, 0139, 0147 és 0149 szerocsoportokat
képviselték (Kadhum et al., 2006); valamint szeptikémias csirkébdl (Johnson et al., 2007).

A CDT-II-t els6sorban olyan térzsekbdl mutattak ki, melyek human emésztérendszeri
fert6zéseket okoznak (Pickett et al., 1994, Hinenoya et al., 2009). Magyarorszagon CDT-|
termel6 tdrzset tudomasunk szerint eddig nem azonositottak.

A CDT-lll az elsésorban szarvasmarha eredetii, és f6képp az O127 szerocsoportba
tartoz6 NTEC tdrzsek jellemzd toxinja (Van Bost et al., 2001, Clark et al., 2002, Téth et al.,
2003, Orth et al., 2006, Ghanbarpour és Oswald, 2009). Ennek oka, hogy az operon
ugyanazon konjugativ virulencia plazmidon (Johnson et al., 2010), és azon belll is
ugyanazon a PAIl-n (Pérés et al., 1997) helyezkedik el, mint az e térzsek masik jellegzetes
toxin génjét, a citotoxikus nekrotizal6 faktor 2-es tipusat kodolé cnf2. CDT-III termeld
torzseket izolaltak szeptikémias sertésekbdl (Toth et al., 2003), valamint szarvasmarha- és
sertéstetemekbdl vett kenetekbdl is (Kadhum et al., 2006). Borriello et al. (2012) vizibivaly
borjakban talaltak CDT-Ill termelé NTEC térzseket.
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A CDT-IV-et els6sorban extraintesztindlis, mind allati, mind human eredetli E. coli
térzsekbdl mutattdk ki (Toth et al.,, 2000; 2003; 2009a). Az allati eredet(i térzsek részben
valasztasi hasmenéses malacokbdl (Téth et al., 2000), részben szeptikémias sertésekbdl
szarmaztak (Toth et al.,, 2003). Kimutattak CDT-IV-et baromfi szeptikémiabdl szarmazo
térzsekbdl is (Toth et al., 2003), valamint CDT-IV termel§ térzseket taldltak szarvasmarha-,
barany-, és sertéstetemekbdl szarmazé mintdkban (Kadhum et al., 2006). A valtozatos
gazda- és betegségspekirumnak megfeleléen a CDT-IV termelé E. coli térzsek szdmos
szerotipust reprezentalnak (To6th et al. 2000; 2003; Kadhum et al., 2006). E térzsek gyakran
hemolizalok, és sokszor termelik a citotoxikus nekrotizalé faktor 1-es tipusat is (Toth et al.,
2003).

A CDT-V-termelés leginkabb a human eredetli O157-es EHEC és nem-O157-es STEC
torzsek jellemzéje (Janka et al.,, 2003), de kimutattak egészséges szarvasmarhakbol
szarmaz6 STEC (Orth et al.,, 2006), valamint ugyanilyen eredetl atipusos (stx és eaa
negativ) E. coli O157 térzsekben (To6th et al., 2009b). A CDT-V gyakran megtaldlhaté a
szorbitbontd (SF) O157:NM STEC térzsekben is (Janka et al., 2003, Bielaszewska et al.,
2004, Osek, 2005, Kim et al., 2009, Wu et al., 2010). Noha a CDT-V-6t azonositottak egyéb
szerotipusu tdrzsekben is (Hinenoya et al., 2009, Téth et al., 2009b), de az O157:NM STEC
torzsekben eddig ez az egyetlen azonositott CDT-tipus (Bielaszewska et al., 2004). A
fentieken Kkivil egy viszonylag ritka szerotipust jelenté O91:H21 STEC térzsek 70%-a is
hordozta a CDT-V-6t (Bielaszewska et al., 2009).

1.4.3. A CDT hatasmechanizmusa

A CDT hérom fehérje alegységbdl allo, heterotrimer felépitési toxin, melyben a CdiB
fehérje az aktiv alegység, mig a CdtA és CdtC fehérjék az altalanos modell szerint a CdtB-
nek a célsejtbe valo eljuttatdsara szolgalnak (Lara-Tejero és Galan, 2001). A CDT fehérjéket
a cdtABC operon koédolja, mely az alegységeket kddold, harom egymast kdvetd, részben
atfedd génbdl all. Az E. coli esetében a cdtA, cdiB és cdiC gének hossza rendre 714-777,
810-822, illetve 546-573 bazispar (GenBank szamok: cdt-/ U03293.1, cdt-11 U04208.1, cdt-Ill
U89305.1, cat-1V AY578329.1, cdt-V AJ508930.1). Az egyes gének &ltal kodolt fehérjék
tdbmege rendre 27, 29, ill. 20 kDa (Scott és Kaper, 1994).

A CdiB az eml6s6k DNaz-I enzimével mutat jelentés hasonlésagot (Elwell és Dreyfus,
2000) és DNaz aktivitasat szamos in vitro kisérlet igazolta (Lee et al., 2003, Haghjoo és
Galan, 2004). Az Aggregatibacter actinomycetemcomitans altal termelt CDT (AactCDT)
kristalyszerkezetének modellezése megmutatta, hogy a CdiB-ben megtalalhatok az emlds
DNaz-I-ével megegyez6 konzervalt aminosavak (Nesic et al., 2004).
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A CdtB célsejtbe val6é bejutdsdnak mechanizmusa még nem ismert minden részletében,
mivel specifikus receptorat ez idaig nem sikerult azonositani. Ennek oka részben az lehet,
hogy szamos CDT esetében fajspecificitas figyelhetd meg az érzékeny sejtvonalak
célmolekulait illetéen (Eshraghi et al., 2010). A kézelmultban azonban tisztdzédott néhany
kulcsfontossagu molekula szerepe a CDT-nek a célsejthez val6é kapcsolédasaban. A CDT-II-
nek a célsejthez val6 kétédésében a fukoz jatszhat szerepet (McSweeney és Dreyfus, 2005),
tovabba CDT-Il holotoxint a baktérium kllsé membran vezikulumokban (outer membrane
vesicle, OMV) bocsétja ki (Berlanda Scorza et al., 2008). A CDT-lll-nak a CHO sejtekhez
valé tapadashoz a fukéz mellett sziiksége van koleszterinekre és glikoszfingolipidekre is a
célsejt membranjaban (Boesze-Battaglia et al., 2006). A célsejtbe kerllt CdtB alegység a
Golgi-készilléken és az endoplazmatikus retikulumon keresztll retrograd transzporttal jut el a
sejtmagig (Cortes-Bratti et al., 2000, Guerra et al. 2005, Guerra et al., 2009). E folyamatban
nagy valosziniséggel szerepe van a CDT-ll esetében mar felfedezett, a CdtB C-terminalisa
kdzelében levé nuklearis lokalizaciés szignalnak is (McSweeney és Dreyfus, 2004).

Miutan a CdtB elérte a célsejt magjat, ott duplaszalu téréseket okoz annak DNS-ében. A
DNS karosodas kdvetkeztében ataxia telangiectasia mutated (ATM) kinaztol figgé (Cortes-
Bratti et al., 2001) kaszkad folyamat indul el, melynek végeredményeként in vitro
kérilmények kozott az emlds sejtek osztdodasa a sejtciklus G2 fazisaban, kdzvetlenll a
mitdézis el6tt ledll (Comayras et al, 1997, Cortes-Bratti et al., 2001). Ezen
szignaltranszdukcios folyamatr6l ad attekintést a Heywood et al. (2005) kézleményének
nyoman késziilt 4. abra. Az osztédasukban megakadalyozott sejtek kromoszéma allomanya
4N, amely aramlasi citofluorimetriaval jol kévetheté (Péres et al., 1997, Comayras et al.,
1997, Cortes-Bratti et al., 2001, Bielaszewska et al., 2005, To6th et al. 2009a). Noha az eddig
vizsgalt mesenchymalis eredeti (CHO, Hela) sejtvonalak sejtciklusa CDT hatasara
tébbnyire a G2/M fazisban all le, fibroblaszt eredetl sejtekben a G1/S fazisban bekdvetkezett
sejtciklus blokkolasrdl is beszamoltak (Hassane et al., 2003, Belibasakis et al., 2004). Tébb
kisérlet is igazolta, hogy hematopoietikus eredetli sejtvonalak (MOLT, Jurkat-T) jéval
érzékenyebbek a CDT-re, mint a mesenchymalisak, és az apoptézis is jéval hamarabb, 96
oran belll bekodvetkezik az esetiikben (Cortes-Bratti et al., 2001, Belibasakis et al., 2004,
Shenker et al., 2007).
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4. abra. A CDT-k hatasmechanizmusanak 6sszefoglaléja Heywood et al. (2005) nyoman.

A célsejtbe bejutott aktiv alegység, a CdtB karositja a sejt DNS allomanyat, ezzel pedig aktivalja az
ataxia telangiectasia mutated (ATM) kinazt, mely elindit egy kaszkadot. Ez a folyamatsor a checkpoint
kinaz 2-n (Chk2) és a cdc25-6n keresztll a ciklin-fliggé kindz 1 (Cdk1) foszforilalt allapotban
maradasahoz, és igy a sejtciklus ledllasdhoz vezet a G2 és M fazis kdzott. Az ATM ezeken kivdl
aktivalja a hibajavitasért felel6s H2AX hisztonokat, valamint a stressz fiberek kialakulasat elindité
RhoA (Ras fehérje homolég A) fehérjét is.

1.4.4. A CDT lehetséges szerepe a patogenezisben

Irodalmi adatok szerint a CDT-nek a fert6zés akut fazisaban nincs jelentds szerepe (Lewis
et al.,, 2001, Young et al., 2001, Wising et al., 2005). Toébb allatmodellen demonstraltak
azonban, hogy krénikus fert6zésekben a CDT-nek fontos funkcidja van. A Campylobacter
(severe combined immune deficiency; SCID) egerekben (Purdy et al., 2000), a nekrézis
faktor kB-hidnyos egerekben (Fox et al., 2004), valamint a mucin-hidnyos egerekben
(McAuley et al., 2007) is. Ezen kronikus modellekben a CDT egy gyulladasos jellegi

immunvalasz kialakulasat segiti el6. Jinadasa et al. (2011) szerint az ilyen immunvalasz,
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noha segiti a gazda védekezését az invazidés baktériumok ellen, egyuttal fokozza is azok
uritését, és igy eldsegitheti terjedéstiket. A CDT altal kivaltott krénikus gyulladas pedig
Osszefliggésben lehet a karcinogenezissel is (Guerra et al., 2011).

A sejtosztédas gatlasa a kilénb6z6 CDT-termelé baktériumok fertézési folyamatat
kilénb6z6 mbddokon segitheti. A Campylobacternez kéthetd vastagbélgyulladas esetében, a
fentebb emlitett mechanizmus szerint a CDT a baktérium kolonizaciojat seqiti (Purdy et al.,
2000, Fox et al. 2004, McAuley et al., 2007). Mint ahogy arrél az el6z6 alfejezetben is sz6
volt, a hematopoietikus eredetii sejtvonalak kiléndésen érzékenyek a CDT-re, ebbél adddik a
kdvetkeztetés, hogy a CDT-termel6 baktérium valészinlleg a gazda immunvéalaszat
befolydsolja a toxinnal (Shenker et al., 2007, Guerra et al., 2011). A Haemophilus ducreyi
esetében ezzel 6sszhangban feltételezik, hogy az immunvalasz gyengitésével (Wising et al.,
2005) és a regeneracidés folyamatok lassitasaval jarulhat hozza a toxin a betegség
sulyosbodasahoz. A CDT ilyen jellegl potencialis szerepét a Helicobacter hepaticus altal
egerekben okozott bélgyulladas, H. ducreyi altal okozott lagyfekély, valamint az A.
actinomycetemcomitans altal okozott foginygyulladas esetében Guerra et al. (2011) vazoltak
fel részletesen.

E. coli esetében nem allnak rendelkezésre a fenti harom fajhoz hasonldéan kidolgozott
modellek a CDT lehetséges szerepérél a patogenezisben. Heywood et al. (2005)
dsszefoglald kdzleménylkben feltételezik, hogy a CDT-termel6 E. coli térzsek valdszinileg
opportunista koérokozék, és a CDT hatasanak nem kozvetlenil a bélhamon valé
megtelepedésben van szerepe. A kildnbdzé patotipusu E. coli térzsek esetében pedig az
egyéb virulenciafaktorok hatdsaval parhuzamosan nehéz megfigyelni és elkiléniteni a
specifikusan a CDT-hez kéthet6 hatdsokat (Oswald et al., 2005). A CDT patogenezisben
jatszott szerepét azonban az epidemiolégiai adatok valészinisitik, hiszen a CDT-t sulyos
megbetegedésekbdl szarmazo6 patogén E. coli térzsek széles skalgjabdl izolaltak (Janka et
al., 2003, Bielaszewska et al., 2004, Hinenoya et al., 2009, Dubois et al., 2010). Ezen
eredményekkel 6sszhangban Pandey és munkatarsai (2003) kilénbdzd sejttenyészeteken
vizsgalva az A&ltaluk izolalt E. coli térzsek CDT-hatdsat azt talaltak, hogy a sulyosabb
tineteket mutat6 betegekbdl izolalt térzsek CDT-hatasa drasztikusabb volt. Mindezen adatok
arra mutatnak, hogy a CDT valéban fontos virulencia-faktora a patogén E. coli térzseknek, a
betegség kialakulasaban betdltdtt pontos szerepe azonban még nem ismert, és az egyes
patotipusok esetében valészinlleg kilénb6z6.
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1.4.5. Az EcolCDT genetikaja

Az E. coli térzsek CDT-inek tipusai génjeik szekvenciaja alapjan két f6 filogenetikai
csoportba oszthatok, az egyik csoportot a CDT-I és -1V tipusok alkotjak, a méasikat a CDT-II, -
[ll, -V tipusok (Téth et al., 2009a). A két f6 csoport tagjai az egyes gének hosszaban is
kUlbnbbéznek egymastdl: a cdltA, cdiB és cdtC gének hossza rendre 714, 822 és 573 bp a
cdt-1 és cdt-1V esetében, mig a cdt-Il, cdt-1ll és cdt-V operonok megfelel6 génjeinek hossza
777, 810 és 546 bp.

A cdiB szekvenciaja joval konzervaltabb, mint a cdtA és cdtC géné. Ez arra utal, hogy az
aktiv CdiB alegységen joval nagyobb a szelekcios nyomas, ami valészinlsiti a CDT
virulenciafaktor szerepét. Az eddig megismert cdt operonok mind mobilis genetikai elemek
részei, vagy kapcsoldédnak mobilis genetikai elemekhez (1. tablazat).

A human EPEC O127:H7 és O142:H6 tdrzsekben a cdlt-/ operon egy 60 kb méreti
indukalhaté lambdoid profag genomjaban foglal helyet, e profagban a cdtn Kkivll
megtalalhaté egy masik citotoxin, a Cif génje is (Asakura et al., 2007).

A cdt-1ll operon a pVir68 nevi nagyméretli plazmidon foglal helyet, azon belll is egy
patogenitasi szigeten, melynek része tébb mas virulenciafaktort kodol6 gén és operon, Ggy
mint a cnf2, az F17b fimbria génjei, a tibAC fimbria-k6dolé operon, és hemolizin gének
(Péres et al., 1997, Johnson et al., 2010).

A cdt-1V operont a cdt-I-€hez nagyon hasonl6é lambdoid profag gének hataroljak, (Téth et
al., 2009a), ez is egybecseng a tbbbi tipushoz képest szorosabb rokonsagukkal. A
legteljesebb informaciét egy madar patogén E. coli térzs, az APEC O1 teljes genom
szekvencidja adta (Johnson et al., 2007). E térzs genomjaban a cat-1V operont két profag
hatarolja, valamint tRNS gének és egy patogenitasi sziget. A profagok strukturgénjei nagy
hasonlésagot mutatnak az Stx2 fagok génjeivel, am a lambdoid profagon belll a cdt operon
integraciés helye is mas, mint a hasonldé szerkezetli Stx2 fagok genomjan belll az stx
géneké (Johnson et al., 2007).

A cdt-V operont az O157:NM és O157:H7 szerotipusi STEC térzsekben (Janka et al.,
2003), valamint valtozatos szerotipusokat képviselé CTEC térzsekben (Hinenoya et al.,
2009) P2-szerli profag-gének hataroljak. Kérnyezeti eredetii O157:H7, O91:H21 és mas
szerotipusu STEC toérzsekbél sikerilt indukalhaté P2-szerd, cdt-V hordoz6 fagokat is izolalni,
azonban a cdt-V hordozé térzsek tébbségében a CDT fag nem bizonyult indukalhaténak
(Allué-Guardia et al., 2011). Hasonl6 eredményrél szamoltak be a cadt-I hordoz6 lambdoid
profagok esetében is (Asakura et al., 2007). Ezen eredmények arra utalnak, hogy a cdf-V
hordoz6 P2-fagok szekvencidja heterogén.

Altalaban az E. coli tdrzsek cdt operonjanak idegen eredetére utal GC aranyuk is, mely 41
€s 44% kozotti, azaz jéval alacsonyabb, mint az E. coli genom éatlagos GC aranya (50,8%;
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Touchon et al., 2009). Ezek az adatok is arra mutatnak, hogy a HGT jelentés szerepet

jatszhatott a CDT terjedésében és genetikai tipusainak jelenlegi eloszlasaban.

1. tablazat. Az E. coli altal termelt CDT-k elterjedtsége és genetikai hattere

CDT
tipus

II

III

v

Eredet, patotipus

humén EPEC, ExPEC,
barany, sertés, csirke
szeptikémia

human EPEC

szarvasmarha
szeptikémia, NTEC

sertés hasmenés és
szeptikémia, baromfi
szeptikémia, humén
ExPEC

EHEC, STEC,
szarvasmarha atipusos

Szerocsoport / tipus cdt lokalizacioja
086:H34, . .
O127:H7, kromoszo;I(l)af%l lambdoid

O18:K1:Hl1 protag
0O128:NM kromoszéma
0O115:K?:H21,
02, 08, 078, . .
086,088, D e
0136, 0159, patog &
0171
075:K191, 02,
06, 0115, kromoszéma, lambdoid
0141, 0149, profig
0164, 0170
O157:H7/NM,
0O73:H18, 091, kromoszéma, P2-szeri
0113, 0153, profag
0157:H43

Hivatkozas

Asakura et al., 2007;
Téth et al., 2009a

Pickett et al., 1994

Perés et al., 1997;
Johnson et al., 2010

Téth et al., 2003; T6th
et al., 2009a

Janka et al., 2003;
Hinenoya et al., 2009
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1.5. Célkitiizések

Munkank célja volt az stx- és eae negativ (atipusos) szarvasmarha eredetii E. coli O157

térzsek virulenciafaktorainak megismerése és részletes jellemzése. Az altalunk vizsgalt és

valtozatos szerotipusokat reprezentald atipusos E. coli O157 térzsek tdbbsége termelt CDT-t

és rendelkezett Lpf2-vel, éppen ezért jelen értekezés keretében a kdvetkezéket elemeztiik:

Lpf2 (Ipf2) esetében

vizsgalni kivantuk az Ipf operonok elterjedtségét kiulénb6z6 patotipusu E. coli O157
térzsek kérében

az Ipf operonok tipizalasaval és szekvendlasaval kivantuk meghatarozni ezen
virulenca faktort kédol6 operon diverzitasat

az Ipf operonok hatarol6 régidinak szekvencia analizisével kivantuk megismerni az Ipf
operon vektorat és ezen vektorok elterjediségét kivanjuk monitorozni kilénb6z6
patotipusu E. coli térzsekben

CDT (cdt-V) esetében

meg kivantuk ismerni a rendelkezéslinkre allé atipusos szarvasmarha eredetl E. coli
0157 térzseink cdt-V génjeinek és hatarol6 régidinak nukleotid szekvencigjat

célunk volt tovabba, hogy amennyiben, ahogy arra az eddigi szakirodalombdl
kovetkeztetni lehet, valéban P2-szerli profag hordozza a cdt-V operont, ugy
meghatéarozzuk a P2-szeril fag genom Osszetételét egy E. coli O157:H43 térzsben
modell térzsiink fag genomjanak ismeretében tovabbi szekvendlassal és génbanki
szekvencidk analizisével igyekeztiink képet kapni a P2-szer(i fagok evoluciojardl

Teljes genom szekvencia meghatarozas

teliesebb, az egész genomra kiterjed6é informacié szerzése céljabél meg kivantuk
ismerni a T22 jelzésl, O157:H43 szerotipusu térzs teljes genomi szekvencigjat.
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2. Az Ipf operon tipizalasa EHEC, EPEC és atipusos E. coli
torzsek, valamint az ECOR torzsgyiijtemény tagjainak
korében

2.1. Bevezetés

Mivel, fel kivantuk deriteni az atipusos E. coli O157 térzsek Ipf operonjainak genetikai
diverzitdsat, elséként az [pf operonok pontos tipusat kellett meghatarozni. E célra
kézenfekv® volt a Torres et al. (2009) altal kdz6lt PCR alapu tipizald sémat alkalmazni.
Egyuttal tesztelni is kivantuk e séma hatékonysagat tipusos virulenciafaktor készlettel bird
EHEC és EPEC tdérzsek kérében, valamint a kordbban, mas PCR primerekkel /pf gének
jelenlétére vizsgalt (Toma et al., 2006) ECOR referencia térzsgydljtemény tagjainak kérében
is. A vizsgélatban szerepl térzsek tdbbségének f6 virulencia génjeit kordbbi munkékban mar
jellemezték, am néhany torzs esetében ezt nekiink kellett elvégeznink az aldbbi, 2.2
alfejezetben részletezett fenotipusos és genotipusos vizsgalatok segitségével.

2.2. Anyagok és moédszerek

2.2.1. Baktériumtorzsek

A felhasznalt E. coli O157 és egyéb szerotipusu kontrolltdérzsek listdjat a 3. téblazat
tartalmazza. A Kuvaitbdl szarmaz6é O157:H7 térzseket Pal Tibor (UAE University, Dubai,
Egyesult Arab Emiratusok) izolalta és bocsatotta rendelkezéslinkre. A 493/89, 702/88 és
703/88 jelzésli, Németorszagban izolalt EHEC O157:NM t6rzseket Helge Karch-tél kaptuk. A
szintén Németorszagban izolalt, és egyéb tulajdonsagokra mar vizsgalt EHEC tdérzseket
(Mellmann et al. 2008), szintén Helge Karch bocséatotta rendelkezéstinkre. Az ugyancsak
Németorszagban izolalt 3538 jelzésl térzset Herbert Schmidt-tél kaptuk, a 662-es térzset
Lancz Zsuzsanna (NEBIH Allategészségligyi Igazgatésag) izoldlta egészséges
szarvasmarha tejébdl. Az ECOR torzseket résziinkre Kerényi Mdnika biztositotta (Pécsi
Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Mikrobiolégiai és Immunitastani
Intézet).

2.2.2. Fenotipusos vizsgalatok

A torzseket lysogeny broth (LB) agar és brom-timolkék (BTK) taptalajokon (Sambrook et
al., 1989) egy éjszakan at 37 °C-on tenyészettiik. A kordbban nem tipizalt torzsek
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szerotipusat O157 latex agglutinaciéval (Oxoid) és H7 antigén elleni hiperimmun savoéval
(Téth et al., 1991) ellenériztik. A térzsek motilitasat LB lagy agar taptalajon (a normal LB
agar taptalajjal szemben itt az agardéz csak 0,5%-0s koncentracidju) teszteltik, a
szorbitbontasi képességiiket pedig 1% szorbitol tartalmi MacConkey taptalajon (Farmer és

Davis, 1985) t6rténé egyéjszakas tenyésztést kdvetden értékeltlk.

2.2.3. Genotipizalas

2.2.3.1. DNS-izolalas

A PCR reakciokhoz sziikséges DNS-t egyéjszakas tenyészetekbdl allitottuk el az alabbi
modon. Néhany jellegzetes telepet steril desztillaltvizben szuszpendaltunk, majd 20 percig
forraltuk &ket, végil a mintdk 10.000 g gyorsulassal torténd 2 perces centrifugalasat
kdvetden lenyert fellliszoit hasznaltuk templatként.

A PCR reakciékat T3 Thermocycler készllékben (Biometra) végeztik, a primereket
részben a Csertex Kft.-vel (Budapest), részben a Sigma-Aldrich Kft.-vel (Budapest)
szintetizaltattuk. A reakcibkban a Fermentas (Vilnius, Litvania) é&ltal gyartott Taq DNS
polimerazt hasznéltuk. A felhasznalt primerek szekvenciait a 2. tdblazat tartalmazza. A PCR
termékeket GR Safe (Bio-Rad, Hercules, USA) festékkel kiegészitett 1%-0s agardzgélen,
TAE pufferben (Sambrook et al., 1982) vetettik ala elektroforézisnek, 100 V allandé
feszliltséggel. A futtatast kovetéen a géleket UV fényes atvilagitds mellett, Kodak Gel Logic
212 géldokumentécios rendszerrel, a Kodak Molecular Imaging Software program 5.0.1.27-
es verzidjanak segitségével dokumentaltuk.

2.2.3.2. PCR reakciok

Az egyes Lpf struktirgének jelenlétét az Lpf1 esetében a Shen et al. (2005), az Lpf2
esetében az Ideses et al. (2005) altal publikalt primerek és protokoll szerint végeztik. Az [pfA
allél-tipizalast a Torres et al. (2009) altal kidolgozott sémat kdvetve végeztik, minden allélra
kOlén reakcioval. Az stx1, stx2 és eae gének jelenlétét a China et al. (1996) altal kdzolt
primerekkel és protokollal ellendriztlk, itt pozitiv kontrollként az EHEC O157:H7 Sakai térzs
(Hayashi et al., 2001a) szerepelt. Az eae-pozitiv térzsek esetében az intimin-y tipus meglétét
Oswald et al. (2000) szerint ellenériztik, a pozitiv kontroll itt szintén a Sakai térzs volt. Az
ETEC térzsek héstabil és hélabilis toxin génjeire specifikus PCR-eket Alexa et al. (1997)
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szerint végeztik, e reakciékban pozitiv kontrollként a 2173-as jelzési térzs (Nagy et al.,
1997) szerepelt.

A torzsek filogenetikai tipizalasat a Clermont et al. (2000) altal kidolgozott triplex PCR-
rendszerrel, az altaluk kézolt primerek felhasznalasaval végeztik.

A munkank ezen szakaszaban hasznalt primereket — az pf tipizalasban hasznaltakhoz
hasonléan — a 2. tablazatban foglaltuk dssze. A reakcidk altalanos hémérsékleti profilja egy 3
percig tartdé 94 °C-os kezdeti denaturaciobdl allt, majd 30 cikluson keresztiil az aldbbiak
kovetkeztek: 45 s denaturacié 94 °C-on, 45 s annelacié az adott primernek megfelel
hémérsékleten, végll 1 perc extenzié 72 °C-on. A reakcidkat altaldban egy 5 perces végsé

extenzié zarta.
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2. tablazat, 1. rész. Az Ipftipizalasban és a 2. fejezetben szerepl6 egyéb genotipizalasokban felhasznalt primerek

Primer név
LPFA1-AF
LPFA1-AR
LPFA1-BIF
LPFA1-BIR
LPFA1-3-CF
LPFA1-3-CR1
LPFA1-B2F
LPFA1-B2R
LPFA1-5-CF
LPFA1-5-CR1
LPFA2-BIF
LPFA2-BIR
LPFA2-CF
LPFA2-CR
LPFA2-B2F
LPFA2-B2R
74965-R1
74965-F1
74966-R1
74966-F1
74968m-F1
74968m-R1
74969-F1
74969-R1

Szekvencia (5'-3")
AGTTGGTGATAAATCACCAT

GTGCTGGATTCACCACTATTCATCG

AAGTCTGTATTTACTGCTATG
GAAATACAGAACGGTCTGA
GGTTGGTGACAAATCCCCG
CGTCTGGCCTTTACTCAGA
AAGTCTGTGTTTACCACTACT
AAAATACAGAACAGTCTGG
GGTTGGTGACAAATCCCCG
GAGAACCGTCTGGCCTGTTT
GGTAGTCTGGCGTCGCCACAGA
AATACGAATACCAACGCCG
CTACAGGCGGCTGATGGAACA
GCTAATACCAGCGGCAGCATCGT
GGTAGTCTGGCGTCACCACAGC
AATACGAATACCGACACCC
AGTGGCCTGAGTGTTGACGAC
GTTGCCTGCGGGGTGAATG
GTGACACGCCCCTGAATAGATAC
CGCGGATGGCACGACTTA
CAAAAGCAACGCCGAAGTCAG
GGCTATCGCGATCGTTATTCAG
GTAAATTTGTTGCGTTGGCTCTC
ATTTGGCGCGGTTTTTACATC

Felerdsitett szakasz

Ipfl, 1-es allél

IpfA1, 2-es allél

Ipf1, 3-as allél

Ipfl, 4-es allé]

Ipfl, 5-6s allél

Ipf2, 1-es allél

Ipf2, 2-es allél

Ipf2, 3-as allél

Ipf1, IpfE gén

Ipf1, IpfD gén

Ipfl, IpfC gén

Ipfl, IpfB gén

Hivatkozas

Torres et al., 2009

Torres et al, 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Torres et al., 2009

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005
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2. tablazat, 2. rész. Az Ipftipizalasban és a 2. fejezetben szerepl6 egyéb genotipizalasokban felhasznalt primerek

Primer név
74971-F1
74971-R1
75220-F1
75220-R1
75221-F1
75221-R1
75222-F1
75222-R1

75224-F
75223-R1
75225-F1
75225-R1

IpfA F
IpfB R
IpfC F2
IpfD R2
B52
B53
B54
B55
B56
B57
Chua.1
Chua.2

Szekvencia (5'-3")
TACAGGCGAGATCGTGGATTCAC
GACCTGCGCATTGCCGTAAC
CCTGCTCCCGGTATGGTTTAT
CTTGCCCGGCGGTAGATG
TATGGTTTCGCCGCTAATGGTG
GGCGACTTCCGTTGTGGGTAT
GGGGCTACCTGGTTACTGGAC
ATCGCCGCCGCTACTGGT
CGCAGATGTCGATGGCTACG
CGTCTTTATCATCCACCGTCACA
CCTTTAGTGGCGTCGATGATGT
CTGCGAGTCGGCGTTAGC
ACCGCTATCGATGCTGAAGG
GCGCAACATCTTCGGGAATA
CGCCGGGTTAGAAATAGATA
TGCCTGGTTTATTTTTGACGTA
AGGCTTCGTCACAGTTG
CCATCGTCACCAGAGGA
AGAGCGATGTTACGGTTTG
TTGCCCCCAGAGTGGATG
TGGGTTTTTCTTCGGTATC
GACATTCTGGTTGACTCTCTT
GACGAACCAACGGTCAGGAT
TGCCGCCAGTACCAAAGACA

Felerdsitett szakasz

Ipfl, IpfA gén

Ipf2, IpfE gén

Ipf2, IpfD gén

Ipf2. IpfC gén

Ipf2, IpfB gén

Ipf2, IpfA gén

Ipf2, IpfA-IpfB gének

Ipf2, IpfC-IpfD gének

eaeA gén

stx] gene

stx2 gén

chuA gén

Hivatkozas

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Shen et al., 2005

Ideses et al., 2005

Ideses et al., 2005

China et al., 1996

China et al., 1996

China et al., 1996

Clermont et al., 2000
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2. tablazat, 3. rész. Az Ipftipizalasban és a 2. fejezetben szerepl6 egyéb genotipizalasokban felhasznalt primerek

Primer név
YjaA.l
YjaA.2

TspE4C2.1

TspE4C2.2

SK1
LP3
stbfw
stbrev
Itfw

Itrev

Szekvencia (5'-3")
TGAAGTGTCAGGAGACGCTG
ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
GAGTAATGTCGGGGCATTCA
CGCGCCAACAAAGTATTACG

CCCGAATTCGGCACAAGCATAAGC

CCCGAATTCTTATTCTACACAAACCGC

TCTTCTTGCATCTATGTTCG
TCTCTAACCCCTAAAAAAC
TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA

GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC

Felerositett szakasz

yjaA gén

tspE4C2 gén

eae intimin-y specifikus régié

ST toxin gén b alegység

LT toxin gén

Hivatkozas
Clermont et al., 2000

Clermont et al., 2000

Oswald et al., 2000

Alexa et al., 1997

Alexa et al., 1997
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2.3. Eredmények

2.3.1. A vizsgalatban szerepl6 térzsek f6 patogenetikai jellemzoi

Osszesen 97, részben emberi megbetegedésekbél (n=54), részben egészséges
szarvasmarhabdl (n=43) szarmazd E. coli O157 térzset, valamint az ECOR gyUjtemény 72
tagjat vizsgaltuk meg Ipf gének jelenlétére. Az ECOR gydljteményen Kiviili térzsek harom
patotipusba voltak sorolhatok: EHEC, EPEC, és a sem stx-et, sem eae gént nem hordoz6
atipusos térzsek. A munkéankban szereplé6 EHEC térzsek mindegyike hordozta legaldbb az
stx2 gént, és a 4979 jelzésl kivételével az stx1-et is. A harom Németorszagbdl szarmazoé
0O157:NM térzs szorbitol-fermentald volt, a tébbi EHEC térzs azonban nem. A tbrzsek
eredetét, szerotipusat, patotipusat, Lpf allél-kombinacidjat és filogenetikai csoportositasat
foglalja 6ssze a 3. tablazat.

A 662, PT81, PT155 és PT282 jelzésli térzseket szerotipizaltuk, teszteltiik motilitdsukat,
valamint az stx1, stx2 és eae virulencia gének jelenlétét. Mindegyik térzs mozgoképesnek
bizonyult, H7 antigént hordozott, valamint az eae génbdl a y valtozatot termelte. A PT81 és
PT282 stx2-pozitiv volt, mig a 662 és PT155 nem hordoztak sitx-et, ezért mig a két el6bbi
kuvaiti térzs EHEC patotipusba sorolhatd, a két utobbi térzs EPEC-nek tekintendd.

A vizsgalt EHEC és EPEC térzsek mind a D filogenetikai csoportba tartoztak. Az atipusos
0157 szerocsoportu térzsek koézul hat a B1, harom az A csoport tagjanak bizonyult (3.
tablazat).
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Patotipus

Atipusos

EHEC

EPEC

Eredet

egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha

egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha

egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha
egészséges szarvasmarha

Szarmazasi
orszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag
Magyarorszag

Torzs szama

B20
B54
T4
B47
T22
T16
T50
T34
T49

34
52
254
R4
R67
F67
318
319
320
321
4979

64
65
67
68
103
121
122
127

Szerotipus

O157:H12
O157:H12
O157:H12
O157:NM
0O157:H43
0O157:H43
0O157:H43
O157:H9
O157:H37

O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:NM
O157:NM
O157:NM
O157:H7
O157:H7

O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7

Filogenetikai
csoport
A
A
A
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl
Bl

vAvivivivivivivillvivivivivivivivivivlw)

IpfAl
allél

LW LW LW LW W W W W W WwWW

LW LW LW W W W WW

IpfA2
allél

—_—

(NS NS R S BN (T (S I\ (S I \S I \S T O 2 \S ] — e

(NSRS N\ (S N \S I \S T O 2 \S ]

Hivatkozas

Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b

Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b

Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
Téth et al., 2009b
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Patotipus Eredet Szarmazasi Torzs szama Szerotipus Filogenetikai  IpfAl IpfA2 Hivatkozas
orszag csoport allél allél
EPEC egészséges szarvasmarha  Magyarorszag 129 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorsz4g 137 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorsz4g 138 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag 144 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag 165 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag 168 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag 169 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorsz4g 174 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorsz4g 177 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorszag 178 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha  Magyarorszag 179 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag R6 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag R30 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag F30 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
egészséges szarvasmarha ~ Magyarorszag 662 O157:H7 D 3 2 jelen értekezés
EHEC humdn megbetegedés Németorszig 3538 O157:H7 D 3 2 Téth et al., 2009b
humén megbetegedés Kuvait PTS81 O157:H7 D 3 2 jelen értekezés
humdn megbetegedés Kuvait PT282 O157:H7 D 3 2 jelen értekezés
humén megbetegedés Magyarorszag C81 O157:NM D 3 2 Téth et al., 2003
humén megbetegedés Magyarorszag 171 O157:H7 D 3 2 Mag et al., 2010
humén megbetegedés Magyarorszag 773 O157:NM D 3 2 Mag et al., 2010
humén megbetegedés Magyarorszag 898 O157:NM D 3 2 Mag et al., 2010
humdn megbetegedés Magyarorszag 53 O157:NM D 3 2 Mag et al., 2010
humdn megbetegedés Magyarorszag C83 O157:NM D 3 2 Mag et al., 2010
humdn megbetegedés Magyarorszag 600 O157:NM D 3 2 Mag et al., 2010
humdn megbetegedés Németorszig 702/88 O157:NM D 3 2 Téth et al., 2009a
humén megbetegedés Németorszag 703/88 O157:NM D 3 2 Téth et al., 2009a
humén megbetegedés Németorszag 493/89 O157:NM D 3 2 Karch et al., 1993
humén megbetegedés Németorszag 3232/96 O157:H7 D 3 2 Mellmann et al., 2008
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Patotipus

EHEC

Eredet

humdan megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés

Szarmazasi
orszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag

Torzs szama

3817/96
4391/96
6830/96
16147/96
1760/97
1608/97
5049/97
1759/97
4367/97
4427/97
4589/97
4264/98
3320/98
3226/98
1695/99
1867/99
4309/99
4424/99
1855/00
2442/00
4301/00
E09/87

Szerotipus

O157:NM
O157:H7
O157:H7

O157:NM
O157:H7
O157:H7

O157:NM
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7

O157:NM

O157:NM

O157:NM
O157:H7

O157:NM
O157:H7

O157:NM

O157:NM
O157:H7
O157:H7

Filogenetikai
csoport

ivAviviviviviviviviviviviviviviviviviviviviv)

IpfAl
allél

3

L LW W W W W W W W W W WW W WWW Wwwww

IpfA2
allél
2

[N SS TN S NS NS T S TN (ST NS T NS NN NS I S TN S I \S I (ST (S I \O I (ST (S IR \S I (ST

Hivatkozas

Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
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Patotipus

EHEC

EPEC

Tipustorzsek

Eredet

humdan megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humdén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humén megbetegedés
humdén megbetegedés

humén megbetegedés

Szarmazasi
orszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag
Németorszag

Kuvait

Torzs szama

E09/115
E09/145
E09/161
E09/185
E08/127
E08/202
E08/217
E08/282
E08/292
E08/325
E07/223
E07/238
E08/111
E08/113
E07/210
E06/457
E06/469

PT155

0157:H7
Sakai
E2348/69

Szerotipus

O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7
O157:H7

O157:H7

O157:H7

O127:H6

Filogenetikai
csoport

vAvlviviviviviviviviviviiviviviviv)

W)

B2

IpfAl
allél

3

W W W W W W W W W WWWWwwww

IpfA2
allél
2

DD NN NN NN NN NN N

Hivatkozas

Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008
Mellmann et al., 2008

jelen értekezés

Hayashi et al., 2001a

Iguchi et al., 2009
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2.3.2 Az Ipf genotipizalas eredményei

A PCR-alapu vizsgalatok szerint a 97 vizsgalt O157 szerocsoportu térzs koézil 95
hordozott legalabb egy Ipf operont, ezek kbzil 88 hordozta mindkét f6 valtozatot. Az Ipf-
pozitiv térzsek mindegyike hordozta az operonok Osszes strukturgénjét is, igazolva az
operonok épségét. Az EHEC és EPEC térzsek az Ipf1 operonbdl egységesen a 3-as szamu,
Ipf2-bél a 2-es szamu allélt hordoztak. A hét atipusos Ipf-pozitiv térzs csak az Ipf2 1-es
alléljat hordozta.

Az ECOR tdrzsek kdzil 26 bizonyult Ipfpozitivnak, hét térzs csak [pfi-et tartalmazott,
tizenegy t6érzs csak Ipf2-t, és nyolc olyan t6érzs volt, mely mindkét operont hordozta (4.

tablazat).
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4. tablazat. Az Ipf-pozitiv ECOR térzsek Ipf allél tipusai

Torzs Szerotipus Filogenetikai IpfAl IpfA2

csoport allél  allél
ECOR7  O85:HNT A 1
ECOR23" 086:H43 A 2 1
ECOR26 0104:H21 Bl 2 1
ECOR27 0104:NM Bl 2 1
ECOR30 O113:H21 Bl 1
ECOR31  O79:H43 E 3
ECOR32  O7:H21 Bl 1™
ECOR33  O7:H21 Bl 1
ECOR34  O88:NM Bl 1
ECOR36  079:H25 D 2" 1
ECOR37 ONT:HNT E 3 2
ECOR38  O7:NM D 3
ECOR39  O7:NM D 3
ECOR41  O7:NM D 3
ECOR4" ONT:H26 D 5
ECOR45 ONT:NM Bl 2
ECOR46"  O1:H6 D - 3
ECOR47 ONT:H18 D 3
ECOR57 ONT:NM B2 A
ECOR58 O112:H8 B1 2 1
ECOR63 ONT:NM B2 4"
ECOR65" ONT:HI10 B2 4 -
ECOR66  04:H40 Bl 2"
ECOR67  04:H43 Bl 1
ECOR69 ONT:NM Bl 2" 1
ECOR72 0144:H8 Bl 1

* Ezen tbrzseket hasznaltuk pozitiv kontrollként az O157-es tdrzsek tipizalasakor a megfeleld
reakciéban.

** E tdrzsek korabban (Toma et al., 2006) negativnak bizonyultak az adott /pof tipusra.
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2.4. Megbeszélés

Az Ipf operon jelentds prevalencidja a vizsgalt O157 térzsekben megerésiti a korabbi
tanulmanyokat, melyek szerint az Lpf elterjedt és fontos virulenciafaktor lehet (Toma et al.,
2004, Toma et al., 2006, Torres et al., 2009). Az operonok PCR-rel t6rténd letapogatasa
minden térzs esetében igazolta, hogy az Ipf operonok mindegyik génje megvan, ezért azok
valészinlleg funkcidjukat is betéltik.

Eredményeink harmonizalnak azon korabbi eredményekkel (Toma et al., 2004, Toma et
al., 2006, Torres et al., 2009), melyek szerint az O157 szerocsoportba tartoz6 EHEC és
EPEC tbérzsek mindkét Ipf operont hordozzak. Az &sszes O157:H7 és O157:NM torzs,
szorbitol-fermentalé tulajdonsagtél és az izolalas helyétél fliggetlentl az [pfA71-3 és IpfA2-2
kombinacidjat hordozta. Torres et al. (2009) mar a tipizal6 séma publikalasakor felvetették,
hogy e kombinaciénak marker jellege van az emlitett virulens szerotipusokra nézve. It
megjegyzendd, hogy az Lpf-tipizalé séma bevezetésekor a szerzék (Torres et al., 2009),
habar szamos szerotipust képviseld toérzset vizsgaltak, az O157 szerocsoportbdl kizarélag
Dél-Amerikaban izolalt STEC térzsek szerepeltek munkajukban. A mi vizsgalatainkban 24,
részben magyar (Téth et al., 2009b), részben kuvaiti eredetl EPEC t6rzs is szerepelt e
szerocsoportbdl, amelyek ugyanazt az allélkombinaciot hordoztak, mint a hasonléan O157-
es sejtfalantigént termelé EHEC torzsek.

Hét atipusos, az O157 szerocsoporton belil kilénb6zé szerotipusokat képviseld, és
Magyarorszagon belll kilonbdzé helyeken izolalt térzs az IpfA2-1 allélt hordozta. E
tekintetben ezek a torzsek az eddig talalt szamos, hozzajuk hasonléan az A és B1
filogenetikai csoportokba tartozd, de mas szerotipusokat képviselé térzsre hasonlitanak
(Shen et al., 2005, Toma et al., 2006, Torres et al., 2009). Megjegyzendd az is, hogy e
térzsek intimin-negativak (Téth et al., 2009b), és a H9, H12 és H37 csill6-antigénnel
rendelkezdk Uj szerotipusokat képviselnek az Lpf2 pozitiv térzsek kozt.

Korabban Osek et al. (2003) szamos Stx- és intimin-negativ O157:NM t6érzsbél kimutattak
az akkor még IpfAori-nak nevezett IpfA2-1-et, és feltételezték, hogy szerepet jatszhat a
térzsek patogenezisében. E tdrzsekre az altalunk vizsgéltak kdzll a B47 jelzést hasonlit a
leginkabb, mely ugyancsak az O157:NM szerotipusba tartozik, és szintén az |pfA2-1-et
hordozza. Szerotipusat és Ipf tipusat tekintve hasonlé izolatum a DEC7E is (Toma et al.,
2006), patotipusat tekintve ez azonban ETEC térzs. A DEC7A jelzési, szintén az ETEC
patotipusba tartoz6 és szorbitbonté O157:H43 térzs (Reid et al., 1999) az altalunk vizsgalt,
ugyanezen szerotipust képvisel6, de atipusos és a szorbitot nem bonté térzsekhez
hasonléan szintén az IpfA2-1-et hordozza (Torres et al., 2009), valamint a C filogenetikai
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csoportba tartozik, mely egy késébb definialt, az A és B1 csoportokhoz kdzel allé csoport
(Escobar-Paramo et al., 2004).

Az ECOR toérzsek koézil az ECOR36-r6l és az ECOR39-r6l ismert volt, hogy Ipfe-t
hordoznak (Toma et al., 2006). A mi vizsgélataink soran az (j tipizalé rendszerrel Ipfi-re is
pozitivnak bizonyultak (4. tdblazat). Az [pfA1-et kimutattuk a kordbban Ipf-negativnak talalt
(Toma et al., 2006) ECOR63-ban és ECOR66-ban is. A hivatkozott munkaban szintén Ipf-
negativnak bizonyult ECOR32-ben az [pfA2t, az ECOR57-ben pedig mindkét operon
vonatkozd szakaszat megtaldltuk. Ezek az eredmények mutatjak a tipizadl6 modszer
érzékenységét, am megjegyzendd, hogy ez a rendszer az operonoknak csak egy-egy rovid,
variabilis részét detektélja, és kilenc olyan ECOR térzset is talaltunk, melyek Toma et al.
(2006) vizsgalataban pozitivak voltak egyik vagy mindkét |of operonra, a tipizalé PCR-ek
azonban egyik allél jelenlétét sem tudtak az esetlikben kimutatni. Utobbi eredmény arra utal,
hogy az Ipf operonoknak tovabbi, eddig nem azonositott allélikus valtozatai is l1étezhetnek.

Az IpfA2-1 véltozat korabbi munkak altal is megerésitett széles koéri elterjedtsége szamos
kilbnb6z6 szero- és patotipusban erésen valdszindsiti, hogy a HGT valamely formajanak
segitségével terjedt el a patogén E. coli térzsek k6z6tt. Az viszont, hogy elsésorban az A és
B1 filogenetikai csoportokba tartozé térzsek hordozzak, arra utal, hogy mas filogenetikai
eredete van, mint az EHEC és EPEC t6rzsekben (D filogenetikai csoport) talalhatd /pf
operonoknak.
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3. Az Ipf2 16kusz klonozasa és szekvenalasa

3.1. Bevezetés

Az [pf2 operonok diverzitasanak meghatarozasahoz a nukleotid szekvenciajuk pontos
megismerése volt a kdvetkezd lépés. Ennek érdekében az Ipf2+ atipusos E. coli O157
térzsek kozil kivalasztottunk egyet, a T22 jelzési O157:H43 szerotipusut, és kozmid
klénkdnyvtarat készitettink genomjabdl, megkdénnyitendé a kivant szakasz, vagyis az [pf2
operon és kdzvetlen kdrnyékének szekvencia-meghatarozasat. Osszehasonlitd célbdl tébb
masik atipusos O157 tdrzsben is meg kivantuk hatarozni az Ipf2 operon szekvencidjét,
valamint PCR-reakciokkal monitorozni a jellegzetes hatérold régiok jelenlétét kilénbdzé
patotipusokat képvisel6é E. coli térzsek esetében. Meg akartuk valaszolni ezen kivll azt a
kérdést, hogy valéban termeli-e az Lpf-et a vizsgalt térzs, és funkciés vizsgéalatokat is
kivantunk végezni, felderitendd, hogy milyen szerepet jatszhat az Lpf2 az atipusos E. coli
0157 térzsek adhézidjaban.

3.2. Anyagok és moédszerek

3.2.1. Baktériumtorzsek

A munkank ezen részében felhasznalt baktériumtdrzsek az eredmények egy részét is
tartalmaz6 6. tablazatban taldlhatok felsorolva. Mindegyik szerepelt az Lpf tipizalasi
munkakban is (3. fejezet), tenyésztési koriilményeik is megegyeztek az ott leirtakkal.

3.2.2. Kozmid klénkoényvtar készitése

A T22 térzs genomi DNS-ét a fenol-kloroformos kivonassal izoldltuk Sambrook et al.
(1982) nyoman, roviden az aldbbiak szerint. 100 ml triptonos széja taplevesben (TSB,
Sambrook et al., 1989) egy éjszakan at 200 rpm fordulatszammal razott tenyészetet 8000 g-
vel centrifugaltunk, a felGluszot eléntéttik. A pelletet lizis pufferben (Sambrook et al., 1982)
vettik fel, majd a mintdhoz 50 pg/ml koncentraciéban proteinaz K-t adtunk (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA), és 1 éran at 65 °C-on inkubaltuk. Ezek utan elébb fenollal, majd fenol és
kloroform 1:1 aradnyu elegyével, végil tisztdn kloroformmal mostuk és centrifugéltuk a

baktériumsejteket, minden esetben a fellilisz6val dolgoztunk tovabb. Az utolsé 1épés utan a
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fellluszobdl etanollal precipitaltuk a DNS-t, amit végil TE pufferben (Sambrook et al., 1982)
vettlink fel. A DNS minéségét 1,2%-0s agardzgélen 80 V allandé fesziltséggel végrehajtott
Qubit Fluorometerrel (Invitrogen) hataroztuk meg.

A kozmid klonkényvtarat pWEB TNC Cosmid Cloning Kit (Epicentre, USA) segitségével a
gyartd utasitasait egy ponton médositva készitettilk az aldabbiak szerint. A genomi DNS-t a
gyartd altal javasolt mechanikai darabolds helyett Mbo | restrikciés endonukleazzal
(Fermentas, Vilnius, Litvania) kezeltik, majd az igy kezelt DNS-t ligaltuk a pWEB TNC
kozmid vektorral. A ligatumot a kit részét képezd fagrészecskékkel (MaxPlax Lambda
Packaging Extract, Epicentre, USA) kevertik el a kozmidrészecskék kialakitasa céljabdl,
melyekkel ezutan az EPI100-T1 jelzést E. coli K-12 torzset fertéztik. A klonok szelekcidja
100 pg/ml koncentraciéban alkalmazott ampicillinnel tértént. Osszesen 1000 kién
tovabboltasaval és meg6rzésével alakitottuk ki a klonkdnyvtarat. A klonok tenyésztése
szintén ampicillinnel kiegészitett LB, illetéleg TSB taplevesben tértént. A kiénokbol DNS-t a
2.2.3.1 alfejezetben leirt forraldsos modszerrel izoldltunk. Az Ipf2-pozitiv klénok detektalasat
az ldeses et al. (2005) altal leirt PCR reakciéval végeztik.

3.2.3. Reverz transzkripciés PCR az IpfA génre

Az IpfA gén, és ezaltal kdzvetve az Lpf struktira expressziéjanak igazolasa céljabol RT-
PCR-t végeztiink az E. coli T22 térzs I[pfA génjére. Ehhez el6sz6r RNS-t izolaltunk a T22
torzs 48 éran at 200 rpm fordulatszammal 37 °C-on razott tenyészetéb6l az RNEasy Mini
Kittel (Qiagen, Németorszag) a gyarté utasitdsainak megfeleléen, azzal a modositassal,
hogy a sejteket 1 perces, 13.000 g-vel t6rténé centrifugalassal gyUjtéttik déssze, és a
fellluszo6 ledntése utan a pellettel dolgoztunk tovabb. Az RNS-mintat DNaz I-gyel (DNAse |
Amplification Grade, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) is kezeltlk a gyarté utasitasainak
megfeleléen pl-enként 0,05 egységnyi enzimmel, kizarandé a DNS-sel t6rténd
szennyezddést. Az 5. tadblazatban megjeldlt primerek segitségével és a Maxima Reverse
Transcriptase enzim (Fermentas, Vilnius, Litvania) felhasznalasaval végeztik a reverz
transzkripciét, majd az igy kapott terméket hasznaltuk templatként ugyanezekkel a
primerekkel végzett PCR reakciokban, melyeket Platinum Taq polimerazzal (Sigma-Aldrich)
vegeztink. A reakcid héprofilja hasonlé volt a 2.2.3.2 fejezetben leirthoz, &m a denaturacié
ez esetben 98 °C-on tortént.
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E primereket a jelzettek kivételével jelen értekezés alapjaul szolgalé munkank soran terveztik.
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Primer Szekvencia (5'-3") Felerdsitett Referencia Felerdsitett Annelaciés
gének szekvencia pozicié hémérséklet
génbanki °O)
szdma

bglGfw CCCAAGCGCTCCTGCGCTAAA bglG-phoU CU928160.2 3977599- 60
3978492

phoUrev TCTGGAGTCGCTGGGCCGTC

phoUfw CGATCACGCGCTTCGCCAGA phoU-pstB CU928160.2 3978707- 59
3979162

pstBrev GGTATCGCCATTCGCCCGGA

pstBfw GGACGGCCCGATAAACGCCG pstB-pstA CU928160.2 3979526~ 60
3979912

pstArev CAGCCGATCGCCAACCTGCC

pstAfw AGCCAGAACAGGCCGAAGGC pstA-pstC CU928160.2 3980508- 59
3980919

pstCrev ATCGGCGGCATCATGCTGGG

pstCfw ACCGTAGATCGGCACCAGCG pstC-pstS CU928160.2 3981370- 58
3981924

pstSrev CCAGAAAGGCGAAGATGCATGGC

pstSfw CAGACAGCGGCGCGTCAGAG pstS-IpfD CU928160.2 3982472- 58
3983233

IpfDrev TGCTACCGAACCCAATACGGACAA

IpfAfw TGTCGACAATTTCACCGACGAAGTG IpfA-glmS CU928160.2 3987849- 58
3988769

glmSrev GCTGCCGAGCCGTATTGAGCA

glmSfw CGTGTGTCGCCCAGCGAGTA glmS-glmU CU928160.2 3989854- 58
3990519
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Primer Szekvencia (5'-3") FelerOsitett Referencia Felerdsitett Annelaciés
gének szekvencia pozicié hémérséklet
génbanki °O)
szdma
glmUrev GGCGATGCGGAAATTGGCGA
glmUfw AGCAGATCGCCGCCGTGAC glmU-atpC CU928160.2 3991436- 59
3992119
atpCrev ACGAAGCGCGAGCCATGGAA
IpfA F* ACCGCTATCGATGCTGAAGG IpfB-IpfA AY057066 678-1349 63
IpfB R* GCGCAACATCTTCGGGAATA
IpfC F2* CGCCGGGTTAGAAATAGATA IpfD-IpfC AY057066 3658-4421 53
IpfD R2* TGCCTGGTTTATTTTTGACGTA
IpfA_inside_fw**  TCGACAGTAAATTGTGAATC IpfA egy AY057066 233-790 50
része
IpfA_inside_rev** GAAGCGTAATATTATAGGCG

*Ideses et al., 2005.

**A reverz transzkripciés PCR-ben felhaszndlt primerek.
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3.2.4. Szekvencia-meghatarozas

Egy, a PCR-szlirés alapjan az Ipf2 operont hordozé kozmid klénbdl kozmid-DNS-t
izolaltunk a GenElute BAC DNA kit (Sigma-Aldrich) segitségével a gyarté utasitdsainak
megfeleléen. A szekvencia-meghatarozast a BayGen Intézetben végeztik SOLID 4 és
lonTorrent Gjgeneraciés szekvenald platformok, valamint kiegészitésképpen Sanger-féle
didezoxinukleotid médszer segitségével. Az RT-PCR termékeinek szekvenciajat szintén az
utébbi modszerrel hataroztuk meg. A T22 térzs [pf2 operonjdnak szekvencigjara alapozva,
és szintén a Sanger-féle modszerrel a B47, B54, T16, T34, T49 és T50 tbérzsek Ipf2
operonjanak szekvencigjat is meghataroztuk. A szekvencidk analizise, az ORF-ek és
szekvencia homoldgiak keresése részben az NCBI honlapjan elérhetd eszkdzdkkel (BLAST
kOldnbdz6 algoritmusai), részben a Vector NTlI és a CLC Bio Genomic Workbench
programokkal tértént.

3.2.5. Adhéziés vizsgalatok

Ve

sejttenyészeteken vizsgaltuk, melyeket Szallas Emilia (NEBIH Allategészséglgyi
lgazgatosag) készitett el6 és bocsatott rendelkezéstinkre. A sejteket 24 lyuklu lemezeken 37
°C-on, 5% CO,-t tartalmazé atmoszféraban, RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute
1640) taplevesben 0Osszefliggd, egy sejtnyi vastagsagu réteg kialakulasaig ndvesztettiik,
majd PBS-sel (phosphate buffer saline, Sambrook et al., 1982) mostuk. A C600 és a T22
torzsek 48 6ran keresztiil 37 °C-on 200 rpm fordulatszammal razott tenyészeteib6l minden
lyukba kb. 10" sejtet adtunk RPMI-ben oldva, és a sejttenyészeteket 5 6ran keresztill
tovabbinkubaltuk 37 °C-on, 5% CO, mellett. Az inkubaciét kdvetéen a tenyészeteket kétszer
mostuk PBS-sel, majd metanollal fixaltuk és Giemsa szerint megfestettik (Nougayréde et al.,
2006). A fixalt és festett tenyészeteket fénymikroszkdppal vizsgaltuk.

3.2.6. Lpf hatarol6 régiok monitorozasa

A 6. tdblazatban szerepl6 térzsekben az [pf2 gének és a hatarol6 régidk jelenlétét PCR
reakciokkal monitoroztuk az 5. tédblazatban felsorolt primerek felhasznalasaval. A primereket
ugy terveztik, hogy mindegyik két szomszédos gént érintsen, ezaltal kbzvetve igazolva a
gének sorrendjét is. A reakciok hémérsékleti profilja a 2.2.3.2. fejezetben leirthoz hasonlé

volt.
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3.3. Eredmények

3.3.1. Az Ipf2-1 nukleotid szekvenciajanak jellegzetességei az atipusos E. coli 0157
torzsek korében

Kozmid klénkényvtarat alakitottunk ki az E. coli T22 O157:H43 térzs genomjabdl. Ennek
felhasznalasaval meghatéroztuk a nukleotid szekvenciajat egy 15,3 kb hosszusagu genomi
szakasznak, mely az |[pf2-1 operont is tartalmazta. E régi6 vazlatos felépitése lathatdé az 5.
abran. Az annotalt szekvenciat GenBank nyilvanos adatbazis AHZD01000104 elérési szama
alatt helyeztik el. Meghataroztuk a B47, B54, T16, T34, T49 és T50 tdrzsek [pf2-1
operonjanak szekvencigjat is, ezek annotalt valtozatat rendre a KC207119, KC207120,
KC207121, KC207122, KC207123 és KC207124 elérési szamok alatt helyeztik el. Az
operonok GC aranya 44%, szemben a hatarolé régidk esetében tapasztalhatd 52%-kal. Az
altalunk megszekvenalt operonokban &sszesen négy pozicidban volt tapasztalhato
aminosav-szintl polimorfizmus.

Az IpfA gén szekvencigja az altalunk meghatarozott és a GenBankban elérheté [pf2-1
operonok esetében teljesen egységes.

Az |pfB gén esetében az altalunk megszekvenalt atipusos térzsek mindegyikében a 99-es
pozicié alanint kédol a tébbi ismert szekvencidban itt talalhaté szerin helyett.

Az IpfC gén az éltalunk vizsgalt térzsekben egységesnek bizonyult a T49 jelzésl torzs
kivételével, amelyben a 809-es pozicié triptofan helyett ciszteint kédol.

Az IpfD gén esetében a T22 térzsben a 341-es pozicidoban szerin helyett alanin van, a
313-as pozicibban a T49 és a T50 tdrzsek a tobbitél eltéréen metionin helyett leucint
kodolnak.
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6. tablazat. Az Ipf2 operon hatarol6 régioinak elterjedtsége a 3. fejezetben vizsgalt térzsekben

Torzs Szerotipus Filogenetikai bglG- phoU  pstB- pstA-  pstC- pstS- IpfA- glmsS- glmU- Hivatkozas

csoport phoU -pstB pstA pstC  pstS IpfD glmS glmU atpC
T16 0O157:H43 B1 + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
T22 0O157:H43 B1 + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
T34 0O157:H43 B1 + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
T49 O157:H9 B1 + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
T50 O157:H37 Bl + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
B47 O157:NM Bl + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
B54 O157:H12 A + + + + + + + Téth et al., 2009b
ECOR?7 0O85:HN A + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR23 086:H43 A + + S + - + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR26 0104:H21 B1 + + + + + + - + + Ochman és Selander, 1984
ECOR30 O113:H21 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR32 O7:H21 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR33 O7:H21 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR34 088:NM B1 + + - + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR36 0O79:H25 D + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECORS57 ON:NM B2 + + Ochman és Selander, 1984
ECORS58 O112:H8 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR67 04:H43 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR69 ON:NM B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
ECOR72 0O144:H8 B1 + + + + + + + + + Ochman és Selander, 1984
187/06 (22) 0136:H12 B2 + + S + + + + + + jelen értekezés
C600 K12 A - + + + - + + + + Appleyard 1954

*E tdrzsek kdvetkezetesen a vartnal hosszabb terméket adtak a jelzett reakcidkban.

** E torzsek kovetkezetesen aspecifikus, vagy gyenge terméket adtak a jelzett reakcidkban.
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3.3.2. Az Ipf2-1 hatarol6 régiodinak jelenléte a vizsgalt atipusos E. coli 0157 és ECOR
torzsek korében

e

tértént az atipusos O157-es és az ECOR gy(jtemény pf pozitiv tagjai, valamint az E. coli K-
12 C600 toérzs esetében. A 21 vizsgalt térzsbél tizendt, kdztik egy kivétellel az atipusos
0157 szerocsoportba tartozok is az Osszes vizsgalt régiora pozitivnak bizonyultak. A
hatarol6 régiok monitorozdsanak eredményeit a 6. tablazat foglalja dssze.

3.3.3. Az Lpf2 expresszidja és adhézids vizsgalatok

A 48 oras tenyészetekbdl izolalt RNS-en végzett, az IpfA gént célzé reverz transzkripcids
PCR-reakcié igazolta, hogy az I[pfA expresszalddik a T22 térzs esetében.

A szarvasmarha vesébdl és herébdl nyert primer sejtkultirak esetében nem volt
megfigyelheté specifikus adhézi6 a T22 térzs esetében a kontrollként alkalmazott apatogén
C600 torzzsel kezelt tenyészetekhez képest.

0 2 4 6 8 10 12 14 kb
| | | | | | | | |
bglG pstB pstC IpfD IpfC pfB  IpfA gimS  gimU  afpC
pstA pstsS

5. abra. Az E. coli 0157:H43 T22 torzs Ipf2 operonjanak és hatarol6 régidinak vazlatos
felépitése a kozmid klén szekvencia-meghatarozasa alapjan.
Az egyes funkciondlis géncsoportokat eltérd szinl nyilak jelzik. A pst géncsoport egy foszfat ABC
transzportert koédol, a phU foszfat-transzport szabalyozé fehérjét, a bgl/G transzkripciés szabalyozot. A
glms géncsoport az N-acetil glikézamin-1-foszfat uridiltranszferazt, az atpC az ATP-szintaz C

alegységét kédolja.

3.4. Megbeszélés

Osszesen hét E. coli O157 t6rzs |pf2 operonjanak szekvenciajat ismertik meg. Az SNP-k
(single nucleotide polymorphism; egy nukelotidot érinté polimorfizmus) alacsony szama utal
egyrészt az operon konzervaltsagara, masrészt arra, hogy amennyiben e térzsek HGT-vel
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tettek szert ezen operonra, ez megkdzelitéleg egy idében térténhetett, mivel a kilénbségek
szama egymashoz viszonyitva nagyjabol azonos.

Konzervalt szekvenciaja mellett (7. tablazat) az Ipf2 operon genomi szigeten térténé
elhelyezkedését (Doughty et al., 2002) tamasztja ala GC aranya is, mely egységesen 44%,
szemben a hatarolé régidk 52%-aval, mely kézel esik az E. coli atlagos genomi GC
aranyahoz (50,8%, Touchon et al., 2009).

A kordbban jellemzett [pf2-1-et hordozd térzsek koérében végzett PCR-vizsgalatok
megerdsitették a hatarold régié konzervalt génsorrendjét is. Az operon minden esetben,
hasonléan a kordbbi irodalmi adatokhoz (Torres et al., 2002, Doughty et al., 2002), a g/mS
és pstS gének kozt talalhatd, ami valdszindlsiti, hogy ez a régié e térzsek evoluciéja soran
integracios ,hotspot”. Toma et al. (2006) az Ipf operonok jelenlétének vizsgalatakor kilén
hangsulyt fektetett az integraciéos hely érintetlenségének PCR-rel térténd ellenbrzésére
minden térzs esetében. Megjegyzendd tovabba, hogy az EAEC prototipusanak szamité, 042
jelzésli, E. coli O44:H18 szerotipusu térzs esetében egy Tn21 jelzésl, antibiotikum-
rezisztencia géneket is hordoz6 transzpozon taldlhatdé az IpfA és gimS gének kdzt, vagyis
tovabbi inzerci6 az Ipf2 operon mellett (Chaudhuri et al., 2010). Tovabbi érdekesség, hogy a
6. tablazatban lathatd, a T22 tdérzs [pf2-1 operonjdval nagy hasonlésagot mutatd Ipf
operonokat hordozé E. coli térzsek kézil négy kommenzalista (7. tablazat). Az IAI1 jelzési
egészséges human eredetl izolatum a 80-as évekbdl (Touchon et al., 2009), az SE11
szintén egészséges human székletbdl szarmazo térzs (Oshima et al., 2008). A KO11 térzset
ipari fermentaciokban haszndljak (Zhou et al., 2006), a W tbrzset szintén, utdbbi
érdekessége, hogy a biztonsagos laboratériumi E. coli térzsek kbzil egyediliként képes a
szacharodzt szénforrdsként hasznositani (Archer et al., 2011).

Az RT-PCR vizsgalat megerésitette, hogy az Lpf2 expresszalodik a T22 térzsben. Ebbél
az koévetkezik, hogy mivel a T22 térzs LEE-negativ, ezért az Lpf2 expresszidéja mas mddon
szabalyozott, mint a LEE patogenitasi szigeten kédolt Ler és H-NS fehérjék altalt
szabalyozott Lpf1-é (Torres et al., 2008). Specifikus adhéziét viszont nem sikerlt
megfigyelni a T22 térzs és a szarvasmarha vese-, valamint here sejttenyészetek
viszonylatdban sem. Tarsszerz8ink egy Ipf2-t hordoz6, LEE-negativ O136:H12 szerotipusu
STEC torzzsel és annak [pf2-hianyos mutdnsaval végeztek kisérleteket, melynek
eredményei vonatkozd kdzleménylnkben jelentek meg; 6k nem tapasztaltak lényeges
kllénbséget az Ipf2-hidnyos és vad tipusu térzsek adhézidja kézt, ezért feltételezik, hogy e
torzs esetében mas faktor(ok) jarulhattak hozza az adhézidhoz (Svab et al., 2013a).

Az |pf2-1 operon er6teljes konzervaltsaga, valamint széleskéri elterjedisége LEE-negativ
torzsekben (Doughty et al., 2002, Toma et al., 2006, Torres et al., 2009) viszont mégis arra
utalnak, hogy az Lpf2 e tdérzsekben — ideértve az altalunk vizsgalt atipusos O157 torzseket is
— bizonyos koérllmények kdz6étt valdszinlleg adhéziés funkcidval bir. Tovabbra sem ismert
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azonban ennek mechanizmusa, ahogy az Lpf2 expresszidjanak szabalyozasa sem. Ezért

feltétlentl tovabbi kisérletek lennének sziikségesek az Lpf2 funkciéjanak meghatarozasahoz,

kilbnésen LEE-negativ térzsek esetében. E kisérletek iranyulhatnanak egyrészt az Lpf2

expresszié szabalyozasanak felderitésére, masrészt az Lpf2 specifikus receptoranak, vagy a

gazda mas, vele kélcsénhatasba Iépd faktorainak meghatarozasara.

7. tablazat. Escherichia coli torzsek, melyeknek teljes genom szekvenciaja szerepel a

GenBankban, és a T22 térzsével nagy homoloégiat mutato Ipf2 operonnal rendelkeznek.

Az SNP-k (single nucleotide polymorphism) szdma a T22 [pf2 operonjahoz képest értendd. A

szerotipus tébb helyen hidnyzik, mivel a szerzé6k nem adtak meg.

Torzs Szerotipus Patotipus SNP-k szdma  GénBank elérési Hivatkozas

az Ipf szam

operonban
SE11 0O152:H28 kommenzalista 6 AP009240.1 Oshima et al., 2008
11128 Ol111:NM EHEC 7 AP010960.1 Ogura et al., 2009
55989 EAEC 8 CU928145.2 Touchon et al., 2009
KO11 kommenzalista 9 CP002516.1 nem publikalt,

JGI Project ID: 4085738

w kommenzalista 9 CP002185.1 Archer et al., 2011
11368 026:H11 EHEC 9 AP010953.1 Ogura et al., 2009
IAIl 08 kommenzalista 10 CU928160.2 Touchon et al., 2009
E24377A ETEC 11 CP000800.1 Rasko et al., 2008
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4. A citoletalis duzzaszt6 toxin V termelését kodolo operon
(cdt-V) és hatarolo régioinak szekvencia-meghatarozasa,
valamint monitorozasa patogén és kommenzalista E. coli
torzsekben

4.1. Bevezetés

Az Ipf mellett célunk volt a szarvasmarha eredetl atipusos 0157 tdérzsek masik
azonositott  virulenciafaktoranak, a CDT-V-6t kédol6 cdt-V operonnak, valamint
kdérnyezetének pontos nukleotid-6sszetételét meghatarozni. Az irodalmi adatok (Janka et al.,
2003, Hinenoya et al., 2009, Allué-Guardia et al., 2011) szerint ugyanis a cdt-V-6t P2-szer(
profag szekvenciak hataroljak, ezért meg kivantuk ismerni lehetéség szerint a teljes profag
kiterjedését és szekvencigjat. Ehhez j6 kiindulasi alapot jelentett az E. coli T22 jelzési
0O157:H43 térzsbél mar létrehozott klénkdnyvtar (3. fejezet). A szekvencia-meghatarozas
mellett ebben az esetben is PCR-reakcidkkal kivantuk monitorozni a jellegzetes hatarolo
régiok, azaz P2-szer(i fag-gének és régiok jelenlétét mas CDT-V termeld, valamint egyéb
CDT-tipusokat termel6 és CDT-negativ E. coli térzsek kdrében, ezzel célunk volt a P2-szer(
operon ténylegesen egy P2-szerl profagban foglal helyet, fagindukcios kisérleteket is
kivantunk végezni, felderitendé annak mobilitasat és esetleges transzdukcids potencialjat,
vagyis megallapitani, hogy a fag atviheté-e més baktériumtdérzsekbe.

4.2. Anyagok és moédszerek

4.2.1. Szekvencia-meghatarozas

A szekvencia-meghatarozashoz ugyanabbdl a kozmid klonkdnyvtarbdl indultunk ki,
melynek készitését az Lpf szekvencia-meghatarozasnal (3.2.2. alfejezet) mar ismertettik. A
cat-V operont hordoz6 klénokat a 8. tablazatban jelzett primerekkel végzett PCR reakcidk
segitségével azonositottuk. Egy, a teljes cdt-V operont tartalmazé klont valasztottunk ki és
hataroztuk meg szekvencigjat a 4.1.2. alfejezetben mar ismertetett médokon. Noha a
kozmidon azonositottunk szamos hatarol6 gént is, azonban a cdt-V operont hatarold profag
szekvenciak teljes megismeréséhez sziikség volt a T22 t6rzs teljes genomjanak szekvencia-
meghatéarozasaval nyert adatokra is, ennek folyamatat az 5.2 alfejezetben ismertetjik. A fenti
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modszereket  esetenként  Sanger-féle  dideoxinukleotid = moddszerii  szekvencia-
meghatarozéssal is ki kellett egésziteni. Az ezt el6készitd PCR reakcidkat minden esetben
Platinum Taq HiFi polimerazzal (Sigma-Aldrich) végeztik, ezek héprofilja hasonld volt a
2.2.3.2. fejezetben leirtakhoz, kivéve, hogy a denaturacids Iépések 98 °C-on zajlottak.

4.2.2. P2-szerii profag régiok monitorozasa

A 9. tablazatban felsorolt, kilonbdz8d szero- és patotipusokat képviseld E. coli térzsekben
PCR-reakcidkkal ellendriztik a T22 térzsben talalt profag kilénbdzé régidinak jelenlétét. A
primerek listdjat az 8. tablazat tartalmazza. A primereket az NCBI honlapjan elérhet6
PrimerBLAST eszkdz segitségével terveztik Ugy, hogy lehetéleg minden funkcionalis
géncsoportbdl egy génre ,rakérdezzink” a vizsgélat soran.

4.2.3. Fagindukcios kisérletek

A 9. tablazatban jelzett 8 tbrzzsel fagindukcios kisérleteket végeztink. Propagal6
térzsként a K-12 szerotipusu E. coli C600 és ER2738, valamint a Shigella sonnei 866-F
jelzésl térzset hasznaltunk, utdébbit Maite Muniesa-tél (University of Barcelona,
Spanyolorszag) kaptuk.

A propagal6é és az indukalni kivant térzsek egy éjszakan at 200 rpm-mel LB levesben
razott tenyészeteit a kisérlet napjan 50-szeresre higitottuk, majd 6 déran keresztll tovabb
raztuk, és az igy kapott tenyészetet hasznaltuk fel a kisérletekben. Az indukciét haromféle
médon kiséreltlk meg: mitomicin-C-vel, illetve norfloxacinnal mint indukalé agenssel,
valamint UV-fényes besugarzassal.

A mitomicin-C-vel, illetéleg norfloxacinnal indukalni kivant térzsekhez a higitast kdvetéen
3 oraval adtuk az indukal6 agenseket rendre 0,5 pg/ml és 1,25 ug/ml koncentracioban,
ezutan tovabbi 3 6ra razott tenyésztés kdvetkezett. A sejteket ezutan 13000 g gyorsulasu 1
perces centrifugalassal Ulepitettik, a fellluszéjukat pedig 220 nm pérusméreti steril szlirén
(Merck Millipore) atszlrtik. A fellluszé és a propagalé torzs tenyészetének 1:9 aranyu
elegyét MgSO,-tal és CaCl,-dal kiegészitettik (0,0045 M végkoncentracié mindkét sora),
majd lagy LB agarral (0,5% agar6zt tartalmazo6 LB agar taptalaj) hatszorosra higitottuk, és LB
agarlemezekre rétegeztik. Egy éjszakan at toérténé 37 °C-os inkubdacié utan figyeltik az
esetlegesen megjelend tarfoltokat.

Az UV-fényes besugarzassal térténd indukciot a Hertman és Luria (1967) éaltal leirtakat
részben moédositva végeztik. Az indukalni kivant T22 térzs egyéjszakas, 200 rpm-mel LB
levesben razott tenyészetét tizszeresre higitottuk, és tovabbi 2 éran at inkubaltuk razas
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mellett. Az ilyen modon el6készitett tenyészetbdl 3-3 ml-t LB agarlemezekre szélesztettlink,
€s az igy szétteritett folyadéktenyészetek kaptak az UV-fényes besugéarzast egy 30 W
teliesitményl, UV-C tartomanyban vilagité fénycsével 15, 10 illetéleg 5 masodpercre
megvilagitva 50 cm tavolsagbdl. A kezelt tenyészeteket Uj edényekbe fejtettik at az
agarlemezekrél, és tovabbi 2 éran at enyhe kevergetéssel 37 °C-on inkubaltuk, ezutan
hasznaltuk fellluszéjukat a két masik indukalé agens esetében fent mér ismertetett médon.

4.2.4. DNS izolalas fag-részecskékbol és PCR

Azon esetekben, amikor izolalt tarfoltok jelentek meg az indukalt térzsek lagyagaros
tenyészeteiben, azokbdl tobb darabot steril kérllmények kézt kivagtunk, és mintegy tiz
térfogatnyi LB taplevesben 4 éran at 200 rpm sebességgel 37 °C-on raztuk, majd az igy
létrehozott dusitd tenyészeteknek az indukalt tenyészetekhez hasonléan centrifugalast
kdvetben a fellluszéjat 220 nm-es szirdn atszirtik. Az igy kezelt fellluszokat, eltavolitando
a bakterialis DNS-t, DNaz I-gyel (Amplification Grade DNAse |, Sigma-Aldrich) emésztettik
20 percig, majd az enzim inaktivadlasa és a fag-részecskék feltarasa végett 20 percig
forraltuk. Az ilyen modon kezelt fellluszomintdkat hasznaltuk templatnak a cdt-V operon
jelenlétét ellen6rzé PCR-reakcidkban.
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Primer név Felerdsitett gén Szekvencia 5'->3' Pozicié
FI_fw FI gén TGCGTGTGGAAGACGGCACC 24612-24631
FI_rev CGGCCTTGAGGGTTTCCGCAT 25413-25433
Latecontrol_D_fw D gén (késdi lizis TTCGTGGCGCTGTCCTGACG 29694-29713
szabdalyozd)
Latecontrol_D_rev TGGAGAACTCCGCAACGCCC 30448-30467
Terminase_fw terminaz GGGAGCCGAACGGATTGGCG 10561-10580
Terminase_rev CTTGAGCACCGCATCCGCGA 11298-11317
Capsid_fw kapszid CCGTCGGTCACCCAGACCCT 12975-12994
Capsid_rev AGCGGCCAGCATTTCGCTGT 13655-13636
Lysin_fw lizin ATGCTGGCCGTGTCCGAAGG 15834-15853
Lysin_rev CTGACCGTAACCGGCACCCG 16204-16223
Tail_protein_fw fag farok AGGGCGCTGACTGATGCCGT 17271-17290
Tail_protein_rev AGCTCCATCGGGCGGGTGAC 17655-17674
Baseplate_J_fw J (baseplate) GGTTGCCCGTACCCTGACGC 19335-19354
Baseplate_J_rev GACAGACGGATGTCGCGCCC 19960-19979
L413C_specific_fw C AGGATCCAGCCCTTTCTAAA 1632-1651
L413C_specific_rev AATCCTTTTCGCGGAGTGG 1243-1261
gpO_fw kapszid fehérje, O gén TTTCGTATCGGCGTTGAGG 11984-12002
gpO_rev TGTTTTTCAGGCGGGTGAA 12710-12728
cpxP2_fw cpxP-integraz atfedd AGCCATATGTTCGACGGCAT 4327924-4327943%*
integrase_rev AGGCCAGCGCCAAATTATTC 439-458
P2_cdta_up_novel_fw "spacer" régio CCAAGAGCACGCCAGCACTGA 8727-8747
P2_cdta_up_novel_rev TGGCAAATCTCCTTTGGGCTAGTG 8261-8284
Cdta_up_novel_overlap_fw  cdtA-"spacer" TCAATCGCGTTTTGCACTCACGG 8500-8522
Cdta_up_novel_overlap_rev AGGTCCAGCCCCGGGTAATGG 8018-8038
P2_novel_overlap_fw Q-"spacer" ACAAGGGAAAGCCGACGGCAT 9259-9279
P2_novel_overlap_rev TCAGTTATCGTCAGTGCTGGCGTGC 8717-8741

* E primerek esetében a referencia az E. coli W jelzésl toérzs CP002967 elérési szam alatt elhelyezett teljes genomija volt.
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A primereket a KC618326.1 elérési szam alatt a GenBankban elhelyezett, és altalunk megszekvenalt profag alapjan terveztik, kivéve, ahol ezt megjegyzéssel

jeleztik.

Primer név Felerdsitett gén Szekvencia 5'->3' Pozicié
P2_novel_overlap_fw Q-"spacer" ACAAGGGAAAGCCGACGGCAT 9259-9279
P2_novel_overlap_rev TCAGTTATCGTCAGTGCTGGCGTGC 8717-8741
Cdtc_P2_overlap_fw cdtC-repA atfedd CATACCTTCAACAACAGGTGCGGT 6227-6250
Cdtc_P2_overlap_rev TACCGGTTCCCACGCCTTCTG 5591-5611
P2_short_orfs_fw "short orfs" CGCCGTCAGGTTGGCGCAA 2367-2385
P2_short_orfs_rev AACCAGCGCAGAAGCACCGC 3281-3300
ogr_fw ogr-fieF ACGTGAATTGCAGCGCCACG 30840-30859
fieF_rev CCAGCGCCAGCAGAATTGCG 4361610-4361629*
P2_PQ_fw Q gén P-hez kozelebbi AACACCGCAACCTGCGGCAA 9974-9993
szakasza
P2_PQ_rev CCACCAGTAAACATCCTCT 9579-9597
P2_P_fw P gén (terminaz ATPéz AACCTGTTCATGTGTGAA 10676-10693
alegysége)
P2_P_rev AACGAGCTGGTGATGTCGG 10191-10209
P2_repA_fw repA TTTCGATAATCTGGTTACG 4915-4933
P2_repA_rev TATGGTCATGTTGCTGGCGC 4213-4232
P2_repA_ext_fw repA tavolabbi szakasz TTGCTTCAAAGACTGACTG 3376-3394
P2_repA_ext_rev GAAATGAACGACGTCGAACGT 2298-2318
CDT-IIIs** cdtVb GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 7291-7316
CDT-IITas** TTTGTGTCGGTGCAGCAGGGAAAA 6761-6784

**A CDT-nek a kozmid klénkdnyvtarban térténd detektalasara hasznalt primerek, Téth et al., 2003
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4.3. Eredmények

4.3.1. A T22 térzs cdt-V operonjanak és azt tartalmazo6 P2-szerii profag altalanos
nukleinsav-szinti jellemzoi

Meghatarozand6 a cdt-V operonnak és genetikai kérnyezetének szekvenciajat az E. coli
T22 0O157:H43 térzs genomjaban, a térzs genomjabdl késziilt kozmid-kdnyvtar cat-V
hordozé tagjat, valamint a térzs genomjanak tovabbi kdzeli részeit vizsgaltuk Gjgeneracids
szekvencia-meghatarozé és hagyomanyos, Sanger-féle dideoxinukleotid médszerekkel. Ugy
talaltuk, hogy a cdt-V operon egy 31,2 kb hosszusagu, P2-szer(i profagban foglal helyet,
melynek szekvenciajat a KC618326.1 elérési szam alatt helyeztik el a GenBankban. Maga a
cat-V operon szekvenciaja a legnagyobb homolégiat a GenBankban AB472840, AB472870,
AB472861 és AB472839 hozzaférési szamok alatt elhelyezett cdt-V operonokkal mutatta,
melyek a Hinenoya et al. (2009) altal izolalt CTEC tdrzsekbdl szarmaznak. Az aktiv
alegységet kédold cdtB szekvencidja aminosav-szinten 100%-0s egyezést mutat az AH-10
térzs cdtB génjenek szekvenciajaval (hozzaférési szdm AB472840), minddssze négy
szinonim nukleotid-csere a kilénbség a ketté kdzodtt. A cat-V operon GC aranya 41%,
jelentds kilénbség a hatarol6 P2-szerii profag 53%-ahoz képest. Ezen P2-szer(i profag az
ismert litikus P2-szer(i fagok kézul az L-413C-vel (hozzaférési szam AY251033) mutatja a
legnagyobb hasonlésagot nukleotid-szinten (atlagosan 97% kérlli szekvencia-egyezés). A
profag génsorrendje, felépitése a GenBankban szerepl6é hasonlé profagok kézil az E. coli W
és TW14359 térzsekére hasonlit leginkabb, génjeinek relativ tobbsége a W toérzs P2-szerii
profagjaval mutatja a legnagyobb mértékl nukleotidszintli hasonlésagot. Az annotalt ORF-
eket, azok pozicibit és legkbzelebbi homoldgjait a 10. tablazatban foglaltuk 6ssze, a profag
vazlatos felépitése a 6. abran lathato.

4.3.2. A T22 torzs cdi-V hordozo P2-szerii profagjanak tovabbi sajatossagai

Fontos Ujdonsagot jelentett a 33-36 ORF-eket (20720-23751-es pozicid) foglalo régié. It a
homologia-keresések alapjan fag farok fiber gének talalhaték, &m ezek nem mutatnak
homologiat a P2-szerli profagok hasonlo funkciot betdlté génjeivel, helyette az UMNK88
jelzési ETEC toérzs (GenBank elérési szam: CP002729) egyik profagjanak hasonld
szakaszaval mutatnak nagy nukleotid-egyezést (92-99%). A 22000-22192-es pozicid kdzti
szakasz teljes mértékben hianyzik minden eddig meghatarozott és elérhetd P2-szerii fag és
profag szekvenciabdl, az UMNKB88 térzsben azonban jelen van.
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DOI: 10.14751/SZ1E.2014.021

Torzs Szerotipus Patotipus CD Filogenetikai "Spacer"**  "Spacer"** cdtA- cdtc- P P-Q repA repA C o "Rovid

T- csoport -0 "Spacer"  repA kiils6é ORF-

tipu ek

s
T22% O157:H43 stx- eae- v B1 + + + + + + + + + + +
T16* O157:H43 stx- eae- v B1 + + + + + + + + + + +
T50* O157:H43 stx- eae- v B1 + + + + + + + + + + +
T34* O157:H9 stx- eae- v Bl - + + + + + + + + + +
T49* O157:H37 stx- eae- v Bl - + + + + + + + + + +
T4 O157:H12 stx- eae- - A - - - - - - - - - - -
B20 O157:H12 stx- eae- - A - - - - - - - - - - -
B47 O157:NM stx- eae- - B1 - - - - + + + + + + +
B54 O157:H12 stx- eae- - A - - - - - - - - - - -
E6462/68  O86:H34 EPEC I - - - - - - - - - - -
BM2-10 088 Hasmenést III - - - - - - - + - - -
okozé

28C 075:K95 ExPEC v - - - - + + + + - - +
703/88* O157:NM STEC A% D - + + + + + + + - + +
702/88* O157:NM STEC A% D - + + + + + + + - + +
493/89* O157:NM STEC v D - + + + + + + + - + +
E2348/69  O127:H6 EPEC - B2 - - - - - - - - - - -
Sakai O157:H7 STEC - D - - - - - - - - - - -
C600 K12 labortorzs - - - - - - - - + - - -
ER2738 K12 labortorzs - - - - - - - - + - - -

* E térzseket hasznaltuk a fag-indukcios kisérletekben is.

** "Spacer"-ként hivatkozunk a cdtA és a Q gén kozti, ismeretlen funkciéju szakaszra.

*** "Révid ORF-ek” néven hivatkozunk a 4 révid ORF-bél allé szakaszra, mely a repB-t6l egy feltételezett cink-ujj motivumot tartalmazo fehérjét kédold génig

terjed.
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9. Tablazat, 2. rész. P2-szerii fé%]ének jelenléte az altalunk vizsgélt E. coli torzsekben.

Torzs Szerotipus Patotipus CDT- Filogenetikai J  Fégfarok  Termin D FI  Kapszid Lizin cpxP- ogr- Hivatkozas
tipus csoport az integrdz.  fieF

T22%* 0O157:H43 Stx- eae- \" B1 + + + + + + + + + Téth et al., 2009b
T16* O157:H43 stx- eae- v Bl + + + + - + + + + Téth et al., 2009b
T50%* O157:H43 stx- eae- A" Bl + + + + - + + + + Téth et al., 2009b
T34* O157:H9 stx- eae- v Bl + + + + - + + + + Téth et al., 2009b
T49* O157:H37 stx- eae- v Bl + + + + - + + + + Téth et al., 2009b
T4 O157:H12 Stx- eae- - A - - - - - - - - - Téth et al., 2009b
B20 O157:H12 Stx- eae- - A - - - - - - - - - Téth et al., 2009b
B47 O157:NM Stx- eae- - B1 + + + + - - + + + Téth et al., 2009b
B54 0157:H12 stx- eae- - A - - - - - - - - - Téth et al., 2009b

E6462/68  086:H34 EPEC I - - - - - - - - - Scott és Kaper,

1994
BM2-10 088 Hasmenést okozé 11T - + - - - - - - - De Rycke és

Plassiart, 1990
28C 075:K95 ExPEC v + + + + + - + - - Téth et al., 2009a
703/88* O157:NM STEC \" D + + + + + - + - - Téth et al., 2009a
702/88%* O157:NM STEC \" D + + + + + - + - - Téth et al., 2009a
493/89%* O157:NM STEC A" D + + + + + + + - - Karch et al., 1993
E2348/69  0O127:H6 EPEC - B2 - - - - - - - - - Iguchi et al., 2009

Sakai 0O157:H7 STEC - D - - - - - - - - - Hayashi et al.,

2001a
C600 K12 labortorzs - - - - - - - - - - Appleyard, 1954
ER2738 K12 labortorzs - - - - + - - - - - Woodcock et al.,
1989

* E torzseket haszndltuk a fag-indukcios kisérletekben is.
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5 kb

Integraz Replildcibs gneic gK::eSEId és terminaz Baseplate gének Fag-farok gének

T T
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J . , L. Idegen fag Feltételezett
Transzkripcids cdt-V operon Lizis szabalyozd gének farok gének pozitiv lizis

szabalyozd gének szabalyozd

6. abra. Az E. coli 0157:H43 T22 térzs P2-szeri profagjanak vazlatos felépitése.

4.3.3. P2-szerii profag gének elterjedtsége patogén és kommenzalista E. coli térzsek
koérében

Osszesen 20 jellegzetes P2-szer(i génszakasz jelenlétét vizsgaltuk PCR reakciok
segitségével, a T22 toérzs P2-szerl profagjanak szekvenciaja alapjan tervezett primerek
felhasznalasaval, CDT-V-termel6, egyéb CDT-tipusokat termelé és CDT-negativ térzsek
kérében (n=21), e vizsgalatok eredményeit a 9. tablazat foglalja éssze. A CDT-V-termel6
térzsek a vizsgalt szakaszok tObbségét hordoztak. A Q kapszid-gén és a cdtA gén kozti
spacer régiébol induld, és a Q génben végz6db szakaszt csak az O157:H43 szerotipusu
térzsekbdl tudtuk kierdsiteni, a farok hively monomert (F/ gén) pedig csak a T22 térzsbél és
a harom CDT-V-pozitiv STEC térzsbél. Utdbbi térzsekbél azonban nem tudtuk kierdsiteni a
C gént, a 702/88 és 703/88 jelzésliekbdl pedig a nagy kapszid fehérje génre specifikus
szakaszt sem. Az egyéb CDT-tipust termel6, valamint a CDT-negativ térzsek legfeljebb két
szakaszra voltak pozitivak, kivéve a B47-es jelzés(, atipusos O157:NM térzset és a CDT-IV-
termel6 28C jelzésl térzset; elébbi tizendt, utdbbi tizenkét szakaszra pozitivhak bizonyult. A
Q gén egyik szakaszara specifikus PQ primerparral (8. tablazat) kapott PCR-termékek
szekvencia-meghatarozasa kimutatta, hogy a 376 bazis hosszisagu szakaszon a pozitiv
torzsek dsszesen tizennégy pozicibban mutattak polimorfizmust, melyek kdzil csak harom
okozott aminosav-cserét a T22 tdérzs megfelelé szakaszdhoz képest.

4.3.4. Fagindukcios kisérletek eredményei

Megvizsgéland6 a CDT-V pozitiv térzseink altal esetlegesen hordozott litikus fagokat,
fagindukcios kisérleteket is végeztiink az emlitett térzsekkel. Indukalé agensként mitomicin-
C-t, norfloxacint, és UV-fényt hasznaltunk, utébbit csak a T22 térzs esetében. A 702/88 és a
493/89 jelzésit, O157:NM EHEC térzsekbél mitomicin-C hatdséra fagrészecskék szabadultak
fel, melyeket a C600 jelzésli K-12 térzsdn szaporitani is tudtunk. PCR reakcidkkal
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megvizsgélva azonban e fagok cdlt-V negativnak bizonyultak. A t6bbi esetben litikus fagokat
nem sikerdlt detektalnunk.

4.4. Megbeszélés

4.4.1. A cdt-V operon a T22 térzsben

Munkank soran elséként hataroztuk meg egy teljes, cdt-V operont hordoz6 P2-szer(
profag genom szekvencidjat a T22 jelzésti O157:H43 szerotipusu E. coli térzs genomjabol.
Maganak a cdt-V operonnak a szekvencidja a legnagyobb hasonlésagot a GenBankban
elérhet6 szekvencidk kézil az AH-10 térzs cdt-V operonjaval mutatja (Hinenoya et al., 2009).
Eredményeink bdvitik a korabbi ismereteket, melyek szerint egyrészt ezt az operont P2-
szerl profag-szekvencidk hataroljak (Janka et al., 2003; Hinenoya et al., 2009). Beszdmoltak
tovabba a cdt-V operont hordozé, indukalhatdé P2-szer(i fagokrdl is (Allué-Guardia et al.,
2011). Az operont kdzvetlenil hatarold régidk szekvencigja a T22 tdrzs esetében igen nagy
hasonlésagot mutat az idézett szerzék altal publikalt szekvenciakhoz, &m az 6 esetikben a
szekvencia-meghatarozas néhany szaz bazisparnal nem nagyobb szakaszokra korlatozodott
(Janka et al., 2003; Hinenoya et al., 2009; Allué-Guardia et al., 2011).

4.4.2. A cdt-V hordozé P2-szerii profag altalanos jellemzéi

Az ismert genom szekvenciaju litikus P2-szerl profagok kézil a T22 térzs profagja az L-
413C faggal mutatja a legnagyobb hasonlésagot, melyet elészdér Yersinia pestisbdl
indukaltak (Larina et al., 1970, Garcia et al., 2008). Az egyes gének nukleotid szekvenciajat
a GenBankban rendelkezésre allé6 szekvencidkhoz hasonlitva azok kiilénbdzé E. coli térzsek
P2-szer(i profagjainak génjeivel mutatnak 94-100% k&zti homolégiat (10. tablazat). PCR-
reakcidk, valamint a T22 tbérzs telles genom meghatarozasi projektie (5. fejezet)
megerdsitette, hogy a profag integraciés helye a coxP és a fieF haztartasi gének kdzott van,
a GenBankban négy masik tdrzs esetében talalhat6é még ezen a helyen P2-szer(i profag
(GenBank elérési szamok: CP002967.1, CP002797.2, CP001969.1, és CP000970.1). A
cpxP gén a P-pilus represszorat, mig a fieF gén egy vastranszport fehérjét kodol.
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ORF Termék, jellegzetes motivum Start pozicio  Vég pozicié Méret Egyez6 nukleotidok Referencia Referencia torzs
(nukleotid) szama / egyezés % hozzaférési
szdma
1 integraz 187 1167 981 980/981, 99% CP002797.2 NAl114
2 immunitas represszor 1237 1530 294 294/294, 100 % AY251033.1 L-413C bakteriofag
3 represszor, profag-kivagodas 1667 1939 273 273/273, 100 % CP002797.2 NAl114
4 ismeretlen 1915 2112 198 196/198, 99% CP002797.2 NA114
5 DNS replikaciés fehérje 2109 2609 501 501/501, 100 % CP001368.2 TW14359
6 ismeretlen 2673 2897 225 223/225,100% CP000800.1 E24377A
7 ismeretlen 2897 3199 303 290/303, 96% CP002967.1 w
8 feltételezett cink-ujj fehérje 3199 3423 225 221/225, 98% CP002185 w
9 ismeretlen 3420 3695 276 274/276, 99% CP002967.1 w
10 DNS replikacié 3685 5982 2298 2191/2262, 97% CP002185 w
11 citoletdlis duzzaszt6 toxin C alegység 6058 6603 546 545/546, 99% AB472839 AH-10
12 citoletdlis duzzaszt6 toxin B alegység 6618 7427 810 809/810, 99% AB472860 AH-16
13 citoletdlis duzzaszt6 toxin A alegység 7424 8200 777 777777, 100 % JF461073 fi125 bakteriofag
14 feltételezett fehérje 8779 8940 162 161/162, 99% AB472870 AH-26
15 fag kapszid fehérje 8979 10013 1035 1009/1035, 97% CP000970 SMS-3-5
16 fag termindz, ATP4z alegység 10014 11786 1773 1724/1774, 97% AY251033.1 L-413C bakteriofag
17 fag kapszid fehérje 11894 12814 921 896/921, 97% CP002185 w
18 fag nagyobb kapszid fehérje 12873 13946 1074 1060/1074, 97% CP002185 w
19 fag termindz, endonukledz alegység 13951 14693 744 7271744, 98% AJ298566.1 299 bakteriofdg
20 fag fej stabilizal6 fehérje 14793 15302 510 499/510, 98% CP000970 SMS-3-5
21 fag farok stabilizal6 fehérje 15302 15505 204 202/204, 99% AY251033.1 L-413C bakteriofag
22 fag holin 15544 15789 246 246/246, 100 % AY251033.1 L-413C bakteriofdg
23 fag lizin 15789 16286 498 492/498, 99% CP002967.1 w
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ORF Termék, jellegzetes motivum Start pozicio  Vég pozicié Méret Egyez6 nukleotidok Referencia elérési Referencia torzs
(nukleotid) szama / egyezés % szama

24 fag holin, endolizin 16301 16726 414 420/426, 99% CU928161 S88
25 fag "spanin” 16714 17139 426 412/426, 97% CP000970 SMS-3-5
26 fag kiils6 membran lipoprotein 17126 17284 159 157/159, 99% CP002967.1 w
27 fag farok fehérje 17247 17714 468 461/468, 99% CP002967.1 w
28 fag farok fehérje 17707 18159 453 441/453, 97% CP002967 W
29 alaplemez 6sszedllité fehérje 18226 18861 636 622/636, 98% CP002967.1 \
30 alaplemez 6sszedllit6 fehérje 18858 19205 348 342/348, 98% CU928162 EDla
31 alaplemez 6sszedllit6 fehérje 19210 20118 909 890/909, 98% CP001969 IHE3034
32 fag farok fiber 20111 20722 612 603/612, 99% CP001368 TW14359
33 fag farok fiber 20719 22218 1500 1437/1502, 96% CP002729 UMNKSS8
34 fag farok fiber 6sszedllito fehérje 22218 22820 603 595/603, 99% CP002729 UMNKSS8
35 fag farok fiber 6sszedllito fehérje 22792 23235 444 433/444, 98% CP001368 TW14359
36 feltételezett fehérje 23256 23570 315 289/315, 92% CP002729 UMNKS8
37 fag DNS invertiz 23713 24207 495 468/499, 94% CP002967 W
38 fag farok hiively fehérje 24362 25552 1191 1173/1191, 98% HE616528 Shigella sonnei 53G
39 fag farok cs6 fehérje 25565 26083 519 518/519, 99% CU928161 S88
40 fag farok fehérje 26140 26415 276 267/276, 97% CP002516 KOl11
41 feltételezett fag farok fehérje 26412 26567 156 156/156, 100 % CP004009 APEC O78
42 fag fehérje 26560 29007 2448 2390/2448, 98% CU928162 EDla
43 fag farok fehérje 29022 29501 480 471/480, 98% CP002967 w
44 D gén 29501 30664 1164 1137/1164, 98% CU928161 S88
45 feltélezett pozitiv lizisszabalyozé 30671 30964 294 288/294, 98% CP000970 SMS-3-5
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4.4.3. Idegen gének integracios helyei a P2-szerii profagban

A cdt-V operon integraciés helye a profagon beliil a TO régio. E szakasz a litikus P2-szer(
fagokban az itt taldlhatd tin és old fag-immunitasi génekrdl kapta a nevét, Nilsson és
Haggard-Ljungquist (2007) szerint pedig profagok esetében a gazda szamara potencidlisan
elényds géneket hordozhat. A cdt-V, mint fontos virulencia-gén alatdmasztja ezt a felvetést,
am megjegyzendd, hogy eddig a CDT-V az egyetlen igazolt virulenciafaktor, mely a P2-szer(
fagok ezen régidjdban kodolt. A GenBank adatbazisban elérhet6 P2-szerl profag
szekvenciak kdézul a legtdbbnek az esetében a TO régidéban egy ,hipotetikus fehérje”, azaz
ismeretlen funkcioju fehérje-kédolé gén talalhatdé. Egyedil a TW14359 tdrzs esetében
taldlunk itt ,feltételezett virulenciafaktort”, mely részleges homoldgiat mutat egy eukariéta
szerin-észterazzal, valamint a Bacillus amyloliquefaciens egyik ismeretlen funkciéju génjével
(Kulasekara et al., 2009). Odegrip et al. (2006) az ECOR t6rzsekben talalhaté P2-szer(
profagokat vizsgalva azt talaltak, hogy tébb térzs profagja reverz transzkriptdz gént hordoz a
TO régidban. A cdt-V operonnak a profaghoz képest idegen eredetét tdmasztja ala a
szekvenciajuk GC aranya koézti kilénbség is: mig a profagé 53%, a cat-V operoné 41%.

A TO régi6 mellett még a Z/fun régidt, tekintik olyan szakasznak, mely a P2-szeri
profagokban jellemzéen idegen gének integracios helyéil szolgal (Nilsson és Haggard-
Ljungquist, 2007) a G farok fiber gén és az FI farokburok gén kézétt. A régié a nevét a TO
régidbhoz hasonldéan a litikus P2-fagban itt talalhatdo génekrél kapta. A T22 tdrzs profagja
esetében a megfelel6 régidéban, az 33.-t6l a 36. ORF-ig terjedd, azaz a 20720-23571
poziciok kdzti szakasz nem mutat hasonldésagot P2-szerl fag szekvencidkkal, ellenben az
UMNKSS jelzésli, 0149 szerocsoportba tartoz6 ETEC térzs teljes genomjaban (Shepard et
al., 2012) talalhat6é profag farok fiber génjeivel igen. Ezen kivll a T22 térzs profagja G gént
sem tartalmaz, a fenti szakasz a 32. ORF, azaz a H gén (a G-t6l kdzvetlenil upstream
kdvetkezd) és a 37. ORF, vagyis az FI/ gén kdzt talalhatd. Nilsson et al. (2004) szerint a Z/fun
régidba helyspecifikus rekombinacioval épulhetnek be idegen eredetli gének. Az E. coli
0157 tOrzsek esetében mar beszdmoltak profagok egymés koézti rekombinacidjardl
(Asadulghani et al., 2009), a profdg genomok mozaikos felépitése pedig Asakura et al.
(2007) szerint a kilénb6z6 bakteriofagok és gazdaik koézti  kiterjedt géncserék
kdvetkezménye, mint példaul a cdt-I-et és cdt-1V-et hordoz6 lambdoid profagok esetében
(Asakura et al., 2007, Téth et al., 2009a). Valdszinl tehat, hogy a T22 profagjanak Z/fun

Py
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4.4.4. P2-szerii fag gének kiilonb6z6 patotipusu cdt-V pozitiv torzsekben

Az a tény, hogy sem mitomicin C-vel vagy norfloxacinnal, sem UV fénnyel nem tudtunk
fagokat indukalni a cdt-V pozitiv t6rzsekbél, megfelel a jelenlegi tudasnak, mely szerint a P2-
fagok E. coli-ban é&ltalaban nem indukélhaték (Nilsson és Haggard-Ljungquist, 2007). Ebbdl
az is kovetkezik, hogy az STEC térzsekben talalt indukalhaté cdt-V hordoz6 P2-szer(i fagok
(Allué-Guardia et al., 2011) valészinileg kordbbi evollciés allapotot képviselnek, valamint,
hogy az Aaltalunk vizsgélt profagok mar feltehetleg a gazdahoz valé adaptacidjuk
kdvetkeztében temperélédtak. Nem zarhat6 ki azonban az sem, hogy dsszhangban az E.
coli fagok koérében tapasztalhaté gyakori rekombinaciéval (Asadulghani et al., 2009), egy
masik fagbol szarmazo6 gének segitségével valtak litikussa.

P2-profag szekvencidk jellemezték az Osszes cdt-V pozitiv térzset, a PCR-vizsgalatok
altal feltart kilénbségeket valdszinlileg a kilénb6z6 gazdakhoz tértént adaptacié okozza. E
kilénbségek kdzll kiemelendd a regulator szerepli C gén (ORF2), mely az altalunk tervezett
primerekkel vizsgalva csak az atipusos O157 térzseket jellemezte, mig az EHEC térzsekben
nem talaltuk meg (8. tablazat). A jelenség oka lehet a C gén nagyfoku variabilitasa, melynek
okan Nilsson és Haggard-Ljungquist (2007), valamint Nilsson et al. (2011) e gén filogenetikai
markerként valé hasznalatat javasoljak. Lehetséges tehat, hogy szemben a T22 térzs, és
valoszinlileg a tébbi atipusos térzs altal is hordozott, az L-413C fagéhoz hasonlé C génnel,
az EHEC térzsek profagjai mas tipusu C génnel rendelkeznek. Ez utébbi feltevés, valamint
az a tény, hogy a profag integracios helyére specifikus PCR-ben is negativnak bizonyultak,
arra utal, hogy az EHEC tdrzsek cdt-V hordoz6 P2-szer(i profagjai mas evoluciés utat
képviselnek, mint az atipusos térzsekben talalhatok.

Osszességében eredményeink és a korabbi irodalmi adatok arra mutatnak, hogy a cdt-V
hordozd P2-szer(i profagok kdzt legaldbb harom leszdrmazasi vonal figyelheté meg, az egyik
az atipusos O157-es tdrzsekben, egy masik az EHEC O157:NM térzsekben, harmadiknak
pedig az Allué-Guardia et al. (2011) altal kilénb6z6 szerotipusi EHEC tdrzsekben talalt
litikus fagok tekintheték. Izgalmas tovabbi kutatasi cél lehetne annak meghatarozasa, hogy
az egyes P2-szer( profag variansok eloszlasa jellemzé bélyege-e az egyes E. coli klonalis
csoportoknak.

4.4.5. P2-szerii gének CDT-V-6t nem termeld E. coli térzsekben

Tovabbi érdekes eredmény, hogy a 28C jelzésli, ExPEC patotipustu, CDT-IV termel6
(Toth et al., 2009a) térzsben a P2-szerli gének tdbbségét megtalaltuk, noha ezek nem az e
térzs altal hordozott cdt-1V operon kérnyezetében talalhatok. Szintén sok P2-szer(i gént
hordozott a cdt-negativ, B47 jelzésli, O157:NM szerotipusu, atipusos térzs. A PCR-
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vizsgalatok sem a cdt-V operont, sem a kbzvetlenll azt hatarold régiokat nem mutattak ki,
viszont a tobbi P2-szer(i gént igen, és az integraciés helyekre specifikus PCR-ek is
pozitivnak bizonyultak e térzs esetében. Mindez arra utal, hogy a B47 térzs is egy P2-szer(
profagot hordozhat, mely ugyanugy a cpxP és fieF gének kdzé integralddott, mint a T22 térzs
genomjaban. Jelen pillanatban viszont nem lehet megmondani, hogy e feltételezett profag
TO vagy Z/fun régidiban van-e inzercio, és ha igen, milyen jellegi gént vagy géneket hordoz.

Fontosnak tartjuk azt is, hogy az éltalunk vizsgalt, és vélhetéen csaknem teljes P2-szer(
profagot hordozé atipusos O157 térzsek filogenetikailag is elkilénlltek az ilyen géneket nem
hordozoktdl; mig az elébbiek (B47, T16, T22, T34, T49, T50) a B1 csoportba tartoznak,
addig az utébbiak (B20, B54, T4) az A csoportba (és valamennyien az O157:H12
szerotipusba) tartoznak (9. tablazat).

4.4.6. Végso kovetkeztetések

Janka et al. (2003) szerint az O157:NM EHEC tdrzsek valészinlileg egyszerre vették fel a
cat-V operont hordoz6 P2-szer(i profagot. Habar ezen térzsek tébbsége valdéban cat-V
pozitiv (Osek, 2005, Friedrich et al., 2006, Orth et al., 2006), szdmos mas szero- és
patotipusba tartozé térzs, részben egészséges szarvasmarhabdl (Orth et al., 2006, Toéth et
al., 2009b), részben human hasmenéses esetekbdl szarmazok (Bielaszewska et al., 2004,
Bielaszewska et al., 2009, Hinenoya et al., 2009) is hordozza a cdt-V operont. Az idézett
munkak, valamint vizsgdalataink eredményei azt jelzik, hogy mig a cdt-V gének inkabb
konzervaltak, addig az 6ket hordoz6 P2-szerli profagok szekvencidjdban valtozatossag
tapasztalhat6, a valtozasok pedig a legtdébb esetben a fagok mobilitdsanak elvesztéséhez
vezethettek (Nilsson et al., 2011). Mindez arra mutat, hogy a cdt-V operont hordozé P2-szer(
profagok evollcios torténete Osszetettebb lehet, valamint hogy a térzsekre Ggy hatott a
szelekciés nyomas, hogy egyrészt mikddoképes allapotban megdrizzék a cdt-V operont,
masrészt stabilizaljadk azt, vagyis a hordozd bakteriofagot inaktivaljagk. A CDT-V termeld
térzsek P2-profagjainak kiterjedtebb vizsgalata segitene abban, hogy tisztazzuk ezen
profagok E. coli térzsek kozti eloszlasanak evollcios hatterét.
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5. Az Escherichia coli T22 0157:H43 torzs draft genom
szekvenciaja

5.1 Bevezetés

Az EHEC 0157:H7 és O157:NM toérzsek kézil, mint ahogy mar az irodalmi attekintésben
is emlitettik, tébbnek ismerjlk a telies genom szekvencigjat. Az értekezésiink ezen
fejezetének alapjaul szolgalé kdzlemény irdsa idején e szerotipusba tartozé tdrzsek a
GenBankban 6t véglegesen lezart és annotalt (Hayashi et al., 2001a; Perna et al., 2001;
Kulasekara et al., 2009), 30 draft szintig meghatarozott és egy téredékes genommal
képviseltették magukat. A szerocsoport egyéb H antigénnel rendelkezé szerotipusaiba
tartozé torzsekrél a fentiekhez képest igen kevés szekvenciaadat all rendelkezésre. Ennek
fényében célunk volt, hogy az altalunk vizsgalt szarvasmarha eredet(, és atipusos virulencia
génkészlettel rendelkezd 0157 tbérzsek koézll egynek meghatarozzuk a draft genom
szekvencigjat.

Modelltérzsiink az értekezésben elézbleg ismertetett, az Ipf és cdt-V operonok genetikai
hatterének megismerését célzd kisérletek kulcstorzse, az E. coli T22 jelzésti O157:H43

szerotipusu térzs volt.

5.2. Anyagok és moédszerek

5.2.1. DNS-izolalas

A T22 térzs kromoszomalis DNS-ét GenElute Bacterial Genomic DNA Kittel (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA) izolaltuk a gyart6 utasitasai szerint. Plazmid DNS-t a Birnboim és
Doly (1979) altal koézolt alkalikus lizis médszert kévetve izolaltunk a térzsbdl. A DNS
koncentraciojat NanoDrop 2000 készllékkel (ThermoScientific, Wilmington, USA)

ellendriztik.

5.2.2. Szekvencia-meghatarozas

A kromoszomalis és plazmid DNS szekvencigjat harom uUjgeneraciés szekvenalasi
platform hasznélatdnak kombinaciéjaval hataroztuk meg (BayGen Intézet, Szeged), ezek a
SOLID 4, lon Torrent PGM és a 454 Titanium voltak. A SOLID 4 szekvenalas el6készitése
,mate-paired” médon tértént, 6sszesen 6.944.992 darab 50+50 bazis hosszusagu leolvasas
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késziilt ezen a platformon. Ezt kombinaltuk az lon Torrenten készllt 233.333, &tlagosan
161,1 bazis hosszUsagu leolvasassal, valamint a 454 Titanium 73.764, atlagosan 619 bazis
hosszusagu leolvasasaval.

A szekvencidk dsszedllitasa a CLC Genomic Workbench 6.0 program segitségével tértént
(Csuros et al., 2010). Az annotaciét az NCBI honlapjan elérhetd Prokaryotic Genome
Automatic Annotation Pipeline programcsomaggal végeztik, mely a GeneMark, Glimmer és
tRNAscan-SE keres6programokat alkalmazza.

5.2.3. Szekvenciaadatok elemzése

Multi-lokusz szekvencia tipizalast (Multi-locus Sequence Typing, MLST) is végeztink a
szekvenciadatok felhasznalasaval az irorszagi University College Cork Environmetal Institute
(UCC) altal fenntartott adatbazis (Wirth et al., 2006) segitségével. Ez a kdvetkez6 hét
haztartasi gén szekvenciajan alapul:

e adk: adenilat kinaz

e fumC:fumarinsav hidrataz

e gyrB: DNS giraz B alegység

e jcd:izocitromsav dehidrogenaz

e mdh: almasav dehidrogenaz

e purA: adeniloszukcinat dehidrogenéz

e recA:rekombinaz, ATP/GTP kété motivum
E gének klldnébdzd valtozatainak nukleotid-szekvenciajat az adatbazis szervere BLAST
algoritmus segitségével hasonlitja éssze a felhasznal6 altal megadott szekvenciakkal, és a
hasonlésag alapjan sorolja be azokat a megfelelé szekvenciatipusba.

Az O antigén bioszintéziséért felelés géncsoport tagjai kézil a wzxC gén (mely egy
kolansav-transzportert kédol) szekvenciajat az és a CLC Genomic Workbench 6.0 program
UPGMA (Unweighted Paired Group Method of Arithmetic means) algoritmusanak
segitségével 6sszehasonlitottuk az Iguchi et al. (2011) munkéajaban szereplé tdbb masik
0157 torzs, valamint a DH10B jelzési K12 térzs megfeleld génjének szekvencigjaval, az
eredményt térzsfan abrazoltuk ugyancsak a CLC Genomic Workbench 6.0 segitségével (7.
abra).
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5.3. Eredmények

5.3.1. Az E. coli T22 O157:H43 térzs genomjanak mérete és jellemzdi

Az E. coli T22 0O157:H43 térzs draft genom szekvencidjanak &sszesitett mérete
5.039.647 bp. Ezen belll a kromoszomdlis DNS &sszesitett hossza 4.959.535 bp, a térzs
altal hordozott plazmidé pedig 80.112 bp. A kromoszdémat 61 kontigba sikertlt 6sszeallitani,
és dsszesen 5587 prediktalt gént, azaz nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz. Ezek kézll
5511 fehérjét, 17 rRNS-t, és 59 tRNS-t kédol. A plazmid szekvencia jelenlegi allapotaban
harom kontigbdl all, 6sszesen 90 gént tartalmaz, ebbdl 89 fehérjét kodol, egy tRNS-t. A
genom GC aranya 50,8%. A draft genom szekvenciat a GenBank AHZD00000000.2 elérési
szama alatt helyeztik el.

5.3.2. Virulenciagének integracios helyei

A T22 térzs a szekvenciadatok alapjan valéban nem hordozza sem az EHEC (stx, eae),
sem az EPEC (eae, bfp), sem az ETEC (st, If), sem az EAEC (aggR) kulcs virulenciagénjeit
sem a kromoszéman, sem a plazmidon, utébbi nem hordozta pO157-re jellemzé ehx gént
sem. E géneket, az altaluk kodolt virulenciafaktorokat és integraciés helyeiket foglalja 6ssze
a 11. tablazat.

5.3.3. Filogenetikai jellemzék

A hét haztartasi gén szekvenciajan alapulé MLST tipizalas azt mutatta, hogy a T22 térzs a
155-6s szekvenciatipusba, vagyis az ST155-be tartozik. Az O157 antigén cluster részét
képezd wzxC gén szekvenciaja a T22 térzs esetében egy nukleotid hijan 100%-0s egyezést
mutat a PV-0024 jelzésl, szintén O157:H43 szerotipusu térzsével, melynek O antigén
clustere a GenBankban az AB602253.1 elérési szam alatt talalhato
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0021] L%, AB612249 selecton
000 T M AB602252 selection
| 000y ABBI2251 selecton
I ===¢12_DH10B_uid58979_NC_010473
o 122

0002

7. abra. A T22 és tovabbi harom E. coli 0157, valamint a DH10B jelzésii E. coli K12 térzs wzxC
génje alapjan UPGMA maédszerrel késziilt térzsfa.

A wzxC az O antigén bioszintézis géncsoportjaba tartozik. Az AB602249, AB602251 és AB602252
elérési szamu szekvenciakat Iguchi et al. (2011) hataroztak meg, és rendre az alabbi E. coli térzsekbdl
szadrmaznak:
AB602249: EC95-42 jelzés, O157:H45 szerotipus
AB602251: PV01-185 jelzés, O157:H16 szerotipus
AB602252: PV57 jelzés, O157:H39 szerotipus
Az elagazasoknal szerepld szamok a szekvenciak kozti tavolsagot, azaz kilonbdzéséglik meértekét
mutatjak (0 = 100% egyezés, 1 = 0% egyezés).

5.4. Megbeszélés

Elsé6ként hatéroztuk meg egy O157:H43 szerotipusba tartoz6 E. coli térzs teljes
genomjanak szekvencigjat. Az adatok azt mutatjak, hogy valéban egy Uj genotipust
képviseld, patotipusat tekintve pedig atipusosnak mondhaté térzsrél van szd, hiszen
egyetlen definialt patotipus kulcs-virulenciafaktorait sem tartalmazza. Az MLST elemzésnek
mara tébb valfajat is kidolgoztak E. coli-ra, mi az egyik legkorabban kidolgozott és
legszélesebb kérben elterjedt mddszert alkalmaztuk, mely hét haztartdsi gén szekvenciajan
alapul (Wirth et al., 2006). Az UCC-nek az 5.2 alfejezetben hivatkozott adatbazisa szerint az
ST155, melybe a T22 az MLST analizis alapjan tartozik, a kommenzalistdk mellett szamos
allati és emberi patogén, valtozatos szerotipusokat képviseld E. coli térzset tartalmaz. A
szekvenciaadatok azt mutatjak, hogy szamos patotipus kulcs virulenciafaktorainak (Perna et
al., 2001, Ohnishi et al., 2002, Recktenwald és Schmidt, 2002), valamint a LEE patogenitasi
szigetnek az integracids helyei (Bertin et al., 2004) épek a T22 térzs genomjdban (11.
tablazat), ezért lehetséges, hogy a térzs egy kdzbilsé evollcios allapotot képvisel az EHEC
kialakulasaban, és alkalmas lehet ezen gének felvételére. A wzxC gén szekvencigja alapjan
végzett UPGMA vizsgalat azt mutatja, hogy az rfbE génhez képest (lguchi et al., 2011) a
wzxC gén alapjan a kilénbdz6é H antigénnel rendelkez6 E. coli térzsek némileg méasképp
csoportosulnak. Mig az rfbE szerinti csoportositasban az intimin-negativ O157:H16 tdrzsek
az ott szerepld O157:H43 tbérzs legkdzelebbi rokonai, a wzxC esetében az intimin-pozitiv
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0157:H16-0s tdrzs szekvenciaja esett a legkdzelebb a T22 térzséhez (7. abra). Az idézett
munkdban szerepld§ O157:H43-as térzs wzxC szekvenciajaval valé szoros rokonsag
azonban megfelel a szerotipus-beli egyezésnek. Megjegyzendd, hogy az emlitett, P-0024
jelzésl, toérzset a szerzdk a T22-héz hasonléan nem tudtédk egyik ismert patotipusba sem
besorolni (Iguchi et al., 2011).

Els6 leirasakor a T22 toérzsrél, csakugy, mint a tébbi atipusos O157 tbrzsrol
megallapitottak, hogy nem bontjadk a szorbitot (Téth et al., 2009b), ez az O157 szerocsoport
Feng et al. (2007) altal publikalt evoluciés modellje szerint fontos bélyegnek szamit, valamint
a fent emlitett P-0024 t6rzsh6z képest eltérésnek, mivel ez utdbbi szorbitbontd. Feng et al.
(2007) modellje szerint az O157:H7 térzsek kozil a szorbitbontdék szamitanak &sibbnek,
t6llk szarmaznak a szintén szorbitbonté O157:NM EHEC t6rzsek, valamint az e
tulajdonsagukat mar elvesztett, a szorbitot nem bonté O157:H7 térzsek. Az altalunk vizsgalt
atipusos O157 tdrzsek, ideértve a T22-t is, e modell szerint keletkezhettek a szorbitbontas
elvesztése utan bekdvetkezett szerotipusvaltassal, és kulcs-virulenciagének elvesztésével.
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Gén Funkcié Patotipus Integracios Integracios hely Hivatkozas
hely génfunkcidja

stxl, Shiga-toxin EHEC wrbA transzkripcids szabalyozé Perna et al., 2001;

stx2 Ohnishi et al., 2002;

Recktenwald és

yecE ismeretlen Schmidt, 2002
sbcB exonukledz

LEE PAI intimin, T3SS és egyéb EPEC, EHEC selC tRNS Bertin et al., 2004
pheU tRNS
pheV tRNS

HPI foként vas-kelatorok EPEC asnT tRNS

gud béta-gliikuroniddz EHEC evolicids bélyeg - -

astA EAST1 héstabil enterotoxin EAEC PAA plazmid

aggR aggregativ adhézids fimbria I EAEC pAA plazmid
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6. Zaro megbeszélés

Vizsgalataink alapvet6 célja volt az egészséges szarvasmarhdbdl szarmazo, atipusos
virulenca génkészlettel rendelkez6 O157 szerocsoportu E. coli térzsek genetikai vizsgalata,
kilénds tekintettel az Lpf2 és a CDT-V virulenciafaktorokra.

Ennek keretében egyik célunk volt az Lpf 2-es tipusanak genetikajardl és elterjedtségérdl
informaciokat nyerni atipusos, valamint EHEC és EPEC O157 szerocsoportbeli tdrzsek
kérében. Két tényez6 teszi ezt a virulenciafaktort érdekessé: egyrészt kordbbi irodalmi
adatok szerint ezen Lpf-tipus igen elterjedt sok kil6nbdzd szero- és patotipust képviseld
patogén E. colitérzs kérében (Toma et al., 2006, Torres et al., 2009), masrészt valoészinlileg
adhézios funkciéval bir (Jordan et al., 2004). Utébbi kilénbésen fontossa teheti olyan térzsek

esetében, melyeknek més adhezinjérél nem tudunk.

Az altalunk vizsgalt E. coli O157 szerocsoportba tartoz6 térzsek filogenetikai tipizalasa és
Ipf operonjaik genotipizalasa egyértelmiien megmutatta, hogy e térzseken belll Iétezik egy
vagy tébb, atipusos virulenciafaktor készlettel rendelkezé leszarmazasi vonal, mely elkilénl
ugyanezen szerocsoport EHEC és EPEC térzseitél. A Torres et al. (2009) altal publikalt
tipizalé séma alkalmazasa megerdésitette, hogy 6sszefliggés van a térzsek patotipusa és az
altaluk hordozott Jof allélikus tipus(ok) kdzétt. Az atipusos térzsek csak egyet, az Ipf2-1 tipust
hordoztak, szemben az EHEC és EPEC térzsek két Iof operonjaval, melyek minden esetben
az Ipf1-3 és Ipf2-2 tipust képviselték (Svab és Toth, 2012).

Az [pf2-1 operon szekvencia-meghatarozdsa megmutatta, hogy ezen operon
szekvencidja igen konzervativ az atipusos O157 tdrzsek kdrében, és egy hasonldan
konzervativ felépitési genomi régidban alkot egy PAI-t, mindezek pedig szekvencia-szinten
igen hasonléak szamos, kilénbdzé patotipusu térzsben taldlhaté /pf2 operonhoz és azok
genetikai kérnyezetéhez. Ezen eredmények arra mutatnak, hogy az Ipf operonok nagy
valészinlséggel HGT révén terjedtek el a kilbnb6z6 patogén E. coli térzsek kdzott (Svab et
al., 2013a).

Korabban mar tébb munka is kimutatta, hogy az stx-negativ, ,atipusos EPEC” térzsek
szerepet jatszanak hasmenéses és HUS esetekben (Friedrich et al., 2007, Bielaszewska et
al., 2008). Mivel a fert6zés folyamatdban a gazda nyalkahartyajan valé megtapadas
kulcsfontossagu, és az altalunk vizsgélt térzsekbdl a LEE hidnyzik, ezért j6 okunk van
feltételezni, hogy az esetlikben az Lpf2 téltheti be valamilyen modon ezt a szerepet. E
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felvetést részben alatdmasztjadk azon kisérletek eredményei, melyeket kett6s Lpf-
mutansokkal végeztek (Jordan et al., 2004, Lloyd et al., 2012). Az altalunk végzett ilyen
irdnyu kisérletek nem vezettek eredményre, azonban megjegyzendd, hogy mig az Lpf1
esetében immar ismerjik annak expresszidés szabalyozasat is (Torres et al., 2007), valamint
a vele kélcsénhatasba 1ép6 fehérjék korét (Farfan et al., 2011), addig az Lpf2 esetében még
nem allnak rendelkezésunkre ilyen adatok, f6képp nem LEE-negativ térzsekbdl.

Mindenképpen tovabbi in vitro és in vivo kisérletek szllkségesek tehat az Lpf2-nek az
kisérletek f6 kdzelebbi célija egyrészt az adhéziéban szerepet jatsz6 tovabbi faktorok —
esetleges sejtfelszini receptorok vagy az Lpfi-hez hasonléan az extracellularis matrix
fehériék (Farfan et al., 2011) — masrészt az Lpf2 expresszidjat szabalyozd tényezék
felderitése lehetne.

Vizsgalataink masik fontos célija volt a CDT-V-6t kédol6 cdt-V operon genetikai
kdrnyezetének megismerése, és a valdszinlsithetéen ott talalhaté P2-szerl proféag

jellemzése.

A korabbi irodalmi adatokat (Janka et al., 2003, Friedrich et al., 2006, Allué-Guardia et al.,
2011) kibévitve igazoltuk, hogy valéban egy P2-szerli profdg hordozza a cdt-V-6t, és e
profag teljes szekvenciaja immar a rendelkezéstinkre all (Svab et al., 2013b). A profag gének
kilénb6z6 CDT-termel6 térzsek kdrében térténd monitorozasa alapjan megallapithatd, hogy
e cdt-V hordozé profagoknak legaldbb harom kilénbdzé leszarmazasi vonala létezik. Az
egyik a T22-ben taldlhatéval azonos, vagy ahhoz nagyon hasonlé, melyet az atipusos O157
térzsek hordoznak. A masik vonalnak tébb génje, mint példaul a C szabalyoz6é gén,
kllbnbézik az el6z6 leszarmazasi vonal génjeitdl, integraciés helye is mas, és az O157:NM
EHEC t6rzsek hordozzdk. Harmadik leszarmazasi vonalnak tekinthetd az Allué-Guardia et al.
(2011) altal EHEC tdérzsekbél izoldlt indukalhaté fag, melyrél azonban csak minimalis
szekvencia-adatok allnak rendelkezésre.

Ezen profagok feltehetdleg egy kdzds 6stél szarmaznak, mely fag-transzdukcioval terjedt
el a kilénbdzé torzsek kozt. A fagoknak az eltér6 gazdatérzsek genomjaba térténd
integracioja, valamint a gazdakhoz valé adaptaciojuk vezethetett a kérikben tapasztalhaté
szekvencia-heterogenitashoz, és legaldbbis az elsd két esetben a fagok temperaldédasahoz.
Ezt tdmasztja ala Friedrich és munkatérsainak megfigyelése is, akik a cdt-V termeld
0157:H7 STEC térzsek kdzott is jelentés klondlis diverzitast tapasztaltak (Friedrich et al.,

s s
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tovabbi szekvencia-adatok, valamint esetlegesen in vivo fag-mobilizacidés kisérletek
szlkségesek.

A fenti két virulencia operonnak és hatarolé régidinak szekvencidjat a T22 jelzés(, E. coli
0O157:H43 tbrzsben ismertik meg el6szér, e térzsnek pedig késébb a teljes genom
szekvenciajat is meghataroztuk draft genom szintig (Svab et al., 2013c). Ez megerésitette
azt, amire az Ipftipizalas és a Clermont et al. (2000) altal kidolgozott rendszer szerinti
filogenetikai tipizalds eredménye is ramutatott: az eddig ismert O157 térzsekhez képest Uj
genotipust képviseld, valéban atipusosnak mondhatd térzsrél van szé. Genomjadban az
ismert kulcs virulencia gének integracios helyei érintetlenek, ez felveti annak lehetéségét,
hogy a térzs alkalmas lehet tovabbi virulenciagének felvételére. Bielaszewska et al. (2007)
felhividk a figyelmet a patogén E. coli térzsek koérében tapasztalhaté gyors genetikai
atrendezédésekre és HGT-vel torténd géncserékre, melynek segitségével nagyon révid id6é
alatt keletkezhetnek 0j genotipusu, sét Uj patotipusu térzsek, erre volt dramai példa a 2011-
es németorszagi jarvanytdrzsek altal okozott megbetegedések kiemelkedéen magas
mortalitdsa és morbiditasa (Weiser et al., 2013).

Az atipusos, Stx- és intimin-negativ E. coli O157 tdrzsek mindenképpen figyelmet
érdemelnek, hiszen alkalmasak lehetnek szamos tovabbi virulenciafaktor felvételére, ezeért
kdzvetett zoonotikus jelentéségik sem zarhatd ki. Ezen eredményeink ésszhangban alinak
korabbi irodalmi megfigyelésekkel, melyek az Stx-negativ O157 tdrzsek klinikai jelentésegére
mutattak ra (Friedrich et al., 2007; Bielaszewska et al., 2008). Az O157 szerocsoportu
alakulnak ki Gjabb és Ujabb klonalis csoportok (Bielaszewska et al., 2007; Kaper és Karmali
2008; Iguchi et al., 2011), alaposan megnehezitve e tdérzsek jarvanytani nyomon kdvetését
és diagnosztikgjat. Ezekbdl kbvetkezik, hogy a jévében is fontos lesz a gyakori szero- és
patotipusok mellett a ritkdbb szerotipusu vagy atipusos génkészletli térzsek vizsgalata, mely
segithet megérteni az O157 és mas szerocsoportok genetikai valtozékonysaganak
hatterében all6 mechanizmusokat, és pontosabban meghatarozni a kulénb6z6
virulenciafaktor készlettel rendelkez6 térzsek zoonotikus potencialjat.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Az értekezés alapjat képez6 munkank soran az alabbi 0j tudomanyos eredményeket értik el:

1. Meghataroztuk a szarvasmarha eredet(, atipusos E. coli O157 szerocsoportu térzsek Ipf
operonjainak genetikai tipusait. Kimutattuk, hogy az atipusos E. coli O157 térzsek Ipf
operonjaik tekintetében is elkilénilnek az O157 szerocsoportba tartozé6 EHEC és EPEC
térzsektél, mivel az atipusos térzsek csak az Ipf2-1 tipust hordozzak, addig az EHEC és
EPEC térzsek egységesen két tipust, az Ipf1-3 és Ipf2-2-t hordozzak.

2. Meghataroztuk az ECOR térzsgytjtemény tagjainak /pf tipusait, ennek soran e tdrzsek
kdzt eddig még nem ismert, vélhetden U] tipust képviseld Ipf géneket detektaltunk.

3. Els6ként hataroztuk meg az Ipf2 operon szekvenciajat szarvasmarha eredetd, atipusos E.
coli 0157 szerocsoportu térzsekben, kimutatva, hogy az Ipf2 operon e térzsek kérében egy
konzervalt PAI-t alkot.

4. Els6ként hataroztuk meg a cdt-V operont hordozd P2-szerli profag teljes nukleotid
szekvenciajat, rdmutatva, hogy a cdt-V operon valészinlileg HGT révén terjedt el a hordoz6
térzsek kozt.

5. Megallapitottuk, hogy a P2-szer(i profag gének tébbsége szero- és patotipustol
flggetlendl jelen van a CDT-V termeld E. coli térzsekben.

6. Kllénbségeket talaltunk a CDT-V termel6 atipusos E. coli O157 térzsek és a szintén CDT-
V termelé O157:NM EHEC térzsek éaltal hordozott P2-szerli gének eloszlasaban: mig az
atipusos térzsek a vizsgalt husz génbdl legaldabb tizennyolcat hordoztak, addig az EHEC
torzsek 15-16 koézti szamuat, a hianyz6 gének koézt volt a P2-szerl(i fagok esetében
filogenetikai jelentéséggel bird C gén is. E kllénbségek valdszinlileg a cadt-V hordoz6 P2-
szerl profagok gazdakhoz tértént adaptaciéjabdl adddnak.

7. Els6ként hataroztuk meg egy szarvasmarha eredetd, 0j genotipust képviseld, atipusos E.
coli O157:H43 térzs teljes genom szekvenciajat draft genom szintig. Eredményeink szerint e
szerotipus E. coli térzsei eddig nem ismert evolucios &llomast jelenthetnek a szorbitot nem
bonté O157 szerocsoportbeli térzsek kbzt, €s mivel kulcs virulenciagénjeik integraciés helyei
érintetlenek, ezért potencialisan patogén térzsekké alakulhatnak.
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