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Osszefoglalas

»Multirezisztens E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia génjeinek
molekularis epidemioldgiai elemzése” c. értekezésemben a tetraciklin, a gentamicin és a
plazmidon kédolt kinolon rezisztencia harmas témakdrére épitve, feladatainkat elsésorban az
allati és human eredeti, kommenzalista illetve korokozo E. coli baktériumok antibiotikum
rezisztencia és virulencia génmintazatainak jellemzése és e gének kozotti esetenkeénti
kapcsolatok molekularis epidemiolégiai szemléletl elemzése képezte.

Ko6zelebbi célunk volt:

1. Sertések valasztasi hasmenése kapcsan izolalt multirezisztens enterotoxikus E. coli
(ETEC) torzsek virulencia/rezisztencia gén-, és plazmid analizise altal a tetraciklin
rezisztenciat kozvetité tet(A) plazmidok szerepének vizsgalata az antibiotikum

rezisztencia (és virulencia) gének atadasaban.

2. Haszonallatokb6l és human mintakbdl széarmazé aminoglikozid (gentamicin)
rezisztens klinikai és kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és

virulencia genotipusainak minél atfogobb jellemzése.

3. Plazmidon kédolt kinolon rezisztencia (és esetlegesen tarsult virulencia) gének
kimutatasa, és a kinolon rezisztenciat hordozé plazmidok jellemzése, egészséges

sertésekbdl szarmazd, kommenzalista multirezisztens E. coli torzsekben.

A Kkorabban, csoportunk altal részletesen tanulmanyozott, tetraciklin rezisztenciaért
(tet(B)) és enterotoxigenitasért felelés pTC plazmid jellemzése utan jelen munka keretében
egy magyar és egy cseh sertés eredetli F18" ETEC tdrzs tet(A) gént hordozo konjugativ
plazmidjainak részletes elemzését nemzetkdzileg elséként végeztik el. A fenti ETEC térzsek
eltér6é méretl, Incl1 tipusu tet(A) plazmidjai multirezisztenciat és sajatos elrendezési 1-es

tipusu integront hordoztak, ismert virulencia génekkel viszont nem tarsultak.

Nagy atereszt6képességli PCR-microarray rendszerekben, 6sszesen ~130 rezisztencia
és virulencia gén mintazata alapjan emberben és élelmiszertermel6 allatokban el&forduld
klinikai és kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia gén
rezervoar szerepérdl, és ezen belll egyes rezisztencia és virulencia gének egyuttes
el6fordulasardl nemzetkdzileg elséként szolgaltattunk O&sszehasonlité genotipizalasi

adatokat.

Végll, els6ként mutattuk ki a sertés eredetli E. coli tdrzsek plazmidon kozvetitett kinolon
rezisztenciajat Eurépaban, és nemzetkozi elséséggel jellemeztik a qnrS1 gént hordozd
plazmidot haziallatokban. A qnrS1-pozitiv sertés E. coli térzsek harom olyan MLST klénjat

irtuk le, melyeket eddig sertések k6zott nem ismertlink.



Altalanos bevezetés

Ertekezésem a fenti cim jegyében végzett eddigi munkaim osszefoglalasat adja. Ezen
munkak részben az elmult évek soran témacsoportunkban végzett ilyen iranyu kutatasok
szerves folytatasat képezik, részben pedig azokra épulé késdbbi, EU FP6 palyazati
munkaprogramokbdl (EuroPathoGenomis, MedVetNet) az els8sorban ram haruld feladatok
teljesitését tukrozik. Az itt targyalt, egymassal 6sszefliggésben, de nem feltétlen szoros
kapcsolatban lévé feladatok az E. coli baktériumok bizonyos antibiotikum rezisztencia és
virulencia génjeinek esetenkénti kapcsolataira iranyultak, mely kérdések témacsoportunkat
legalabb két évtizede foglalkoztatjak, bar ezen gondolatkér csak a legutdbbi idékben kezdett
nemzetkdzi szinten is megfeleld figyelmet kapni. Ezért térekednink kellett arra, hogy céljaink
meghatarozasaban a sajat szakmai logikank altal diktalt és a nemzetkdzi konzorciumi
szereposztasban vallalt feladatokat 6ssze tudjuk egyeztetni. Ennek eredményeként a

dolgozat alapjaul szolgal6 munkamat végul a_tetraciklin-, a gentamicin-, és a plazmidon

koédolt kinolon rezisztencia harmas témakdre épitettem, mely témakordk a torténeti és

technikai adottsagoktol fuggben eltérd6 megkdzelitéssel, de egyazon f6 kérdésre igyekeztek
valaszt adni: nevezetesen, hogy az antibiotikumok human-, és allategészségugyi
alkalmazasa soran bekodvetkezd szelekcios nyomas jelentheti-e a rezisztenciaval egyitt a
virulencia tulajdonsagok fokozott térnyerését is?

A kérdésre itt mindjart annyiban lehet megnyugtatasul valaszolni, hogy egyes esetekben
igen, altalaban és egyelére azonban nem. Eddigi munkaink soran ugyanis a human-, és
allategészségugyi szempontbdl kiemelten fontos virulencia és rezisztencia gének/csoportok
egyuttes térnyerésére utald és altalanosan érvényesilé tendenciaval nem talalkoztunk.

Az értekezés szerkezetét illetéen, a fenti témakérok eltérd jellegzetességeire vald
tekintettel, témavezetémmel egyetemben ugy véltlik, hogy helyesebb a disszertaciét a jol
meghatarozhat6 témakra épiteni, és az egyes témakat az eurdpai egyetemeken szokasos
disszertaciés formaknak megfeleléen, ,Irodalmi bevezetd”, ,Mddszerek”, ,Eredmények”,
.Megbeszélés” alcimekre bontva részletesen bemutatni. Ennek megfeleléen a jelen
disszertacioé irodalmi ismertetéje a tudomanyos elézmények részleteibe nem bocsatkozik,
mert azokat az egyes fejezeteknél specifikusan kivanja ismertetni. Ehhez hasonléan az
értekezést a harom f6 téma harmonigjat bemutatd egységes, révid megbeszéléssel
tervezem zarni.

A jelen ,Altalanos bevezetés” fejezet végére kivankozik még az alabbi két stilisztikai
megjegyzes:

- A fenti vizsgalatokrdl sz6l6 munkaim dontd tébbségét mint elsd szerz6 természetesen

magam végeztem, de mivel szamos terlleten és fazisban igényeltem és kaptam



nélkulozhetetlen segitséget mindazoktol, akik az eddig publikalt és a kozeljovében
megirandd koézleményekben tarszerz6im és azok koszonetnyilvanitasaban felsorolt
munkatarsaim voltak, helyesebbnek lattam, ha disszertaciomban az egyes szam elsd
személy hasznalatat mell6zém, s e helyett allitdsaimat tdbbes szam elsé személyben
fogalmazom meg.

- Az értekezésemben a szakkifejezéseket az ,Orvosi Helyesirasi Szétar” (Akadémiai

Kiadd, Budapest, 1992) alapjan, magyaros irasmodban igyekeztem szerepeltetni.



1. Irodalmi attekintés és célok

A dolgozat cime altal jelzett téma els6dlegesen az E. coli baktériumok antibiotikum
rezisztencigjanak, s ezen belll is tulnyoméan a rezisztenciaért felelés gének és ezek altal
szabalyozott, egyes rezisztencia mechanizmusok és az esetenként tarsult virulencia gének
tanulmanyozasat, molekularis epidemiologiai szemlélettel igéri. Ennek megfeleléen,
barmennyire lehetetlen vallalkozasnak tinik is, roviden szikséges attekinteni az
idevonatkoz6 legfontosabb eddigi ismereteinket ahhoz, hogy a cimben megjeldlt feladatok

ismertetésére ratérhessunk.

1.1. Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

Az E. coli baktériumok antibiotikum rezisztencia tulajdonsagaira és ezeket kodold
génekre vonatkozé tobb kézikdnyvnyi attekintésekbdl itt csupan annyit szikséges rogziteni,
hogy kilénb6z6 hatdsmechanizmusu szerek széles skalajan aligha talalunk olyan vegytiletet,
mely ellen az E. coli baktérium ne tudna elébb vagy utdbb, megfelel6 rezisztenciara szert
tenni. Ennek alapvetd oka a baktérium hallatlan genetikai flexibilitasa, mely képessé teszi a
legkulonb6zébb  extrakromoszomalis  rezisztencia ~mechanizmusok (efflux  pumpak,
antibiotikum hatasatol védé és/vagy azt lebontd enzimek) génjeinek felvételére, valamint
kromoszomalis (DNS ill. rRNS) mutacidkon keresztil a megfelelé genetikai tulajdonsagok
kialakitasara.

A fentiek alapjan nem csoda, ha az egyre altalanosabba valé széles hatasspektrumu
antibiotikumok human-, és allatgyégyaszati alkalmazasanak kovetkeztében mind a patogén,
mind pedig a normal bélfléra kommenzalista E. coli baktériumai kézott egyidejlleg tébb
antibiotikummal szembeni multidrog rezisztencia (MDR) is egyre gyakoribba valik és okoz
esetenként sulyos klinikai komplikaciokat. Tekintettel arra, hogy az allatok gyogykezelése
(korabban pedig a ma mair tiltott preventiv kezelése) a rezisztenssé tett allati eredetli E. coli
torzseket az élelmiszeren keresztlil az ember bélcsatorngjaba juttathatja, az EU 2003-as un.
zoondzis rendelete alapjan az egyes enteralis zoondzisokat okozd baktériumokat (VTEC,
Salmonella, Campylobacter), valamint az indikator (kommenzalista) E. coli térzseket

rendszeres és kotelezd antibiotikum rezisztencia ellenérzésnek kell alavetni (EC 2003a).



1.2. A patogenitas és virulencia

Az Escherichia coli baktériumokat, mint a normal human bélfléra alkotéit ismertiik meg,
de Escherich (1855) mar felfedezésikkor jelezte, hogy egyes esetekben, pl. leanygyermekek
hugyuti megbetegedései kapcsan, kéros folyamatok elinditéi és fenntartéi is lehetnek. Az
elmult évszazadban az E. coli kutatasok tdbbsége elsésorban arra a kérdésre kereste a
valaszt, hogy mi a kiildbnbség a patogén és a kommenzalista (normal béllaké) térzsek kdzott.
A korabbi évtizedekben a kdzponti kérdés az volt, hogy milyen antigén tulajdonsagok (O:, K:,
H: és/vagy fimbria antigének) jellemzik a megbetegedések kapcsan szintenyészetben a
szokasos el6fordulas helyétél (vastagbéltél) tavoli szervekbél vagy vérbdl izolalt E. coli
torzseket a kommenzalista torzsektdl.

A klasszikus szerotipizalasi vizsgalatok kezdetben, egyes sulyosabb megbetegedések
vagy jarvanyok esetében, jarvanytani, klinikai valamint diagnosztikai elemzésekkel és
kisérleti allatfert6zésekkel alatamasztva segitették és még ma is hatékonyan segitik az
egyes szerotipusok korokozéként valé azonositasat. E témaban (Orskov, Orskov 1984) az
elmult évszazad masodik felében tudomanytérténeti jelentéségli munkassagot fejtett ki Ida
és Fritz Orskov, a koppenhagai ,Statens Serum Institut” (SSI) E. coli Referencia
Laboratériumanak (WHO) két kiemelkedd egyénisége.

Az utébbi néhany évtizedben azonban egyre inkabb el6térbe kerllt a kérképek
kialakulasaért felelés és a korokozd képesség érvényesilését segitd E. coli virulencia
faktorok ismeretének jelentésége. Az idevonatkozd kutatasok eredményei |ényegesen
atalakitottak/atalakitjak az E. coli diagnosztikardl és az esetleges immunprofilaxisrél alkotott
elképzeléseket is. Az e téren miikddd egyes kutatdcsoportok rendszerint attél fliggden
talaltak kilénbdz6 virulencia faktorokat (legtdbbszér toxinokat, vagy adhéziods ill. invazios
fehérjéket), hogy mely korképek vizsgalatat céloztak meg.

Bar az E. coli baktériumok kérokozd képességére vonatkozé ismeretek folyamatosan
bévilnek, a szakirodalom mara kelléen egységes a tekintetben, hogy a béllaké (intestinalis)
patogén torzsek kozott vannak verotoxikus/enterohaemorrhagias E. coli (VTEC/EHEC),
enterotoxikus E. coli (ETEC), enteropatogén E. coli (EPEC), enteroaggregativ E. coli
(EAEC), enteroinvasiv E. coli (EIEC) patotipusu torzsek, mig a bélcsatornan Kkivdli
(extraintestinalis) patogén torzsek képesek a gazdaszervezetnek a szamukra megszokott
miliéjébdl, a bélcsatornabdl kilépve is megtalalni/megteremteni a szaporodasukhoz és
patogenitasuk kifejtéséhez szlikséges feltételeket. Utdbbiak eddig ismert patotipusai az
uropatogén E. coli (UPEC), a szeptikémiat okoz6 E. coli (EXPEC), vagy szarvasmarhakban a
masztitiszt okozd E. coli. E két — intestinalis és extraintestinalis — patogén csoport kdzott
helyezkedik néhany olyan un. citotoxikus, pl. a citoletalis distending toxint (CDT) vagy a

citotoxikus nekrotizald faktort (CNF) termel6 E. coli (NTEC) torzs, melyek szokasos helye a
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bélcsatorna, de nem egyszer jelennek meg azon kivili, egyes szervekben (pl. hugyutakban,

Iépben, majban) vagy a vérpalyaban, talyogokban is.

Mindezen patotipusok és jellemzé virulencia faktoraik részletes ismertetése messze
tulmenne a bevezetd feladatan, ezért ehelyltt az un. patogén E. coli-ra vonatkozé kézikonyvi
adatokra kell hagyatkoznunk (Elsinghorst 2002), melyekbdl az az altalanos kép rajzolodik ki,
hogy a fenti kérokozé képességekért felelés virulencia faktorok tulnyomo tébbségét
plazmidon-, vagy a kromoszémaba épllt fagokon-, ill. profagokon koédolt gének
szabalyozzak, melyek a horizontalis géntranszfer eredményeként bizonyos tipusu
térzsekben kénnyebben és nagyobb gyakorisaggal, masokban pedig ritkdbban honosodnak
meg, s teszik azokat tobbé-kevésbé patogénné. Itt kilon ki kell térnlink az un. a patogenitasi
szigetekre (PAIl), melyek a virulencia gének atvitelének és U0 virulencia mintazatok
kialakitasanak egy nemrég felfedezett ,eszkdzét” képviselik (Hacker et al. 1997). A
spatogenitasi szigeteket” altalaban jellemzi: i) egy vagy tobb virulenciafaktor (adhezin, toxin,
invazin, stb.) génjének jelenléte, ii) a kérokozd térzsek genomjaban jelen vannak, de
hianyoznak az ugyanazon baktériumfaj nem patogén torzseibdl, iii) nagyméretli genomialis
régiokat fednek le, méretik 10 kb-tdl egészen 200 kb-ig terjedhet (Hacker, Kaper 1999). A
mobilis genetikai elemekre jellemzéen a patogenitasi szigetek instabil régiok: atvitelik
és/vagy delécidjuk kénnyen bekovetkezhet az ,azonos iranyultsagu” un. direct repeat (DR)
végek, vagy mas mobilis genetikai elemek segitségével, de az atviteli folyamatokban
kojugativ plazmidok, transzpozonok valamint bakteriofagok is szerephez juthatnak.
Patogenitasi szigeteket el6szér UPEC térzsekben irtak le, késébb azonban tébb enteralis E.
coli patotipusrdl (pl. EPEC és EHEC), valamint egyéb baktériumfajrél (Salmonella, Shigella)
is kiderllt, hogy a virulenciagénjeik ilyen PAI formaban helyezkednek el a kromoszoman

(Hacker, Kaper 1999), vagy plazmidon (Fekete et al. 2003).

Nem szabad azonban elfelejteniink azt a gyakorlatban is ismert tényt, hogy mint sok mas
baktérium, az un. patogén E. coli is csak fakultativ korokozé. Megbetegité képessége nem
csupan a virulencia faktorok jelenlétének és azok expresszidjanak fuggvénye, hanem e
képesség kifejtéséhez sziikséges a megfelel6 csiraszam és a megfeleléen hajlamositott
szervezet is. A hajlamossag pedig a genetikai adottsagoktdl (receptorokat, vagy elsédleges
immunvalasz képességet szabalyozé génektdl) kezdve az életkor, a taplalkozas és a
kllénb6zb helyi vagy altalanos prediszpozicids tényezék, tarsfertézések fuggvénye lehet.

Emellett egyre tébben véljik ugy, hogy bar a patogén és kommenzalista E. coli, mint két
véglet, a klinikai diagnosztikaban nélkilézhetetlen tampontot jelent, k6z6ttik azonban egy
széles ,szirke zona” lehet, melynek patogenitasi- és virulencia skalajan az egyes tdorzsek

helyét a virulencia gének mennyiségi, minéségi és expresszios viszonyai hatarozzak meg.
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igy a korokozé vagy kommenzalista E. coli kérdésben éles hatart vonni egyelére nem lehet
(Kohler, Dobrindt 2011). A disszertacioban ismertetett vizsgalataink egy része épp e

kérdésben vald eligazodast igyekszik segiteni.

1.3. Az antibiotikum rezisztencia és virulencia tulajdonsagok kapcsolatanak

lehetéségei

Mivel az antibiotikum rezisztencia gének jelentdés része mobilis genetikai elemek
(plazmidok, transzpozonok, inszercidos (IS) elemek, integronok) révén jut a rezisztens
baktériumokbdl az adott antibiotikummal szemben érzékenyekbe, nagyon fontos, hogy a
szerzett rezisztenciat meghatarozo géneket és azok kornyezetét minél jobban megismerjuk,
s esetleges terjedésikrdl mielébb informaciét szerezziink. Fontos ez annal is inkabb, mert
egyes esetekben a rezisztencia és virulencia determinansok ugyanazon plazmidon, vagy
netan egyéb mobilis genetikai elemen (pl. genomi szigeten) egylttesen is jelen lehetnek, bar
az utébbirdl egyelbre tényleges bizonyitékunk még nincs, s altalaban e két eltérd kategoriat
képviseld gének kapcsolatat a legutdbbi ideig nem tették vizsgalat targyava.

A rezisztencia és virulencia gének fent vazolt egylttes hordozasanak egyik altalunk
részletesen vizsgalt példajat szemlélteti a nemrég teljes szekvencia szinten elsék kozott
ismertetett pTC plazmid, mely a vélasztott sertések hasmenését okozd, F18" ETEC
torzsekre jellemz6 enterotoxin plazmidok prototipusa (Fekete et al. 2012). A pTC plazmid a
tetraciklin rezisztenciat a tet(B) génen, az enterotoxin (STa, STb) termelé képességet pedig
egy PAl-szer( un. toxin specifikus lI6kuszon (TSL) kddolja (Fekete et al. 2003). Nem tudjuk
még azonban, hogy ez az un. hibrid prototipus plazmid a hazai és kdrnyez6 orszagbeli
sertés ETEC torzsek kodzott valdjaban mennyire elterjedt és mennyire valtozékony. Jelenleg
nem ismert az sem, hogy az egyéb, nem-tet(B) osztalyt képviseld, de igen gyakori (pl. tet(A)
tipusu tetraciklin rezisztencia gént kdzvetitd) plazmidok jelentésége a virulencia és egyéb
rezisztencia gének hordozasaban, hogyan itélhetd meg.

A fent emlitett EU antibiotikum rezisztencia monitoring rendszer miikddtetése ezen tul, a
gyakori és Klinikai jelent6séggel bird antibiotikum rezisztenciakra (pl. tetraciklin,
aminoglikozid, kinolon rezisztencia) vonatkozdéan olyan igényeket is felvet, melyek a
rezisztencia fenotipus mellett - legalabbis az E. coli térzsek esetében - az adott antibiotikum
rezisztencia-, vagy tarsult rezisztenciak genetikai hatterének meghatarozasara és esetleges
virulencia génekkel valé kapcsolatara vonatkoznak. Ezen szemlélet mentén témacsoportunk
egy, a zoonozisok kutatasara iranyuld EU projekt keretében ezen igények legalabb részbeni

kielégitésére és a felmerilé kérdések megvalaszolasara vallalkozott ugy, hogy kiindulasi
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alapnak a MDR-val jellemezhet§ E. coli torzseket valasztotta és igyekezett ezekrdl az
élelmiszerlanc egyes pontjain molekularis epidemiologiai adatokat gydijteni.

AdatgyUjtési munkaink soran felmerilt az a gondolat is, hogy a mar régebb o6ta kialakult
tetraciklin és aminoglikozid (k6zelebbrdl gentamicin) rezisztenciak genetikai hattere mellett
vizsgalatokat végezziink a hazankban és/vagy szomszédainknal Ujabban el6térbe kertld
(emerging) kinolon rezisztencidkkal kapcsolatban is, melyek plazmidon kédoltak is lehetnek
és mint ilyenek a tetraciklin rezisztenciahoz hasonléan, a valasztott sertésekben, mint
antibiotikumokkal leggyakrabban kezelt élelmiszertermelé gazdasagi allatokban leginkabb

el6fordulhatnak.
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1.4. Célok

A fenti indokok alapjan a tovabbi harom f6 fejezetben részletezendd vizsgalatainkat a

tetraciklin-, a gentamicin-, és a plazmidon kédolt kinolon rezisztencia témakorokben az

alabbi fébb célokkal és cimek alatt végeztiik:

1.

A tet(A) plazmidok szerepe az antibiotikum rezisztencia (és virulencia) gének
atadasaban valasztott sertések hasmenésébdl izolalt, multrezisztens enterotoxikus
E. coli (ETEC) térzsekben.

Haszonallatokbdl és human mintakbdl izolalt aminoglikozid (gentamicin) rezisztens
klinikai és kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia

genotipusa, egyes gének esetleges kapcsolt eléfordulasa.

Plazmidon kodolt kinolon rezisztencia és esetlegesen tarsult virulencia gének
keresése és azonositasa: kinolon rezisztenciat hordozé plazmidok jellemzése
egészséges sertések Dbélcsatornajabdl szarmazé multirezisztens E. coli

torzsekben.



2. A tet(A) plazmidok szerepe az antibiotikum rezisztencia (és virulencia)
gének atadasaban, valasztott sertések hasmenésébdél izolalt,

multirezisztens enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) torzsekben

2.1. Bevezetés

Sertésekben az enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) baktériumok leggyakrabban két,
gazdasagilag is jelentés korképben, az ujszulétt- és a valasztott malacok hasmenésében
jatszanak szerepet A valasztott malacok hasmenésének patomechanizmusaban a virulencia
faktoroké a f6szerep: jellemz6 fimbrialis adhezinjeik (K88/F4, F18) segitségével a
baktériumok a vékonybél hamsejtjeihez tapadnak, majd héstabil- (STa, STb, EAST1)
és/vagy hdélabilis  enterotoxinok  (LT) termelésével a felszivd bélhamsejtek
folyadékszekrécidjat jelentésen serkentik, amely végll hasmenéshez vezet (Nagy, Fekete
1999).

Habar a sertés ETEC térzsek okozta megbetegedések csdkkentése céljabdl szamos
intézkedés tortént, kezdve a higiénia ndvelésétél a vakcinazasig (Haesebrouck et al. 2004),
a fertézés fékentartasanak legrévidebb utja mindmaig az antimikrobialis kezelés maradt,
amelynek elkerilhetetlen kdvetkezménye az antibiotikum rezisztens térzsek szelekcidja
(Fairbrother et al. 2005). Tovabbi problémat jelent a multidrog rezisztens (MDR) térzsek
fokozott megjelenése, amelyek a megfeleld virulencia faktorokkal felfegyverkezve nemcsak a
terapias lehetéségeket korlatozhatjak (Rosengren et al. 2009), de rezisztencia és virulencia
gén rezervoart képezhetnek a normal bélflora kommenzalistai szamara is (Mathew et al.
1999).

Az ETEC virulencia faktorok (adhezinek, enterotoxinok) génjei, valamint az antibiotikum
rezisztencia gének - beleértve az ETEC szempontjabdl Iényeges tet tetraciklin rezisztencia
géneket is - tdbbnyire plazmidokon helyezkednek el, tovabbi mobilitdsukrol egyéb mobilis
genetikai elemek: integronok, transzpozonok, inszercios (IS) elemek gondoskodnak. Ennek
megfeleléen a tet(A) gyakran a Tn1721 (Allmeier et al. 1992), a tet(B) pedig rendszerint a
Tn10 (Lawley et al. 2000) transzpozonok részei. Az STa hdstabil enterotoxint kddol6é estA
gént a Tn1681 (So, McCarthy 1980), mig az STb termelésért felelés estB gént a Tn4521
transzpozonokon (Lee et al. 1985), illetve a pTC plazmid toxin-specifikus |6kuszan (TSL)
irtak le (Fekete et al. 2003 és 2011). A tovabbi enterotoxin géneket és mobilitasukat illetéen
feltétlentl meg kell még emliteni az E. coli enterotoxinok kozott elséként felfedezett, a kolera
toxinnal kézeli rokonsagban allé LT hélabilis enterotoxint (LT) és ezt plazmidon kddolo elt
géneket, melyek esetében IS elem kozvetitett folyamatot ugyancsak leirtak (Schlér et al.

2000, Savarino et al. 1996). Itt jegyezzik meg, hogy a fenti, plazmidon kdédolt enterotoxin



géneket a korabbiakban hasznalt sta, stb és It szimbdlumok helyett Ujabban egyre
gyakrabban hasznaljak a megfelel6 estA, estB illetve elt jeldléseket, ennek megfeleléen
értekezésemben ez utébbi génszimbdlumokat hasznalom. Az ETEC tbérzsek STa
enterotoxinja egyébként nem tévesztend6 6ssze az elséként human enteroaggregativ E. coli
(EAEC) toérzsekben kimutatott EAST1 toxinnal. Ez utdbbi szintén hdstabil, kis molekulaju,
toxin, melyet a kromoszémalisan vagy plazmidon elhelyezked astA gén kodol, s a fenti STa
toxintdl bioldgiai, immunolégiai és genetikai probakkal is jol elkilonitethetd (Veilleux,
Dubreuil 2006). Az astA génnel gyakorlatilag azonos allélt a D27-es (0126:NM, CFA/I, STIb)
human ETEC térzs 97Md plazmidjan egy ujonnan leirt IS14714 elembe agyazva, a jol ismert
human ETEC H10407 térzzsel egyetemben irtak le (McVeigh et al. 2000).

Esetenként a tetraciklin rezisztencia és virulencia gének ugyanazon a plazmidon
helyezkednek el. llyen tipikus hibrid sertés ETEC plazmidok a tef(A)-estA-paa-sepA-1
génkombinaciot tartalmazo pTENT2 (Goswami et al. 2008) valamint a tet(B)-sta-stb génekkel
jellemzett pTC plazmid (Fekete et al. 2011). Ez utébbi plazmid egy magyarorszagi valasztasi
hasmenésben elhullott sertés vékonybelébdl izolalt ETEC torzsre (Ec 2173) és ehhez
hasonlé magyarorszagi ETEC izolatumokra volt jellemzé (Nagy et al. 1990, Fekete et al.
2003). Azota sikerdlt a tet(B) gént hordozo pTC plazmid teljes szekvenciajat is meghatarozni
(Fekete et al. 2012), melynek alapjan tudjuk, hogy ennek legf6bb jellegzetessége a
virulenciaért felelés STa és STb enterotoxinok génjeit hordozé TSL, mely egydutt jar a tet(B)
tetraciklin rezisztenciagént hordozé Tn10 transzpozonnal. Ugyanakkor nem tartalmaz egyéb
antibiotikum rezisztencia géneket vagy azok hordozasara alkalmas integronokat.

Ezek utan folmerult a kérdés, hogy egy masik ugyancsak gyakori, efflux proteint kodolo
tetraciklin rezisztencia gén, a tet(A) vajon milyen gyakorisaggal, ill. geografiai elterjedtséggel
és milyen tipusu plazmidokon talalhatd, sertés valasztasi hasmenést okozo, jellegzetesen
F18" ETEC tdrzsekben. Ez utobbi, tet(A)-val jellemzett, ETEC plazmid csoportrol azért is
latszott érdemesnek tdbbet megtudni, mert az eddigi vizsgalataink soran elétérben allé
tet(B)-hez képest joval kevesebb figyelmet kapott. Ugyancsak megvalaszolasra vart a
kérdés, hogy a tet(A) plazmidokon milyen egyéb mobilis genetikai elemekkel (integronok,
transzpozonok, patogenitasi géncsoportok) szamolhatunk, melyek alapjan ezen
plazmidoknak, bizonyos szelekcids nyomasok hatasara, az antibiotikum rezisztencia (és
esetleges virulencia) terjesztésében molekularis jarvanytani jelentésége lehet.

Jelen fejezetben foglalt munka fé célja, hogy sertések valasztasi hasmenésébdl izolalt E.

coli térzsek vizsgalatan keresztll a kdzép-eurdpai régiot (Magyarorszag, Ausztria, Cseh
Koztarsasag) képvisel6 ETEC torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia génjeirél
kapjunk Osszehasonlito adatokat, kulonOs tekintettel a tetraciklin rezisztencia gének

hordozaséaért felelés plazmidokra, s ezekben talalhaté mobilis genetikai elemekre.
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2.2. Anyagok és modszerek

2.2.1. Hazai és kiilfoldi sertés ETEC torzsek

A jelen tanulmany vizsgalati anyagat képez6 6sszesen 87 E. coli térzset hazai és kulféldi
partner-laboratériumok az elmualt 10-15 évben izolaltak valasztasi hasmenéses allatok
vékonybelébdl, s hataroztdk meg enterotoxikus E. coli (ETEC) térzseknek, elsésorban
fimbriaik (K88/F4 ill. F18) szerologiai kimutatasa és O szerocsoportjuk meghatarozasa
(Orskov, Orskov, 1984) alapjan, melyeket a tovabbiakban ismertetett virulencia gén
kimutatasi modszerekkel is megerésitettiink és kiegészitettiink. A hazai sajat ETEC térzsek
(n=16) mellett a térzsek egy része egyéb Kbdzép-Eurdpai orszagokbdl - Ausztria (n=34) és
Cseh Koztarsasag (n=17) - szarmazott, mig 20 térzset az USA-bdl kaptunk Dr. M.A. Awad,
Dr. P. Alexa és Dr. H.W. Moon szivességének kdszdnhetden. A fenti ETEC térzseket -80°C-
n 10% glicerint tartalmazé TSB taplevesben taroltuk. A vizsgalatban szereplé 6sszesen 87
ETEC torzs kozll a célszerliség kedvéért dolgozatomban kizardlag a konjugacios plazmid
transzfer vizsgalatokra kijelolt torzsek geografiai eredetét és genetikai jellemzdit ismertetem
(Il. tablazat).

2.2.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok és a tetraciklin rezisztencia (tef) gének
kimutatasa

A 87 ETEC tdrzs antibiotikum rezisztencia fenotipusat korongdiffuziés maodszerrel
hataroztuk meg az aldbbiakban felsorolt 15 antibiotikummal (Oxoid) szemben mutatott
gatlasi zénak atméréje alapjan: ampicillin (AMP-10), amoxicillin (AML-25), cefotaxim (CTX-
30), kléramfenikol (C-30), enrofloxacin (E-5), flérfenikol (FFC-30), gentamicin (CN-10),
kanamicin (K-30), nalidixinsav (NA-30), rifampicin (RD-5), spektinomicin (SH-100),
streptomicin (S-10), szulfametoxazol (RL-25), tetraciklin (TE-30) és trimetoprim (W-5). Az
antibiotikum rezisztencia fenotipus meghatarozasanal a Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) el6irasa alapjan jartunk el, és a gatlasi zona atmérdket is ez alapjan
értékeltik ki (CLSI 2010). A korongdiffuzios vizsgalatokhoz referencia térzsként az ATCC
25922 E. coli torzset hasznaltuk. Egy adott antibiotikumra a CLSI el6irasa szerint
mérsékelten rezisztens tOrzseket eérzékenyeknek tekintettik. Azon torzseket, amelyek
egyidejlileg harom vagy annal tébb antibiotikum csoporttal szemben mutattak rezisztenciat
multidrog rezisztenseknek (MDR) nyilvanitottuk.

A fenotipusosan tetraciklin rezisztens ETEC torzseket tovabbi, a tet gén tipizalasara
iranyul6 PCR vizsgalatoknak vetettik ala. A PCR reakciékhoz hasznalt primereket ugy
valasztottuk ki, hogy azok a Gram-negativ enteralis korokozékra addig leirt leggyakoribb tet

osztalyokat képviseljék (I. tablazat).
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I. tablazat. A tetraciklin és egyéb antibiotikum rezisztencia gének kimutatasara, valamint az

1-es tipusu integron jellemzésére hasznalt primerek listgja.

A tetraciklin rezisztencia gének irasmaodja Levy et al. (1989) altal javasolt nomenklaturat koveti.

Antibiotikum csoport és gének Primer Szekvencia (5'—3') bepl)? fragment Moédszer Hivatkozas / Reakciokorilmények *

Tetraciklin gének

tet (A) tetA f GGCCTCAATTTCCTGACG 372 PCR Guillaume et al. 2000
tetAr AAGCAGGATGTAGCCTGTGC

tet (B) tetB f GAGACGCAATCGAATTCGG 228 PCR Guillaume et al. 2000
tetB r TTTAGTGGCTATTCTTCCTGCC

tet(C) tetC f TCCTTGCATGCACCATTCC 635 PCR Guillaume et al. 2000
tetCr AACCCGTTCCATGTGCTCG

tet (D) tetD f GGATATCTCACCGCATCTGC 436 PCR Guillaume et al. 2000
tetDr CATCCATCCGGAAGTGATAGC

tet (E) tetE f TCCATACGCGAGATGATCTCC 442 PCR Guillaume et al. 2000
tetE r CGATTACAGCTGTCAGGTGGG

tet (G) tetG f GCTCGGTGGTATCTCTGCTC 468 PCR Frech, Schwarz 2000
tetG r AGCAACAGAATCGGGAACAC

Aminoglikozid gének

aacC(3)-1l aacC2 f GGCAATAACGGAGGCAATTCGA 698 PCR Frana et al. 2001
aacC2r CTCGATGGCGACCGAGCTTCA

aac(6)-1b aac(6')lb f GTTACTGGCGAATGCATCACA 217 PCR Frana et al. 2001
aac(6')lbr TGTTTGAACCATGTACACGGC

ant(2")-la aadB1 fw GTTGGACTATGGATTCTTAGC 248 PCR 95C°4' 30x(95C°30" 56C°30" 72C°30") 72C°7"
aadB1 rv GCCTGTAGGACTCTATGTG

aadA aadA fw GTACGGCTCCGCAGTGGATGG 193 PCR 95C°4' 30x(95C°30" 58C°30" 72C°30") 72C°7"
aadA rv GATGATGTCGTCATGCACG PCR/SQ

StrA strA fw CCTGGTGATAACGGCAATTC 546 PCR Rosengren et al. 2009
strA rev CCAATCGCAGATAGAAGGC

strB strB fw ATCGTCAAGGGATTGAAACC 509 PCR Rosengren et al. 2009
strB rev GGATCGTAGAACATATTGGC

B-laktdm gének

bla oy CTX-M f CGATGTGCAGTACCAGTAA 585 PCR Batchelor et al. 2003
CTX-Mr TTAGTGACCAGAATCAGCGG

bla gy TEM f CATTTTCGTGTCGCCCTTAT 793 PCR Hopkins et al. 2007
TEMr TCCATAGTTGCCTGACTCCC

bla g, SHV f ATTTGTCGCTTCTTTACTCGC 1018 PCR Yagi et al. 2000
SHV r TTTATGGCGTTACCTTTGACC

Fenikol gének

catA1 catl f AGTTGCTCAATGTACCTATAACC 680 PCR Rosengren et al. 2009
catl r TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC

floR floR f CGCCGTCATTCCTCACCTTC 888 PCR Rosengren et al. 2009
floR r GATCACGGGCCACGCTGTGTC

cmilA cmlA f TTGCAACAGTACGTGACAT 293 PCR Rosengren et al. 2009
cmlAr ACACAACGTGTACAACCAG

1-es tipusu integron tipusgének

intl1 intl1 f GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 483 PCR Mazel et al. 2000
intl1r ACATGGGTGTAAATCATCGTC

qacEA1 qac F GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 273 PCR Mazel et al. 2000
gqac R TGAGCCCCATACCTACAAAGC PCR/SQ

sult sult f TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 789 Saenz et al. 2004
sullr GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

Variabilis integron régié 5CS-F1 ATGTTACGCAGCAGGGC véltozo PCR/SQ Libisch et al. 2004
3CS-R GGAATTCGACCTGATAGTTTGGCTGTG PCR
sqpr 1 fw CCTTGCCCTCCCGCACGATG SQ jelen tanulmany
sqpr2rv CACCACACCGCAGACGACATT SQ jelen tanulmany
sqgpr 3 fw TGGCGAATCAACTCAGGTACTG SQ jelen tanulmany
sqpr 4 fw CAGAGGTAGTTGGCGTCATC SQ jelen tanulmany
sqgpr 5 fw AAGGATGTCGCTGCCGACTG SQ jelen tanulmany

SQ: szekvenalashoz hasznalt primerek

*: sajat tervezési primerekkel futdé PCR reakcio kérilményei
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2.2.3. Plazmid transzfer vizsgalatok

A Fekete et al. (2012) altal jellemzett, tef(B), estA, estB génkombinaciét hordozé pTC
plazmidok azonositasa, valamin egyéb tetraciklin rezisztencia (tet) és tipikus ETEC virulencia
gének (estA, estB, elt, f18, k88) atvitelében szerepet jatszé plazmidok jellemzése céljabdl, a
tetraciklin rezisztens torzsek kozul 8 ftet(A) és 12 tet(B) ETEC torzset konjugacios
vizsgalatokra jeloltink ki. A kivalasztott 20 szlilétorzs geografiai eredetét és genetikai
jellemzéit a |l. tablazat mutatja be. A térzsek szelekcidjanak alapjaul szolgalo, a virulencia és
tetraciklin rezisztencia génekre vonatkoz6 PCR eredmények Fekete et al. (2003)
kézleménybdél szarmaznak. A korabbi eredményeinkkel valé 6sszehasonlitas érdekében

fontos itt is megjegyezni, hogy mig korabban az STa, STb és LT enterotoxinok génjeit az sta,

stb, It szimbélumokkal jeldltik, jelen tanulmanyban az ujabban hasznalt estA, estB illetve elt
jelélések hasznalatara tértlink at (Elsinghorst, 2002).

A konjugacios vizsgalatokhoz recipiens torzsként a plazmidmentes, rifampicin rezisztens
E. coli K-12 J5-3 torzset hasznaltuk. A transzkonjugans térzsek szelekcioja rifampicin (150
pg/ml) és tetraciklin (50 pg/ml) tartalmu LB (Luria-Bertani) agar lemezeken tortént. A
konjugaciés gyakorisagot a transzkonjugansok és recipiens torzsek telepszama (CFU)

kozotti aranyként hataroztuk meg.

Il. tablazat. A konjugacids plazmid transzfer vizsgalatokhoz kivalasztott ETEC toérzsek

geogréfiai eredete és genetikai jellemzéi.

. . Enterotoxin gének Adhezin gének Tetraciklin rezisztencia gének
Torzsek Geografiai eredet O csoport
estA estB elt k88 f18 tet(A) tet(B) tet(C) tet(D) tet(E) tet(G)

2134 Magyarorszag 0157 + + - - + + - - - -
2152 Magyarorszag 0157 + + - - + - + - - - -
2172 Magyarorszag 0141 + + - - + + - - - - -
2185 Magyarorszag 0141 + + - - + + + - - - -
2188 Magyarorszag 0157 + + - - + + - - - - -
All.23 Ausztria 0138 + + - + + - + - - - -
All.25 Ausztria 0138 + + - - + - + - - - -
All.27 Ausztria nt - + + - + - + - - - -
All.28 Ausztria 0139 + - + + - + - - - -
All.29 Ausztria 0138 + + - - + - + - - - -
AllL.30 Ausztria nt - + - - + - + - - - -
All.34 Ausztria 0138 + - + - + - - - -
All.41 Ausztria nt - - - + - + - - - -
8813 Cseh Koéztarsasag 0147 - + + - + - + - - - -
9658 Cseh Koéztarsasag 0149 - + + - - - - - - -
9877 Cseh Koéztarsasag 035 - + + - - - - - - -
10176 Cseh Koéztarsasag 0141 - - - - - - - - - - -
11112 Cseh Koztarsasag 0149 - + + - + + - - - - -
11674 Cseh Koztarsasag 0108 - - - - - + - - - - -
11732 Cseh Koztarsasag 0141 + - - - + + - - - - -

A sikeres tetraciklin rezisztencia atvitelt mutaté 8 ETEC torzset félkdvér betltipussal és alahtzassal emeltik ki.

nt: nem tipizalhato
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2.2.4. Plazmid profil vizsgalatok és a replikon tipus meghatarozasa

A Il. tablazatban is kiemelt, sikeres tetraciklin rezisztencia génatvitelt mutaté magyar és
cseh tet(A)- tovabba hat osztrak tet(B)-pozitiv szll6torzset valamint 6sszesen 9
transzkonjugansukat tovabbi jellemzés céljabdl plazmid profil vizsgalatoknak, valamint
antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kimutatasara iranyuld PCR vizsgalatoknak
vetettik ala. A szl és transzkonjugans térzsek plazmid profil vizsgalatat Kado, Liu (1981)
modszere alapjan végeztik el.

A két, tet(A) gént tartalmazé magyar és cseh transzkonjugans (2172/11 és 11732/71)
valamint szllétérzseik (2172 és 11732) plazmidjainak inkompatibilitasi (Inc) csoportokba valé
besorolasa PCR alapu replikon tipizalassal (PBRT) tortént, a Carattoli et al. (2005) altal
kozolt primerekkel és reakciokorilményeknek megfeleléen. A PBRT rendszer multiplex és
simplex PCR vizsgalataihoz templatként szolgalé genomi DNS-t a GenElute™ Genomic DNA
Kit (Sigma) gyartoi utmutatéjanak megfeleléen vontuk ki és tisztitottuk. A fenti kzleményben
megnevezett Inc csoportok mellett a replikon tipizalasi vizsgalatokat a colE, colE+,, IncU és

IncR replikon tipusokra is kiterjesztettik (Garcia-Fernandez et al. 2009).

2.2.5. Antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kimutatasa

A kivalasztott 6sszesen 8 szul6torzson és 9 transzkonjugansukon az emlitettek szerint
tovabbi jellemzés céljabdl antibiotikum rezisztencia és ETEC-re jellemzének ismert egyéb
virulencia gének kimutatasara iranyuld vizsgalatokat is végeztunk. Az estB enterotoxin génre
vonatkozdan, tovabbi PCR vizsgalatokkal az estB gén pTC-specifikus 5 hatarol6 régiéjanak
meglétére is rakerestliink. Az 1-es tipusu integron hordozasat az int/1 integraz gén jelenléte
alapjan mutattuk ki. Az antbiotikum rezisztencia és virulencia géneket kimutat6 PCR
reakciokhoz hasznalt primerek szekvenciait, valamint a PCR fragmentek varhaté méretét az
I. és a Illl. tablazatok tartalmazzak. A tet(A) génnek a Tn71721 transzpozonon valé
lokalizacidjat szintén PCR segitségével mutattuk ki, a tablazatban feltlintetett tetAf, valamint
a Tn1721-specifikus TetAR3 primerek felhasznalasaval, melynek szekvencigja 5-
GGCATAGGCCTATCGTTTCCA-3’ (Hartman et al. 2003).
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lll. tablazat. A virulencia gének és az estB gén pTC-specifikus 5 hatarolé régidjanak

kimutatasara hasznalt primerek listaja.

Gén/Régio Primer Szekvencia (5'—3') z)%l)? fragment Hivatkozas

estA sta fw TTTCTGTATTATCTTTCCCC 167 Alexa et al. 1997
sta rev ATTACAACAAAGTTCACAGC

estB stb fw TCTTCTTGCATCTATGTTCG 138 Alexa et al. 1997
stb rev TCTCTAACCCCTAAAAAACC

estB 5' flanking is1 rev ACAGCGACTTCCGTCCCAGCC 987 Fekete et al. 2003
stb rev TCTCTAACCCCTAAAAAACC

elt It fw TTACGGCGTTACTATCCTCTCTA 274 Alexa et al. 1997
It rev GGTCTCGGTCAGATATGTGATTC

astA astA fw TCGGATGCCATCAACACAGT 195 Boerlin et al. 2005
astA rev GTCGCGAGTGACGGCTTTGTAAG

18 18 fw GTGAAAAGACTAGTGTTTATTTC 511 Imberechts et al. 1994
f18 rev CTTGTAAGTAACCGCGTAAGC

k88 k88 fw GGTGATTTCAATGGTTCGGTC 764 Alexa et al. 1997
k88 rev AATGCTACGTTCAGCGGAGCG

fanA fanA fw AATACTTGTTCAGGGAGAAA 230 Boerlin et al. 2005
fanA rev AACTTTGTGGTTAACTTCCT

fasA fasA fw GTAACTCCACCGTTTGTATC 409 Boerlin et al. 2005
fasA rev AAGTTACTGCCAGTCTATGC

paa paa fw GGCCCGCATACAGGCCTTG 282 Boerlin et al. 2005
paa rev TCTGGTCAGGTCGTCAATACTC

aidA-1 AIDA fw ACAGTATCATATGGAGCCA 585 Boerlin et al. 2005
AIDA rev TGTGCGCCAGAACTATTA

sepA sepA fw TAAAACCCGCCGCCTGAGTA Boerlin et al. 2005

sepA rev TGCCGGTGAACAGGAGGTTT

2.2.6. Az 1-es tipusu integron jellemzése

Az egyplazmidos, tet(A)-pozitiv 2172/11 jell magyar transzkonjugans toérzsben az 1-es
tipusu integron 3’ konzervativ régidjara jellemzdé qacEA1 és sul1 géneket tovabbi PCR
reakciok segitségével mutattuk ki. Ezt kdvetéen a teljes variabilis régiot az 5°CS-F1 és a
3'CS-R primerparral er6sitettik fel (l. tablazat), majd a PCR terméket a Qiagen PCR
Purification Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk, és a génkazettdk azonositdsa céljabdl
megszekvenaltuk (Biomi Kft.). A teljességre térekedve, a variabilis région kivil a 3’ és 5’
konzervativ régidk részleges szekvenalasa is megtortént. Ehhez a 2172/11 transzkonjugans
torzsbdl a PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen) felhasznalasaval és
utasitasai szerint plazmidot tisztitottunk, amelyen az 1-es tipusu integron konzervativ régioéit
az |. tablazatban bemutatott primerekkel szekvenaltuk meg. A kapott szekvenciadkat a
Geneious szoftvercsomag segitségével elemeztik, illesztetttk majd a teljes, 2735 bp
szekvenciat Osszehasonlitottuk a GenBank-ban szereplé adatokkal majd a megfelel6

annotaciokkal ellatva JQ313793 génbanki szam alatt helyeztik el.
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2.3. Eredmények

2.3.1. Kulonboz6 geografiai eredetii ETEC torzsek antibiotikum rezisztencia fenotipusa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei szerint a kilénb6zd geografiai
eredetll ETEC torzsek két kivételtdl eltekintve multidrog rezisztenseknek bizonyultak
(97.7%), azaz egyidejlleg legkevesebb harom antibiotikum csoporttal szemben mutattak
rezisztenciat. Az antibiotikum rezisztencia fenotipusok szazalékos eloszlasat a hazai, cseh,

osztrak valamint az USA torzsekben az 1. abra részletezi.

100 4
EMagyarorszag OCseh Koztarsasag OAusztria BUSA
90 +
80 +

70 -

60 -

Gyakorisag (%)
o
o

30

20 +

SMX TET STR KAN GEN SPT CHL FFN AMX AMP RIF TMP NAL
91% 84% 80% 62% 24% 44% 36% 0% 32% 29% 36% 17% 14%
1. abra. Antibiotikum rezisztencia fenotipusok el6fordulasi gyakorisaga (%) kilonb6zd

geografiai eredet(i (magyar, cseh, osztrak, USA) ETEC térzsekben.

A vizsgalt antibiotikumok roviditései a kovetkezék: SMX, szulfametoxazol; TET, tetraciklin; STR, streptomicin;
KAN, kanamicin; GEN, gentamicin; SPT, spektinomicin; CHL, kldramfenikol; FFN, flérfenikol; AMX, amoxicillin;
AMP, ampicillin; RIF, rifampicin; TMP, trimetoprim; NAL, nalidixinsav; ENR, enrofloxacin; CTX, cefotaxim. A

roviditések alatt a megfelel§ antibiotikumra vonatkozo atlagos gyakorisag (%) értékei szerepelnek.

Altalaban elmondhatd, hogy az USA tdrzsek a kdzép-eurdpai tdrzseknél magasabb
rezisztencia gyakorisaggal rendelkeztek egy adott antibiotikumra nézve, viszont a geografiai
eredetre valo tekintet nélkil a térzsek tobbségének rezisztencia mintazata egy kozos,

szulfametoxazol (91%), tetraciklin (84%) és streptomicin (80%) alapu MDR ,vézra” épuilt.

ENR
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Az aminoglikozid antibiotikumokkal szemben, mint a kanamicin és gentamicin a torzsek
64% illetve 24%-a bizonyult rezisztensnek, de a viszonylag magas atlagos gyakorisag
ellenére minddssze par cseh torzs volt rezisztens mindkét antibiotikumra. Geografia régiok
szerinti lebontasban, a magyar ETEC térzsek hasonléan alacsony ampicillin rezisztenciaval
(13%) voltak jellemezheték, mig a nalidixinsav rezisztencia az USA torzsek kdrében volt a
legalacsonyabb (5%). Ezzel szemben a kléramfenikol rezisztencia osztrak térzsek kézott volt
a legelterjedtebb, 53% (a részletes eredményeket mell6zzik). Szintén alacsony rezisztencia
gyakorisagokat taldltunk a magyar és az USA torzsekben az ampicillin (13%) illetve a
nalidixinsav  (5%) antibiotikumokra vonatkozéan. A spektinomicinre, amoxicillinre,
rifampicinre és trimetoprimre a torzsek 44%, 32%, 36% illetve 17% volt rezisztens, tovabba a
florfenikollal, enrofloxacinnal és cefotaximmal szemben valamennyi térzs érzékenynek

bizonyult (1. abra).

2.3.2. A tet tetraciklin rezisztencia gének és mintazataik eloszlasa az ETEC torzsekben

A tetraciklin rezisztens ETEC térzsekben a tet gén tipusanak meghatarozasara iranyulé
PCR vizsgalataink az Enterobacteriaceae fajokra jellemzé leggyakoribb tet tipusokat: (tet(A),
tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)) céloztdk meg. Az eredmények szerint a vizsgalt ETEC
torzsekben a tet(B) genotipus volt a leggyakoribb (38%), mig a tet(A) gént a térzsek 26%-a

tartalmazta (2. abra).

OtetA OtetB OtetA/tetB B tetB/tetC M tetB/tetD O ismeretlen

100% A
11%
0 25% 25% 31%
80% 1 . 44% »
12% 30% R 57% p—1-1%
5% 3%
60% T
. 30,
25%
38%
o,
40% 32% 65
59% °
20% - 38%
0,
21% 26%
O% T T T T
Magyarorszag Cseh Koztarsasag Ausztria USA - lowa Osszes

2. abra. A tet tetraciklin rezisztencia gének és mintazataik el6fordulasi gyakorisaga (%)

kilénb6z6 geografiai eredetli (magyar, cseh, osztrak, USA) ETEC térzsekben.
A tetraciklin rezisztencia fenotipust mutaté, de a vizsgalt tet gén hianyaval jellemzett térzseket az ,ismeretlen”

kategoriaba soroltuk.
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A tdbbséglkben egyféle tet gént tartalmazé ETEC térzsek egy részében kilonbozé tet
génmintazatokat mutattunk ki. Ennek megfeleléen, a tet(A)/tet(B), tet(B)/tet(C) és a
tet(B)/tet(D) kombinaciok a térzsek 3%, illetve 1-1%-t jellemezték. Erdekes mddon az ETEC
torzsek 31%-a az itt vizsgalt tetraciklin rezisztencia gének egyikét sem tartalmazta, holott
tetraciklin rezisztencia fenotipust mutatott (2. abra).

Az egyes tetraciklin rezisztencia géntipusok és azok mintazatai a kilénb6z6 geografiai
régiokat képvisel6 ETEC torzsek kozott eltérék voltak. Ennek megfeleléen a cseh térzsek
tulnyomé részét a tet(A) genotipus jellemezte, az amerikai torzsek pedig 65%-ban a tet(B)
gént tartalmaztak. A magyar és osztrak tetraciklin rezisztens tdrzsek tébbsége viszont
hasonlé6 mértékben tartalmazta a tet(A) (38% illetve 21%) és a tet(B) (25% illetve 32%)
géneket, viszont az osztrak torzsek 44%-a volt ,ismeretlen” genetikai hattérrel jellemezhetd.
A tet(E) valamint a tet(D) géneket egyetlen ETEC térzsben sem sikertlt kimutatnunk (2.

abra).

2.3.3. Tetraciklin rezisztens ETEC sziil6 és transzkonjugans torzsek plazmid profilja és
replikon tipusa

A pTC plazmidok azonositasara, valamint egyéb, a tetraciklin rezisztencia (tet) és tipikus
ETEC virulencia gének (estA, estB, elt, k88, f18) atviteléért felelés plazmidok jellemzése
céljabol, a kozép-eurdpai régiot (Magyarorszag, Cseh Koéztarsasag, Ausztria) képviseld
ETEC torzsek koziul Osszesen 8 ftet(A) és 12 tet(B) torzset jeldltink ki konjugacios
vizsgalatokra. A kivalasztott 20 ETEC tdrzs kozul a tet tetraciklin rezisztencia gének
konjugacios atvitele 8 torzs esetében volt eredményes, geografiai elosztasban 1 hazai tet(A),
1 cseh tet(A) és 6 osztrak tet(B) génekkel jellemzett tdrzsnél (ll. tablazat). A kilénbdzé
geografiai eredetli ETEC torzsek egy-egy képviseléjében, azaz a 2172 (magyar), 11732
(cseh) valamint All.28 (osztrak) torzsekben a tetraciklin rezisztencia plazmidok konjugaciés
gyakorisagat a 3. abra szemlélteti, a pTC plazmid referencia térzsként szolgalé magyar
ETEC 2173 torzs, mint kontroll mellett.

A PCR alapu replikon tipizalas (PBRT) alapjan mindkét tet(A) plazmid az Incl1
inkompatibilitasi csoportba tartozott, mig a szllétérzsekben az Incl1 mellett egyéb, IncF,
IncP, valamint colE+, plazmidokat azonositottunk. Tovabba a plazmidok egy része nem volt

tipizalhato a fenti PBRT rendszerrel (a részletes eredményeket mell6zziik).
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3. abra. A tetraciklin rezisztencia (tet(A) vagy tet(B)) plazmidok konjugaciés gyakorisaga

kiilénb6z6 geografiai eredetli ETEC torzsekben.

A konjugaciés gyakorisagot a transzkonjugans torzsek és a J5-3 recipiens torzs telepszama (CFU) kozotti
aranyként hataroztuk meg. Az abra két kisérlet adatsora alapjan készilt, és mindkét kisérletben térzsenként
harom-harom parhuzamossal dolgoztunk. A 2173 torzset pTC plazmid kontrollként hasznaltuk. A vizsgalt ETEC
torzsek valamint a 2173 pTC torzs kozotti konjugacios gyakorisagra vonatkozoé kilonbségeket kétmintas t-préba

segitségével szamszerisitettik.

2.3.4. A tet(A) gént hordozé Incl1 plazmidok antibiotikum rezisztencia és virulencia
génmintazata

A magyar és cseh tet(A) transzkonjugansok (2172/11 illetve 11732/71) antibiotikum
rezisztencia génmintazata alapjan az Incl1 plazmid a magyar térzsben az aadA
(spektinomicin/streptomicin), strA (streptomicin) rezisztencia gének atviteléért volt felelés,
mig a cseh térzsben a tef(A) tetraciklin és catA1 kléramfenikol rezisztencia gének Incl1
plazmid kdzvetitett egyuttes transzferét mutattuk ki (IV. tablazat). Tovabbi PCR reakcidkkal
kimutattuk, hogy a tet(A) gén a Tn1721 transzpozonon helyezkedik el (a részletes
eredményeket mell6zzik). Ami a szulétorzsek virulencia génjeit (estA, estB, f18) illeti, e
geének egyike sem jutott at a traszkonjugans térzsekbe jelezvén, hogy a rezisztencia-, és

virulencia gének atvitele kilénb6zé plazmidok kdzvetitésével tortént (1V. tablazat).
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IV. tablazat. Konjugativ tetraciklin rezisztenciat mutaté ETEC szllétorzsek és

transzkonjugansaik plazmidon kédolt genetikai determinansai.

Toérzs Rezisztencia gének Integron tipus  Virulencia gének estB 5'flanking  Plazmid méret (~kb)
2172 tet(A), aadA1, strA intl1 estA, estB, 18 + 174, 138, 38
2172111 tet(A), aadA1, strA intl1 - 138

11732 tet(A), aadA, strA, catA1 estA, 18 - 138, 106, 60, 5,4
11732171 tet(A), catA1 - 106

A fenti adatok alapjan a két, tef(A) gént hordozé plazmid vazlatos jellemzését az alabbi
abran mutatjuk be.

A. A magyar ETEC 2172/11 térzs tet(A) plazmidja B. A cseh ETEC 11732/71 torzs tet(A) plazmidja

Tn1721 Tn1721

p2172/11_tetA

p11732/71_tetA

~ 138 kb @.} ~ 106 kb @ﬂ)

intl1 estX aadA1 qacEA1-sul1

)

1-es tipusu integron

4. abra. A magyar (A.) és cseh (B.) F18" ETEC torzsek tetraciklin rezisztencia tet(A) gént
hordoz6 plazmidjainak, valamint a magyar térzs 1-es tipusu integronjanak (GenBank:
JG313793) vazlatos fizikai térképe.

A 2172 jeli magyar szilétérzsben és transzkonjugansaban (2172/11) az 1-es tipusu
integront és annak 3’ régidjara jellemz6 qacEA1 és sul1 géneket is kimutattuk. A variabilis
régio 5’CS-F1/3'CS-R primerekkel torténé felerésitése az agaréz gélen egy csikot adott, ami
egyféle 1-es tipusu integron jelenlétére utal. A variabilis régiot valamint az azt hatarolé 5 és
3’ régiok szakaszait tartalmazo6 dsszesen 2735 bp fragment szekvencia vizsgalata szerint az
integron két-kazettas szerkezet(i. Ennek megfeleléen az int/1 integraz gént kdvetben egy
streptotricin rezisztenciaért felelés gén, az estX helyezkedik el, amelytél 3’ iranyban a

spektinomicin/streptomicin rezisztenciat kddolé aadA1 génkazetta talalhaté (4. abra).
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2.4. Megbeszélés

Az enterotoxikus E. coli (ETEC) az ujszlléttkori hasmenés mellett malacok valasztasi
hasmenésének oktanaban is komoly szerepet jatszik (Nagy, Fekete 1999), s a bantalom
terapidja egyéb E. coli okozta enteralis fertézésekhez hasonléan még ma is elsésorban
antibiotikumok felhasznalasahoz koététt (Maynard et al. 2003). A terapia mellett, mint
koztudott a 2006 elétti években, miel6tt az EU idevonatkozo tilté rendelete érvénybe nem
lépett (EC 2003b) igen gyakori volt a sertések valasztasi hasmenése okozta karok
csOkkentésére az antibiotikumok preventiv célu hasznalata is (Nagy, Fekete 1999). Az
antibiotikum hasznalat a multidrog rezisztencia (MDR) viszonylag gyors kialakulasahoz
vezetett, és mar a ’'60-as években a tetraciklin, streptomicin és szulfonamid rezisztencia
megjelenését jelentették vilagszerte a patogén és kommenzalista E. coli tdrzsekben egyarant
(White 2006). Ennek megfeleléen az ujabb koézlemények is a sertés E. coli térzsek MDR
jellegérdl, valamint az emlitett rezisztencia fenotipusok dominancigjarél adnak szamot
(Mathew et al. 1999, Lanz et al. 2003, Maynard et al. 2003), tovabba az itt vizsgalt valasztasi
sertés ETEC torzsek is ebbe az altalanosnak mondhat6 trendbe illeszkednek be. Ennek
megfeleléen a geografiai eredetre vald tekintet nélkil az ETEC tdérzsek tobbségének
rezisztencia fenotipusa egy kézos, szulfametoxazol (91%), tetraciklin (84%) és streptomicin
(80%) alapt MDR ,vézra” épiilt. Altalaban elmondhaté hogy a kdzép-eurdpai térzsek az USA
torzseknél alacsonyabb rezisztencia gyakorisaggal jellemezheték. Ezen altalanos
rezisztencia-tébblet az USA-ban, tovabba bizonyos antibiotikumokkal szembeni kiugréan
eltéré rezisztencia értékek egyes orszagokban, mint a kanamicin és a gentamicin (cseh),
ampicillin (magyar, cseh), nalidixinsav (USA), az adott orszag vagy régio¢ eltérd meértéki
antibiotikum felhasznalasi gyakorlataval magyarazhatok. Ezzel szemben, a florfenikolra,
enrofloxacinra és cefotaximra valamennyi t6rzs érzékenynek bizonyult, ami nem véletlen,
hiszen a florfenikol hasznalata csak az USA-ban engedélyezett, tovabba a fenti
antibiotikumok a sertéstartasban csokkent jelentéséggel birnak (White 2006).

Egy eurdpai felmérés szerint (Schwarz, Chaslus-Dancla 2001) az allatorvosi
gyakorlatban terapias céllal hasznalt antibiotikumok kozott a tetraciklin kétharmados
tobbséggel bir, igy egyaltalan nem meglepd a tetraciklin rezisztencia fenotipus és az azt
meghatarozo efflux proteineket kodolo tet gének (tet(A)-(E), tet(G)) elterjedése az allatorvosi
jelentéségl baktériumok kérében, mint amilyen az ETEC is. Osszesitve, az itt vizsgalt ETEC
torzsek tetraciklin rezisztenciaja tulnyomorészt a tef(A) és tet(B) géneknek kdszdnhetd,
kilonds tekintettel a k6zép-eurdpai térségbdl (Magyarorszag, Ausztria, Cseh Koztarsasag)
szarmazo torzsekre. A tetraciklin rezisztencia gének gyakorisagara vonatkozo kozlemények
adatait alatamasztva (Guerra et al. 2003, Lanz et al. 2003, Maynard et al. 2003, Smith et al.

2010), e megfigyelés altalanos érvénnyel bir a sertés hasmenést okozdé E. coli torzsek



kdrében. A tet(A) és tet(B) gének rendszerint kizartak egymast, ami feltehetbleg a
terjesztésikben szerepet jatszd plazmidok inkompatibilitasanak kdszénheté (Maynard et al.
2003, Boerlin et al. 2005). Az USA torzsek esetében a tet(B) gén er6s dominanciajanak is
bizonyos plazmidok nagyaranyu elterjedtsége allhat a hatterében. Ezen tul a kozép-
europaitdl eltéré antibiotikum hatas az Uj generacios tetraciklinekre (minociklin) is kiterjed6
,Szélesebb kor(” rezisztenciat biztositdo tef(B) plazmidok szelekcidjanak kedvezhetett
(Chopra, Roberts 2001). Eredményeink egyébként felhivjak a figyelmet arra, hogy az ETEC
torzsek kozott — kildondsen az osztrak torzsek esetében - a vizsgalt tetraciklin rezisztencia
géneken kivdl, itt nem vizsgalt, egyéb osztalyokat képviseld tet génekkel is szamolnunk kell,
melyek azonositasa, a tet(B) génekre vonatkozé tovabbi vizsgalatokkal egyetemben, kilén
tanulmany targyat képezi.

A plazmid profil vizsgalatok szamos ~10 — 200 kb ko&zoétti méretli plazmid egylttes
jelenlétére mutattak ra a kdzép-eurdpai régiot képviseld, részletesebben jellemzett tet(A)-
illetve tet(B)-pozitiv ETEC toérzsekben. A térzseket legnagyobbrészt az estA-estB-f18
virulencia génmintazat jellemezte, ami elsé megkdzelitésben jol beleillik a témacsoportunk
altal korabban jellemzett Ec 2173 sertés valasztasi ETEC modelltérzs virulencia plazmid
profiljaba (Fekete et al. 2003, Olasz et al. 2005). Ennek értelmében ugy tlnik, hogy a térzsek
nagy része az F18 plazmid mellett a késdbbiek soran az els6é sertés ETEC plazmidként
megszekvenalt pTC plazmidot is tartalmazta (Fekete et al. 2012). A pTC mellett szol az e
plazmidra jellemzd estB 5’ flanking régiot tartalmazo toxin-specifikus 16kusz (TSL) (Fekete et
al. 2003) jelenléte is az érintett tdrzsek nagy részében. A pTC TSL egyébként tipikus példaja
az estA és estB gének kapcsoltsaganak, PAl-szerii megjelenésének, de természetesen e
gének dnmagukban illetve mas klasszikus ETEC génekkel egyutt (elf) mas tipusu virulencia
plazmidokon is el6fordulhatnak (Mainil et al. 1998).

Témacsoportunk korabbi kutatasai tartak fel, hogy a pTC egy hibrid plazmid, amely az
estA, estB enterotoxin géneket tartalmazé TSL mellett a tef(B) tetraciklin rezisztencia gént is
tartalmazza, amely rendszerint a Tn70 transzpozonon helyezkedik el (Fekete et al. 2003,
Lawley et al. 2000). A pACYC117 plazmidba térténé transzpozicids kisérletek igazoltak,
hogy a pTC TSL a tet(B)-t6l figgetlenil mobilizalodik (Fekete et al. 2003), amit konjugacios
eredményeink is alatamasztanak. A tef(B) gén és az esetlegesen tarsult virulencia és
rezisztencia determinansok plazmid-lokalizaciéjat egyel6re még nem vizsgaltuk, de a térzsek
multidrog rezisztencia jellegénél fogva elképzelheté hogy ezen osztrak tet(B) gyljtemény
részletes jellemzése egyéb érdekes, pTC-szer(, hibrid plazmidokra mutat majd ra.

Jelen adataink alapjan figyelemreméltd viszont, hogy az itt vizsgalt magyar ETEC 2172
torzsben a pTC-specifikus TSL-t (estA*, estB 5’ flanking") nem tet(B), hanem a tet(A) gén
mellett mutattuk ki. A két eltérd (virulencia ill. rezisztencia) determinanst azonban az ETEC

2172 nem ugyanazon plazmidon hordozza, mely a TSL mobilis voltanak ismeretében nem
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meglepd. Tekintettel arra, hogy a tet(A) gén Tn1721 transzpozonon helyezkedik el,
elméletileg a tet(A) génnek a TSL-t hordozé pTC-szeri plazmidba valé inszercidja sem lenne
teljesen kizarhato, annak ellenére, hogy idevonatkozé irodalmi adatok nincsenek. A plazmid
transzfer vizsgalatok szerint azonban a 2172 jell ETEC t6érzs harom nagy plazmidja (~174,
138, 38 kb) kozil a tet(A) gént a ~138 kb plazmid virulencia gének nélkil hordozza, igy jelen
esetben mégis valoszinlibb, hogy az estA, estB géneket keretbe foglalé TSL az itt nem
vizsgalt két masik nagy plazmid (~174 és 38 kb) valamelyikén talalhaté. E kérdés azonban
egy késébbi vizsgalat targyat kell, hogy képezze.

A magyar és cseh szul6torzsekben (2172 illetve 11732) és egyplazmidos
transzkonjugansaikban lehetéségunk nyilt viszont a tet(A) gént hordozé ~138 illetve 106 kb
plazmidok részletesebb vizsgalatara, melyhez hasonld szisztematikus megkozelitésre,
sertés ETEC torzsek esetében eddig csak Kanadabdl ismerlink példat. Goswami et al.
(2008) ugyanis a tet(A) gént a pTENT2 hibrid plazmidon irtak le sertés ETEC térzsekben, és
az estA, paa-1 és sepA-1 virulencia gének hordozasa révén a pTENT2-t tartalmazo térzsek
fokozott virulencigjara hivtak fel a figyelmet, a plazmid replikon tipusanak meghatarozasa
nélkul. Az itt jellemzett magyar és cseh transzkonjugans torzsekben az Incl1 replikon tipusu
tet(A) plazmidok egyike sem tartalmazta a fenti virulencia géneket, s6t az altalunk vizsgalt,
leginkabb szdba johetd virulencia gének hianya alapjan egyel6re mindkét plazmid csupan
rezisztencia (pontosabban: mutirezisztencia) plazmidnak tekinthetd.

Az Adltalunk tanulmanyozott két tet(A) plazmidra jellemzd Incl1 replikon tipus a
valasztaskori sertés ETEC torzsek plazmidjai kdzott meglehetésen gyakori. Az egyéb
gazdakbdl (pl baromfibdl) izolalt E. coli Incl1 plazmidokkal, szemben melyek gyakran
hordoznak ESBL géneket (Bortolaia et al. 2010), a sertések valasztaskori hasmenésébdl
izolalt ETEC térzsekben az Incl1 plazmidok rendszerint nem jarnak egytutt a fentihez hasonlé
kiemelt klinikai jelent6ségl rezisztencia tulajdonsagokkal (Johnson et al. 2011). A mi
eredményeink is ez utdbbi megfigyelést tamasztjak ala. A magyar Ec 2172 térzsben az Incl1
plazmid a tet(A) gén mellett aminoglikozid (aadA1, strA) rezisztenciak atviteléért volt felel6s,
mig a cseh 11732 térzsben a tet(A)-catA1 (tetraciklin-kloramfenikol) rezisztencia modul Incl1
kozvetitett transzferét mutattuk ki, melyeket, szerencsés maédon, human egészségugyi
szempontbol kiemelt klinikai jelentéségli rezisztencia tulajdonsagoknak tobb okbdl sem
nevezhetink.

Fal kell viszont hivnunk a figyelmet arra, hogy a hazai, 2172-es ETEC térzsben az aadA1
gén egy klasszikus (qacEA1'/sul1*) 1-es tipusu integron részét képezte, amely egy igen
szokatlan  dsszetétell, estX-aadA1 kazettakbdl  allo, streptotricin ~ valamint
streptomicin/spektinomicin antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat meghatarozé variabilis
régiot tartalmazott (Kadlec, Schwarz 2008). Ez egy viszonylag Ujszerii génkazetta

kombinacié melyet korabban kiilénb6z6 geografiai eredetli human Shigella sonnei (DelLappe
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et al. 2003, Ahmed et al. 2006) és E. coli térzsekben kimutattak ugyan (Valverde et al. 2006),
de ismereteink szerint eddig minddssze két, hasmenéses sertésbdl izolalt E. coli térzsben
kerllt kimutatasra, a torzsek patogenetikai jellemzése nélkul (Cocchi et al. 2007).
Legujabban egyes sertés ETEC toérzsek Incl1 plazmidjainak kérében, ehhez hasonld kazetta
elrendez6dést ugyancsak kimutattak, viszont azokat nem az un. klasszikus 1-es tipusu
integron részeként irtak le (Johnson et al. 2011). Egyelére azonban még nagyon kevés
irodalmi adat all rendelkezésre ahhoz, hogy ebbdl az uj elrendezésl E. coli integronok
jelentéségét illetden barmilyen messzebbmend kévetkeztetést levonhassunk. Az eddig
szekvenalt sertés hasmenésbél szarmazo F18" illetve K88" ETEC tdrzsek Incl1 tipusu
plazmidjaiban (Johnson et al. 2011) tetraciklin rezisztencia gént nem talaltak. Az itt
azonositott magyar és cseh eredetli tet(A) hordozo F18" ETEC torzsek ilyen tipusu
plazmidjainak eddigi jellemzésével arra hivtuk fel a figyelmet, hogy a jévében érdemes lenne
e plazmidok teljes szekvenalasat is elvégezni, mert ezzel jelen6s mértékben
hozzajarulhatnank a ftet(A) Incl1 plazmidokra vonatkozé ismeretek bdvitéséhez, és a

multidrog rezisztencia terjesztésében jatszott szereplik megértéséhez.

Adatainkat dsszefoglalva, négy orszagbdl (Ausztria, Cseh Kodztarsasag, Magyarorszag,

USA) szarmazé sertés ETEC torzsek vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a sertések
valasztasi hasmenésének terapigjaban a legutobbi id6kig gyakran hasznalt antibiotikumok
koézul leggyakoribbnak a tetraciklin elleni rezisztenciat talaltuk. Az egyes tetraciklin
rezisztencia géntipusok a kulénb6zé geografiai régiokat képvisel6 ETEC toérzsek kozott
eltérék voltak: a cseh toérzsek tulnyomo részét a tet(A) genotipus jellemezte, az amerikai
torzsek pedig 65%-ban a tet(B) gént tartalmaztak. A magyar és osztrak tetraciklin rezisztens
torzsek toébbsége viszont hasonld mértékben tartalmazta a tef(A) (38% illetve 21%) és a
tet(B) (25% illetve 32%) géneket.

A tetraciklin rezisztenciat meghatarozé tet gének tipusat valamint az enterotoxin géneket
(estA, estB, elt), 20 konjugaciora kijelolt - 8 tet(A), 12 tet(B) — ETEC térzsben PCR-el
mutattuk ki, az amplikonokat sziikség szerint szekvenalassal jellemeztik. A konjugacio
eredményeként a tef(A) transzkonjugansok (1 magyar, 1 cseh térzs) egy-egy nagy (~138 és
~106 kb.), virulencia géneket nem hordozé multidrog rezisztens (MDR) plazmidot
tartalmaztak. A tet(A) plazmidot hordozé magyar térzs ~138 kb plazmidjan un. klasszikus 1-
es tipusu integront mutattunk ki és jellemeztink egy Ujszerli génkazetta kombinacidval,
melyet korabban kiilonbdzé geografiai eredetli human Shigella sonnei és E. coli tdrzsekben
kimutattak ugyan, de ismereteink szerint eddig minddssze két, hasmenéses sertésbdl izolalt
E. coli térzsben kerllt megallapitasra, a térzsek patogenetikai jellemzése nélkul. A fenti
egyplazmidos transzkojugans torzsek replikon tipizalasa szerint mindkét térzs plazmidja uni-

replikon tipusu, és az Incl1 inkompatibilitasi csoportba tartoznak.
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Eddigi adataink tehat azt jelzik, hogy a tet(A) és tet(B) gének igen gyakran MDR
plazmidokon vagy azokkal egyultt, egyszerre tobb antibiotikum rezisztenciat kozvetitve
terjedhetnek, ellentétben a korabban csoportunk altal jellemzett pTC (90 kb) sertés ETEC
plazmiddal, melynek egyediili antibiotikum rezisztencia génje a tet(B) volt. Tovabbi PCR és
szekvenalasi vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az itt kimutatott Uj tipusu konjugativ MDR
plazmidok az esetek nagy részében 1-es tipusu integronokat is hordoznak, melyek kdzll a
~138 kb méretl ftet(A) plazmid (hazai ETEC-b6l szarmazd) integronjat ~2 kb méretd,
szokatlan 6sszetételll, (estX-aadA1 kazettakbdl allo, streptotricin-aminoglikozid rezisztenciat
meghatarozo) variabilis régio jellemzi.

A tet(A) és tet(B) génekkel jellemzett MDR plazmidok gyakori atvitele mellett, jelen
vizsgdlataink szerint az F18" ETEC torzsekre jellemzé virulencia gének atvitele - pl. a toxin
specifikus I6kusz (TSL) - joval ritkabban fordult eld, mint azt a korabbi, pTC-vel kapcsolatos
vizsgalatok alapjan vélhettiik. Nem kerilhetik el figyelminket viszont ezen Uj, nem-pTC-
szer(i plazmidok sem, melyek koézdl itt két, multidrog rezisztenciat kédold tet(A) plazmidot

jellemeztiink, mig a tet(B) plazmidok tovabbi részletes tanulmanyozasat a jévében tervezzik.

Kovetkeztetések:

1. A Kkorabban részletesen tanulmanyozott, tet(B) osztalyt képvisel6 tetraciklin
rezisztenciaért és enterotoxigenitasért felelés hibrid plazmid (pTC) jellemzése utan egy
magyar és egy cseh sertés ETEC torzs tet(A) gént hordozé plazmidjait jellemeztink.
Ennek eredményeként a kanadai adatokat kiegészitve elséként mutattuk ki, hogy az F18"
ETEC torzsek eltérd méretl tet(A) plazmidjai azonos replikon tipussal (Incl1) rendelkezd
multireziszencia plazmidok, melyek a tetraciklin rezisztenciaval egyetemben 2-3

rezisztencia gént hordoztak.

2. Ennek megfeleléen mutat eltérést, a magyarorszagi F18" ETEC torzs tet(A) plazmidjan
talalhaté klasszikus 1-es tipusu integron is, mely - a sertés eredetii E. coli tdrzseknél igen
szokatlan dsszetételli - streptotricin-aminoglikozid rezisztenciat meghatarozé estX-aadA1

génkazettakbdl allé variabilis régiét tartalmaz.
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3. Haszonallatokbdl és human mintakbdl izolalt gentamicin rezisztens E.

coli torzsek rezisztencia és virulencia genotipusa

3.1. Bevezetés

A kommenzalista és klinikai E. coli tdrzsek antibiotikum rezisztenciaja globalis problémat
jelent nemcsak a human és az allatorvosi gyakorlatban, de az élelmiszerbiztonsagban is
(EFSA 2010a). Az el6z6 fejezetben a tetraciklin rezisztenciardl szolgaltattunk ujabb adatokat.
Tovabbi példaként az aminoglikozid antibiotikumok — tébbek kdzo6tt a gentamicin - széleskorl
terapias hasznalatanak a tobbszords rezisztenciak kialakulasara vonatkozé feltételezett
hatasat kivanjuk attekinteni. Idevonatkozé adatok szerint a gentamicin a korokozd és a
normal bélflérat alkoté kommenzalista baktériumok rezisztenciajara is kihatassal lehet, és
elésegitheti az antibiotikumokkal szemben multirezisztens E. coli torzsek szelekcidjat
(Hammerum, Heuer 2009). A gentamicin az egyik leggyakrabban alkalmazott aminoglikozid
antibiotikum, melyet legszélesebb korben els6sorban lokalis és parenteralis kezelésre és
esetenként kombinaciéban bélmitétek elbkészitésére hasznalnak, sajnos esetenként
szubterapias doézisban is, ami a rezisztencia kialakulasanak koéztudottan kedvez. Az
allatgyégyaszatban a Gram-negativ baktériumok okozta helyi fert6zések (pl. mastitis vagy
léguti fert6zések) esetén, elsésorban parenteralis formaban alkalmazzak, de eléfordul, hogy
bélfertézések (pl. kolihasmenés) elleni védekezésben is igénybe veszik. igy nem véletlen,
hogy az utdbbi évtizedben a gentamicin rezisztencia gyakorisaga hazankat is beleértve,
Eurépa szamos orszagaban megnétt és mar nemcsak a human- és allat-patogén térzsek
koérében, hanem a kommenzalistakban is (Catry et al. 2003, EFSA 2010a). Az antibiotikum
rezisztencia gének felhalmozddasa a horizontalis géntranszfer folyamatok eredményeként
multidrog rezisztens (MDR) kommenzalista E. coli térzsek megjelenéséhez vezethet, melyek
ezaltal az antibiotikum rezisztencia gének potencialis rezervoarjat képezhetik, és az
egészséges allatok kozott, valamint allatrol emberre terjedhetnek (van den Bogaard,
Stobberingh 2000, EFSA 2009 és 2010b).

A haszonallatokbdl szarmazo patogén E. coli térzsek multidrog rezisztenciajahoz gyakran
tarsul virulencia is (Boerlin et al. 2005), mely az esetek jelentés részében a kulénb6zé
plazmidok egyuttes hordozasanak tulajdonithatd. Ritkabban viszont e kapcsolatok a patogén
torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia géneket egyarant hordozo, konjugativ
plazmidjaihoz koéthet6k (Johnson et al. 2010, Fekete et al. 2011). Kevés informacioval
rendelkeziink ezen esetleges asszociaciokat illetéen a human és allati eredeti
kommenzalista E. coli torzsekre vonatkozéan (Rosengren et al. 2009), és kuiléndsen

hianyoznak a molekularis epidemiolégiai megkozelitéssel gydjtott adatok.



Az E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia génjeinek kimutatasara szamos
molekularis modszer alkalmazhat6. Kézallk a legnagyobb ateresztéképességl rendszert a
DNS microarray jelenti, amely a rezisztencia és virulencia gének széles palettajanak
meghatarozasaval az E. coli térzsek rezisztencia és virulencia genotipusanak gyors és
megbizhato jellemzésére alkalmas (Anjum et al. 2007, Barl et al. 2008, Batchelor et al. 2008,
Hamelin et al. 2007).

A jelenleg ajanlott antibiotikum rezisztencia monitoring programok a térzsek rezisztencia
fenotipusara vonatkozéan szolgaltatnak informaciét (EFSA 2010b). Tudnunk kell azonban,
hogy a rezisztencia és esetenként a virulencia genotipus parhuzamos vizsgalata még igen
sok lehetéséget tartogat és joval tobb értékes adattal jarulhatna hozza az E. coli tdrzsek
zoonotikus jelentéségének felbecsiiléséhez.

Az ilyen multidrog rezisztens korokozdék és esetenként a rezisztencia és virulencia
tulajdonsagok varatlan genetikai kombinacidiban megjelend potencidlis veszélyforrasok
mielébbi felismerésének fontossagara legutébb a németorszagi sulyos E. coli O104:H4
jarvany mutatott ra. Ennek jegyében a hianypoétlé jelleggel végzett vizsgalataink elsédleges
célja volt, hogy a haszonallatokbdl és human mintakbdl szarmazd gentamicin rezisztens
klinikai és kommenzalista E. coli térzsek tdbbsz6rds antibiotikum rezisztencia és virulencia

genotipusainak minél atfogobb jellemzését adjuk.
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3.2. Anyagok és médszerek

3.2.1. A gentamicin rezisztens E. coli torzsek eredete és el6zetes PCR vizsgalatok

A 2002-2004 kozétti id6szakban a hazai antibiotikum rezisztencia monitoring program
keretében (Kaszanyitzky et al. 2002) partner-laboratériumunkban (MgSzH Allategészséguigyi
Igazgatosag) dsszesen 3477 baromfi, 1861 sertés és 1794 szarvasmarha eredetli E. coli
térzs antibiotikum rezisztencia fenotipusat hataroztak meg korongdiffuziés modszerrel (CLSI
2010). A fenotipusosan gentamicin rezisztens (Gen") allati eredet(i E. coli torzsek koziil 187
random maodon kivalasztott torzset (34 baromfi; 108 sertés; és 45 szarvasmarha), 37 human
eredetli E. coli toérzzsel kiegészitve a tipikusan gentamcin rezisztenciaért felelés génekre
(aac(3)-I-1ll, ant(2”)-1a) vonatkozé elézetes tajékozodasként PCR vizsgalatoknak vetettik ala.
A célzottan vizsgalt gentamicin rezisztencia géneket valamint a kimutatasukra hasznalt PCR

primereket a V. tablazat foglalja 6ssze.

V. tablazat. A fontosabb gentamicin rezisztencia gének kimutatasara szolgaldé PCR

primerek.

Gén Primer Szekvencia (53" (Pb?;{ fragment . atikozas / Reaciokariilmények *

aac(3)-1 aacC11f GAACTTGCTCCGTAGTAGG 251 95C°4' 30x(95C°30" 56C°30" 72C°30") 72C°7"
aacC11r GATCGTCACCGTAATCCG

aac(3)-Il aacC2 f GGCAATAACGGAGGCAATTCGA 698 Frana et al. 2001
aacC2r CTCGATGGCGACCGAGCTTCA

aac(3)-1ll aacC31f AACTGGTGGCAATAGAAGG 283 95C°4' 30x(95C°30" 57C°30" 72C°30") 72C°7"
aacC31r GCGAACAGGTAAGCATCC

ant(2")-la aadB1 fw GTTGGACTATGGATTCTTAGC 248 95C°4' 30x(95C°30" 56C°30" 72C°30") 72C°7"

aadB1 rv GCCTGTAGGACTCTATGTG

*: sajat tervezési primerekkel futé PCR reakcio korilményei

A gentamicin rezisztencia génekre a fentiek szerint elézetesen megvizsgalt E. coli
torzsek koziil munkank soran dsszesen 50 gentamicin rezisztens (Gen®), a négy gazdafaijt
képviseld E. coli térzs antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusat jellemeztik és
hasonlitottunk 6ssze a megfelel6 PCR microarray rendszerekben (VI. és VII. tablazatok). A
torzsek részben egészséges allatokbdl vagy nyers élelmiszerbél (a tovabbiakban
kommenzalista torzsek), részben pedig beteg vagy elhullott allatoknak a betegség tineteit
mutaté szerveibdl vagy mastitis-es allatok tejébdl szarmaztak (a tovabbiakban Klinikai
torzsek). Az allati eredeti Gen® térzseink nagy része, azaz ésszesen 12 baromfi, 13 sertés
és 13 szarvasmarha térzs a fenti, MgSzH Allategészségiigyi Diagnosztikai Igazgatésag altal
végzett felmérésbdl kerdlt ki. Az Orszagos Epidemiolégiai Kézpontbdl kapott human eredeti

E. coli térzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusat dsszehasonlito jelleggel



hataroztuk meg, melyek kézul 8 térzs klinikai mintakbdl (vér, seb, vizelet) szarmazott, mig a

fennmarado6 4 kommenzalista térzset egészséges egyének bélsarmintaibdl izolaltak.

Fontosnak tartjuk megjegyezni, hogy az 50 Gen® E. coli térzs microarray vizsgalatok

céljabdl vald kivalasztasa az emlitett nagyobb Gen® térzscsoportbdl Ugy tortént, hogy a

torzsek el6zetes antibiogramjat

nem vettik figyelembe,

az esetleges virulencia

tulajdonsagaikrol vagy génjeikrél pedig egyaltalan nem voltak adataink. Szelekciojuk tehat

csupan gentamicin rezisztencia, valamint a térzs eredete alapjan tortént.

is végeztlink a gentamicin rezisztencia gének kimutatasat célzé elévizsgalatokat.

VL. tablazat. A jellemzett baromfi és sertés eredetii Gen® E. coli térzsek

H*

o N O o b~ ON =

A a o ©
N = O

Baromfi térzs Mintatipus Jelleg

5320 csirkehus kommenzalista
5350 csirkehus kommenzalista
2901/A csirkehus kommenzalista
2902/A csirkehus kommenzalista
2898/A csirkehus kommenzalista
5412/1 pulykahus kommenzalista
15991 csirke csontvel6 klinikai

735 csirke csontveld klinikai
26467/2 pulyka csontvel6 klinikai

16330 facan csontvel6 klinikai

19207 facan csontvel6 klinikai

22524 liba sziv klinikai

H*

0w N O g b~ ON =

A o a a©
w N = O

Az allati eredet(i E. coli torzsekhez hasonldan, a human eredetl torzsekre vonatkozoéan

VII. tablazat. A jellemzett szarvasmarha és human eredetii Gen® E. coli térzsek

H*+

0 N O o b~ WODN -

Sz.marha torzs Mintatipus Jelleg
27966/244 tej kommenzalista
10504/311BH tej kommenzalista
6688/14 tej kommenzalista
14199/52 tej kommenzalista
14199/7 tej kommenzalista
6824 3 tej: mastitis klinikai

4203/1 bélsar klinikai

20690 vékonybél klinikai

4875 vékonybél klinikai

4533 vékonybél klinikai

18147 vékonybél klinikai

31048 vékonybél klinikai

1885 tudoé klinikai

36

H*
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Sertés torzs Mintatipus Jelleg

S2 bélsar kommenzalista
S3 bélsar kommenzalista
3975 sertéskolbasz kommenzalista
XI11/54 sertéskolbasz kommenzalista
XVI1/31 sertéskolbasz kommenzalista
XVI/T71 sertéskolbasz kommenzalista
3976 sertéskolbasz kommenzalista
5310 saslik kommenzalista
5309 saslik kommenzalista
5262 majashurka kommenzalista
17135 vékonybél klinikai

18672 1ép klinikai

85 Iép klinikai

Human térzs Mintatipus Jelleg

5176/7 bélsar kommenzalista
5191/6 bélsar kommenzalista
5182/6 bélsar kommenzalista
5209/6 bélsar kommenzalista
KT-17022 vizelet klinikai
KT-17767 vizelet klinikai
B-14808 vizelet klinikai
B-14446 vizelet klinikai

J-15693 vizelet klinikai

5426/8 vizelet klinikai

5011/6 vér klinikai

5073/8 seb klinikai




3.2.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az 50 Gen® E. coli térzs antibiotikum rezisztencia fenotipusat 13 klinikailag relevans
antibiotikummal szemben mutatott MIC (minimalis gatld koncentracid) értékek alapjan
Sensititre® lemez rendszerben (TREK Diagnostic Systems) mikrohigitasos modszerrel

hataroztuk meg. A lemezen szerepl6 antibiotikumok az alabbi antibiotikum csoportokat

képviselték:
1. Aminoglikozidok: gentamicin (GEN), kanamicin (KAN), streptomicin (STR)
2. B-laktam antibiotikumok: ampicillin (AMP)
3. Cefalosporinok: cefotaxim (CTX), ceftazidim (CAZ)
4. Tetraciklinek: tetraciklin (TET)
5. Fenikolok: kléramfenikol (CHL), florfenikol (FFN)
6. Kinolonok: nalidixinsav (NAL), ciprofloxacin (CIP)
7. Szulfonamidok: szufametoxazol (SMX)

8. Trimetoprim (TMP)
Az antibiotikum rezisztencia MIC fenotipus meghatarozasanal a nemzetkdzileg e célbol
elfogadott Sensititre® lemez gyart6i utmutatdjaban ajanlottak szerint jartunk el, a MIC
értékeket pedig a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) el6irasai alapjan
hataroztuk meg és értékeltik ki (CLSI 2010). A vizsgalatokhoz referencia térzsként az ATCC
25922 E. coli torzset hasznaltuk.

Egy adott antibiotikumra a CLSI el6irdasa szerint mérsékelten rezisztens torzseket
érzékenynek tekintettuk. Azon torzseket pedig, amelyek egyidejileg harom vagy annal tébb
antibiotikum csoporttal szemben mutattak rezisztenciat, multidrog rezisztenseknek (MDR)
tekintettuk.

3.2.3. A vizsgalt E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusanak

meghatarozasa

A rezisztencia génmintazat meghatarozasara a Gram-negativ baktériumok antibiotikum
rezisztenciajanak atfogo genetikai jellemzésére kifejlesztett ,Identibac-AMR” PCR microarray
rendszert (ArrayTube™ AMRO05) hasznaltuk (Batchelor et al. 2008, Anjum et al. 2011). A
fenti rendszer 6sszesen 62 Klinikailag jelentds antibiotikum rezisztencia gén egyideji
kimutatasat valamint az integron tipusanak (1-es vagy 2-es tipus) meghatarozasat teszi
lehetévé. Ennek megfeleléen, egy standard 1.5 ml-es eppendorf-csé aljan levé chip-en az
alabbi antibiotikum osztalyok f6bb génjeire specifikus prébak szerepelnek: aminoglikozidok,
B-laktamok, fenikolok, kinolonok, szulfonamidok, tetraciklinek valamint az 1-es és 2-es tipusu
integron jelenlétét meghatarozo intl1 és intl2 integraz géneké.

A torzsek rezisztencia genotipusaval parhuzamosan a virulencia gének mintazatat is

meghataroztuk egy, az el6z6 rendszer elvét kovetd, E. coli-ra adaptalt ,ldentibac Ec”
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microaray segitségével (ArrayTube™ Ec03) (Anjum et al. 2007). Az E. coli 69 virulencia
génjére (és azok szamos tipusara) specifikus prébak az alabbi f6bb géncsoportok
kimutatasat teszik lehetévé: harmas tipusu szekrécios rendszer (T3SS) effektorai, fimbriak
és adhezinek, bakteriocinek valamint a szerin proteaz autotranszporter rendszer (SPATE)
bizonyos génjei.

A PCR-alapu rezisztencia- és virulencia microarray alkalmazasanak moédszere azonos,
melyet tekintettel az Anjum et al. (2011) kézleményében levé kimerit6 leirasra valamint a
gyartéi utmutatéban (www.identibac.com) leirtakra hivatkozva itt nem részleteznék. Ehelyett
minddssze a fé6bb mddszertani fazisokat emliteném, melyek a kdvetkezdk:

- ,nyers” DNS kivonas, LB tapagaron levé overnight tenyészetbél

- DNS jel6léssel (biotin) egybekdtott multiplex PCR reakcio

- microarray hibridizacio

- mosas és az aspecifikus kétédések blokkolasa

- precipitacioés reakcio: HRP-streptavidin konjugatum + Seranum Green szubsztrat

- a spotok intenzitasanak leolvasasa ArrayTube Reader (ATR01) segitségével

- majd kiértékelésuk az IconoClust 2 software-el a kdvetkez6 szempontok alapjan: a
20.4 jeler6sségli spotok az adott gen jelenlétére utaltak, mig az ennél kisebb

intenzitas estén a tdrzset a gén hianya jellemezte

3.2.4. A PCR microarray adatainak statisztikai elemzése

Az antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kozotti és azokon beluli asszociaciokat a
Biostat 2009 (5.3.0, AnalySoft) statisztikai programcsomag segitségével, Pearson-féle
korrelaciéval hataroztuk meg. Annak érdekében, hogy a statisztikai modellink relevans
legyen, kizardlag azokat az antibiotikum rezisztencia és virulencia géneket vettik figyelembe

statisztikai elemzés szempontjabdl, melyek el6fordulasi gyakorisaga 10% vagy a folétti volt.
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3.3. Eredmények

3.3.1. A gentamicin rezisztencia gyakorisaga, és a hazai haszonallatokbél és human
mintakbol izolalt gentamicin rezisztens E. coli torzsek gentamicin rezisztencia génjei

A modszertani leirasban emlitettek szerint, a hazai antibiotikum rezisztencia monitoring
program keretén belll a 2004-2008 kdzotti idészakban partner-laboratériumunkban (MgSzH
Allategészségligyi lgazgatdsag) dsszesen 3477 baromfi, 1861 sertés és 1794 szarvasmarha
eredetl, egészséges/elhullott allatokbdl szarmazé E. coli térzs antibiogramjat hataroztak
meg. A fenti hazai felmérés értelmében az E. coli tdrzsek gentamicin rezisztencigjanak
szazalékos gyakorisaga az egyes gazdafajokban és az izolalasi évtdl fliggéen is valtozo volt.
Osszességében a sertés toérzsek a szarvasmarha és baromfi térzsekhez képest
szignifikansan (p<0.01) gyakoribb gentamicin rezisztenciat mutattak. Tovabba jol kivehet6,
hogy a klinikai mintakbdl szarmazd sertés és szarvasmarha eredetl tOrzsek kozott a
gentamicin rezisztencia joval gyakoribb (12.4% ill. 9.4%) volt, mint a baromfi eredetl torzsek
kdzott (3.6%), mely j6l magyarazhatd azzal a gyakori tapasztalattal, hogy a két fenti eml&sfaj
esetében a gentamicin terapias alkalmazasa elfogadott gyakorlat, mig a baromfi esetében
egyaltalan nem az. A gazdafajtél figgetlen 6sszehasonlitasban viszont, a kommenzalista E.
coli térzsekben a gentamicin rezisztencia szignifikansan (p<0.01) ritkabb volt (0.2% - 2.1%)
mint a klinikai mintakbdl izolaltakban (3.6% - 12.4%) (VIII. tablazat).

VIII. tablazat. Hazai haszonallatokbol szarmazé kommenzalista és klinikai E. coli térzsek

gentamicin rezisztenciajanak eléfordulasi gyakorisaga (%) 2004-2008 kozott.

Haszonallat Torzsek jellege (szama) 2004 2005 2006 2007 2008 Atlag

Baromfi Kommenzalista (814) 1.3 1.4 14 3.9 1.1 1.8
Klinikai (2663) 3.3 5.6 4.2 1.5 35 3.6

Sertés Kommenzalista (903) 0.6 1.7 2.6 3.3 24 2.1
Klinikai (958) 115 104 14.0 16.2 10.0 124

Szarvasmarha Kommenzalista (937) 04 0.0 0.0 0.5 0.0 0.2
Klinikai (857) 2.7 16.0 52 10.0 134 9.4

A tovabbi részletes, microarray szintl jellemzést megel6zendd elbzetes tajékozodaskeént,
a gentamicin rezisztencia fenotipust mutatdé E. coli torzsek kozul 6sszesen 224 torzs
esetében (34 baromfi, 108 sertés, 45 szarvasmarha, 37 human) PCR segitségével vizsgaltuk
a fenotipus hatterében allé legfontosabb gentamicin rezisztencia gének el6fordulasat.

Osszességében elmondhatd, hogy az allati eredetii Gen® E. coli térzsekhez képest (23-53%)



a human tdérzsek lényegesen nagyobb részében (76%) azonositottuk a vizsgalt gentamicin

rezisztencia gének valamelyikét (I1X. tablazat).

IX. tablazat. A leggyakoribb gentamicin rezisztenciaért felelés gének eléfordulasa

haszonallatokbdl és human mintakbal izolalt Gen® E. coli térzsekben.

Gén Baromfi Sertés Szarvasmarha Human
n=34 n=108 n=45 n=37
aac(3)-1 - - - 1 (3%)
aac(3)-11 16 (47%) 35 (32%) 24 (53%) 27 (73%)
aac(3)-1ll 2 (6%) - - -
ant(2")-la - - - 3 (8%)

A gentamicin rezisztencia genotipust leggyakrabban az aac(3)-ll acetil-transzferaz gén
képviselte, amely a baromfi, sertés és szarvasmarha térzsek 47%, 35% illetve 53%-t
jellemezte, mig a human térzsek 73%-ban fordult el6 (IX. tabladzat). Két baromfi térzs (aac(3)-
1) kivételével a vizsgalt allati eredet(i toérzsek kizardlag az aac(3)-1l gént tartalmaztak, amely
rendszerint magaban fordult elé a pozitiv térzsekben. Ezzel szemben a human térzsekben

az aac(3)-1l gén mellett az aac(3)-1 valamint az ant(2”)-la géneket is azonositottuk.

3.3.2. Allati és human eredetii gentamicin rezisztens E. coli torzsek antibiotikum
rezisztencia fenotipusa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei szerint mind az 50 vizsgalt Gen® E.
coli térzs multidrog rezisztensnek (MDR) bizonyult, azaz egyidejlleg legkevesebb harom
antibiotikum csoporttal szemben mutatott rezisztenciat. A vizsgalt rezisztencia fenotipusok
szazalékos eloszlasat az allati- és a human torzsek kozott az 5. abra mutatja be. Ennek
értelmében a gazdafajra, valamint a klinikai hattérre (kommenzalista / klinikai) valod tekintet
nélkul a torzsek tdbbségének rezisztencia mintazata (természetesen a gentamicin mellett)
egy kozos, tetraciklin (84%), ampicillin (82%) és szulfametoxazol (80%) alapu MDR ,vazra”
épult.

Az aminoglikozidokkal (elsésorban streptomicin és kanamicin) szemben, a térzsek 64%
illetve 42%-a bizonyult rezisztensnek, mig trimetoprim, kléramfenikol és flérfenikol
rezisztencia fenotipusokat a torzsek 47%; 36%; valamint 20%-aban talaltunk. Ami a kiemelt
fontossagu 3. generacidés cefalosporinokkal szembeni rezisztenciat illeti, Iényeges
kiildnbségeket talaltunk az allati és a human eredetii Gen® E. coli térzsek kdzott (3.3.2 abra).
Ennek megfeleléen, mig az allati eredetl torzsek kézul minddssze két szarvasmarha torzs
mutatott cefotaxim rezisztenciat, addig a human térzsek viszonylag nagy szazalékaban (67%

és 25%) mutattuk ki a cefotaxim és ceftazidim rezisztencia fenotipusokat (a részletes
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eredményeket mell6zzik). A cefalosporin rezisztencia eredményeihez hasonléan, a
kinolonokkal (nalidixinsav, ciprofloxacin) szembeni rezisztencia is gyakoribb volt a human E.
coli térzsekben. Osszességében a térzsek 65%-a nalidixinsav, mig 55%-uk ciprofloxacin

rezisztenciaval rendelkezett (5. abra).
W Baromfi OSertés OSzarvasmarha @Human
100 - —
90 -
80 -
70 A

60 -

50 - —

Gyakorisag (%)

40 1

30 -

20 -

10 4

TET AMP SMX STR KAN TMP CHL FFN CTX CAZ NAL
84% 82% 80% 64% 42% 46% 38% 20% 21% 6% 65%
5. abra. Antibiotikum rezisztencia fenotipusok el6fordulasi gyakorisaga (%) allati és human

eredetll gentamicin rezisztens E. coli térzsekben.

A vizsgalt antibiotikumok roviditései a kovetkezék: TET, tetraciklin; AMP, ampicillin; SMX, szulfametoxazol; STR,
streptomicin; KAN, kanamicin; NAL, nalidixinsav; CIP, ciprofloxacin; TMP, trimetoprim; CHL, kléramfenikol; FFN,
florfenikol; CTX, cefotaxim; CAZ, ceftazidim. A roviditések alatt a megfelelé antibiotikumra vonatkozé atlagos

gyakorisag (%) értékei szerepelnek.

3.3.3. Allati és human eredetli gentamicin rezisztens E. coli torzsek antibiotikum
rezisztencia genotipusa

Az AMRO05 PCR microarray antibiotikum rezisztencia génkészletének 62 antibiotikum
rezisztencia génje koziil a vizsgalt Gen® E. coli gyljteményben &sszesen 29 rezisztencia
gént azonositottunk és ésszhangban a fenotipusra vonatkozd eredményekkel a torzsek MDR
jellegét az antibiotikum rezisztencia génmintazatuk is alatdmasztja. Ennek megfeleléen
valamennyi térzsben szamos antibiotikum csoport genetikai determinansainak valtozatos
mintazatait mutattuk ki, beleértve az 1-es és 2-es tipusu integronok jelenlétét meghatarozé

intl1 és intl2 integraz géneket is (X. tablazat).

41

CIP
55%




X. tablazat. Heterogén antibiotikum rezisztencia génmintazatok a gentamicin rezisztens E. coli tdrzsekben (nagyitott mellékletként is csatolva).

Aminoglikozidok Fenikolok [B-laktamok Tetrac. Szulfonamidok Trimetoprim Integron
S = .

Torzs Mintatipus Jelleg Rezisztencia fenotipus I g 3 @ a el e E g ; P
TERRTISENRRES s o oy 5
1Z] 1Z] © © © © © O ($] S = Q 9 O R~

5320 csirkehts kommenzalista GEN KAN STR CHL FFN AMP TMP CIP SMX TET | | I

5350 csirkehus kommenzalista GEN AMP TMP CIP NAL SMX

2901/A csirkehus kommenzalista GEN AMP TMP CIP NAL SMX

2902/A csirkehus kommenzalista GEN STR AMP TMP CIP NAL SMX

2898/A csirkehts kommenzalista GEN CHL SMX TET ||

5412/1 pulykahus kommenzalista GEN KAN STR CHL FFN TMP CIP NAL TET H

15991 csirke csontvelé klinikai GEN SMX TET

735 csirke csontvelé klinikai GEN STR CIP NAL SMX TET

26467/2 pulyka csontvel6 klinikai GEN STR CHL FFN AMP TMP CIP NAL SMX TET

16330 facén csontvelé klinikai GEN AMP CIP

19207 facén csontveld klinikai GEN STR

22524 liba sziv klinikai GEN AMP CIP

S2 bélsar kommenzalista GEN KAN STR 1T 1

S3 bélsar kommenzalista GEN STR AMP

3975 sertéskolbasz kommenzalista GEN STR CHL FFN AMP

XII/54 sertéskolbasz kommenzalista GEN KAN STR awe[_]

XVIIl/31 sertéskolbasz kommenzalista GEN KaN[__] AMP

XVI/71 sertéskolbasz kommenzalista GEN STR AMP | TMP

3976 sertéskolbasz kommenzalista GEN AMP TMP

5310 saslik kommenzalista GEN STR AMP CIP

5309 saslik kommenzalista GEN KAN STR CHL AMP TMP CIP

5262 majashurka kommenzalista GEN KAN STR CHL FFN AMP TMP

17135 vékonybél klinikai GEN KAN STR CHL AMP

18672 lép klinikai GEN KAN STR CHL FFN AMP TMP CIP

85 lép klinikai GEN STR TMP

27966/244 tej kommenzalista GEN CTX AMP

10504/311BH  tej kommenzalista GEN KAN ] AMP

6688/14 tej kommenzalista GEN KAN STR CHL AMP

14199/52 tej kommenzalista GEN KAN STR CHL AMP

14199/7 tej kommenzalista GEN STR CHL AMP

6824 3 tej: mastitis klinikai GEN KAN STR CHL AMP

4203/1 bélsar klinikai GEN KAN STR AMP TMP CIP

20690 vékonybél Klinikai GEN KAN STR[ ] AMP TMP CIP

4875 vékonybél klinikai GEN KAN STR CTX AMP TMP

4533 vékonybél klinikai GEN CHL FFN AMP TMP CIP

18147 vékonybél klinikai GEN STR CHL FFN AMP TMP CIP

31048 vékonybél klinikai GEN STR

1885 tids Klinikai GEN STR CHL amp[_]

5176/7 bélsar kommenzalista GEN STR CTX CAZ AMP TMP CIP [ |

5191/6 bélsar kommenzalista GEN CTX CAZ AMP CIp

5182/6 bélsar kommenzalista GEN KAN CTX AMP CIp

5209/6 bélsar kommenzalista GEN CTX AMP CIp

KT-17022 vizelet klinikai GEN KAN CTX CAZ AMP CIP

KT-17767 vizelet klinikai GEN KAN TMP CIP

B-14808 vizelet klinikai GEN STR AMP TMP CIP

B-14446 vizelet klinikai GEN KAN STR CHL FFN AMP TMP CIP

J-15693 vizelet klinikai GEN STR AMP TMP CIP

5426/8 vizelet Klinikai GEN [JeHL FEN cTX AMP TMP CIP

5011/6 vér klinikai GEN KAN STR CHL CTX AMP

5073/8 seb klinikai GEN CTX AMP CIP ]

fenotipus +; gén - I:lfenotipus - gén+

A vizsgalt antibiotikumok réviditéseit lasd az 5. abra labjegyzetében. A B-laktamoknal szerepl6 blacTx-w-1 valamint blaoxa-1 jeldlések a megfelel6 rezisztencia csoportokat jeldlik

és nem magara a génre vonatkoznak.



Az aminoglikozid rezisztenciaért felelés gének a vartnak megfeleléen egy sertés (3976)
€s egy szarvasmarha (27966/244) torzs kivételével valamennyi E. coli térzsben jelen voltak,
a fenti tablazatban bemutatott elrendezésben. A leggyakrabban koézuluk a streptomicin
rezisztenciat meghatarozo6 strB (46%), strA (32%) és aadA1 (46%) géneket mutattuk ki. Az
amikacin, kanamicin, tobramicin rezisztenciat kédolé aac(6)-Ib gén viszont kizardlag a
human toérzseket jellemezte és azok 58%-aban volt jelen. Tovabba, a gentamicin rezisztencia
fenotipusért felelés ant(2”)-la génnel is csupan néhany human toérzsben talalkoztunk, és
ezen eredmény teljes atfedést mutat a 3.3.1 fejezetben részletezett, tipikusan a gentamicin
rezisztencia génekre kiterjedé el6zetes PCR vizsgalatokkal (XI. tablazat). A fals 0sszkép
kialakitasat elkertlendd, az egyéb fontos gentamicin rezisztencia gének (pl. aac(3)-II) allati
és human el6fordulasat illetéen is érdemes visszatérni az emlitett fejezet eredményeihez,
ugyanis az AMRO05 array génpalettaja a gentamicin vonatkozasaban kiegészitésre szorul.

A kléramfenikol rezisztencia genotipust leggyakrabban a catA71 gén képviselte, mely

Osszesen 14 dllati és human eredetl torzsben volt jelen (28%), mig a catB3 kizardlag a
human térzsekben (7 térzsben) fordult els. Erdekes viszont, hogy a hét catB3-pozitiv human
torzs kozll mindéssze ketté mutatta a megfelel6 rezisztencia fenotipust is. Ezzel szemben, a
florfenikol rezisztenciaért felel6s floR gént tartalmazo térzsek valamennyien fenotipusosan is
rezisztensnek bizonyultak (XI. tablazat).

A B-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat meghatarozé genetikai
determinansokat illetéen a Gen® E. coli térzsek tobbségében (64%) az ampicillin
rezisztenciaért felelés blatem csoport jelenlétét mutattuk ki. Itt jegyezném meg, hogy az
AMRO5 array bla-specifikus probai az egyes géncsoportok (TEM, CTX-M-1, OXA-1)
kimutatasara lettek tervezve, a csoporton belll az egyes géntipusokat meghatarozasara
tovabbi PCR-fragment szekvenalasokra lenne szikség, melyek a jelen tanulmany kereteit
jelentdsen meghaladtak volna. A blargw gazdafajtol figgetlen magas gyakorisagaval
szemben az ESBL (extended-spectrum-beta-lactamase) géncsoportok mint a blactx1,
blaoxa.1 €s blaspy kizardlag a human térzsekre és néhany szarvasmarha torzsre volt jellemzé
(XI. tablazat).

A rezisztencia microarray segitségével az Enterobacteriaceae fajokra jellemzé tetraciklin
rezisztencia gének széles palettajara (tet(A-E valamint G) kerestlnk ra, melyek kozll csupan
a tet(A) és tet(B) géneket azonositottuk az E. coli térzsek 50% illetve 42%-aban. Altalaban
elmondhatd, hogy a fenti két tetraciklin rezisztencia gén az egyes gazdafajokra egyarant

jellemzé volt. A rezisztencia fenotipussal 6sszhangban a szulfametoxazol rezisztencia gének

is magas gyakorisagot mutattak, igy a sul1 és a sul2 gének a torzsek 54% illetve 30%-aban

fordultak elé. A trimetoprim rezisztencia genotipust a microarray palettajan 6ésszesen 8 dfr

gén képviselte, melyek heterogén mintazata jellemezte a vizsgalt Gen® E. coli térzseket (X.

és Xl. tablazatok).



Végul az intl1 és intl2 integraz gének azonositasa alapjan, az integronok kézul az 1-es

tipusu integron a térzsek 68%-ban fordult el, mig a 2-es tipusu integront mindéssze 2
kommenzalista és 4 klinikai eredetl térzsben mutattuk ki, minden esetben allati eredeti
torzsekben, és mindharom allatfajt 2-2 torzs képviselt (X. és Xl. tablazatok).

Ha az antibiotikum rezisztencia gének mintazatait és gyakorisagat gazdafajonként
Osszehasonlitjuk, akkor a baromfi és human toérzsek koézétt szignifikans (p<0.01)
kildnbségeket talalunk bizonyos aminoglikozid (aac(6’)-1b, aadA1), fenikol (catB3), B-laktam
(blactx.m-1, blaoxa-1), szulfametoxazol (sul1) gének valamint az 1-es tipusu integronok (intl1)
el6fordulasi gyakorisagat illetéen (X. tablazat). Tovabba a rezisztencia gének szignifikansan
(p=0.03) nagyobb aranyban fordultak el6 a klinikai E. coli térzsekben, mint az egészséges

allatokbol/emberbdl izolalt kommenzalistakban.

XI. tablazat. Antibiotikum rezisztencia gének el6fordulasi gyakorisaga allati és human

mintakbol szarmazo6 gentamicin rezisztens E. coli tOrzsekben.

Eléfordulasi gyakorisag %

Antibiotikum Rezisztencia " '
N Osszes N komm N kiin
csoport gen Baromfi Sertés Szmarha Human
Aminoglikozidok StrA 32% 6 10
strB 46% 10 13
aadA1 46% 7 16
aadA2 - 22% 5 6
aadA4 18% 4 5
aac(6')-1b - - - 14% 4 3
ant(2")-la - - - 4% 1 1
Fenikolok catA1 28% 7 7
floR 16% 3 5
catB3 - - - 14% 4 3
cmiA1 - - - 2% 0 1
B-laktamok blaTEM 64% 16 16
bla cTx-M-1 - - 16% 4 4
bla oxa-1 - - 24% 8 4
bla sHv - - 4% 1 1
Tetraciklinek tet (A) 50% 1" 14
tet(B) 42% 9 12
Szulfonamidok sult 54% 11 16
sul2 30% 6 9
sul3 - - 6% 1 2
Trimetoprim dfrA1 - 14% 2 5
dfrA12 - - 8% 4 0
dfrA14 - - 8% 0 4
dfrA15 - - - 2% 0 1
dfrA17 24% 5 7
dfrA19 - - 8% 3 1
dfrv - - - 2% 1 0
Integronok intl1 68% 15 21
intl2 - 12% 2 4

1-30 31-60 61-100
A tablazatban feltiintetett géneket legalabb egy E. coli térzsben kimutattuk. A megfelel6 génre pozitiv
kommenzalista valamint klinikai E. coli torzsek szamanak jelélésére az N komm €s N win roviditéseket hasznaltuk. A

SPATE a szerin proteaz autotranszporter rendszer hivatalos angol réviditése (serine protease autotransporters of
Enterobacteriaceae).
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3.3.4. Allati és human eredetii gentamicin rezisztens E. coli térzsek virulencia
genotipusa

Az idevonatkoz6 vizsgalatok soran az Ec03 microarray 69 virulencia gént szamlalo
génkészletébdl a Gen® E. coli térzsekben &sszesen 41 virulencia gént azonositottunk. A
harmas tipusu szekréciés rendszer (T3SS) effektorait kddold gének valamint az stx gén
kivételével, melyeket 5 filggetlen sertés eredetl kommenzalista E. coli térzsben
azonositottunk, a virulencia gének tobbsége véletlenszerlien oszlott meg az egyes
gazdafajok kommenzalista és klinikai torzsei k6zott, a virulencia genotipusok heterogén
jellegét eredményezve (XII. tablazat). Ez utdbbi érdekes sertés E. coli leletlinkkel
kapcsolatban mar most ra kell mutatni, hogy ezek nyers élelmiszerbdl illetve egészséges
sertések bélsarabdl kimutatott jol ismert virulencia génekként élelmiszerbiztonsagi

kockazatot is képviselhetnek.
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XIl. tablazat. A vizsgalt gentamicin rezisztens E. coli térzsek alapvetéen heterogén virulencia mintazata (nagyitott mellékletként is csatolva).

Szérum reziszt.

] T3SS effektorok Toxinok Fimbria + egyéb adhezinek Bakteriocinek SPATE
Sziderofor
Torzs Mintatipus Jelleg <m“~§‘<o <3 3 <((D<('-L<(g<('-u QK% mE Q I
© Q

g 88cf 2. 5/l 3SR 880 R ¢El|BEEERETRs58n b
5320 csirkehus kommenzalista
5350 csirkehis kommenzalista 1
2901/A csirkehus kommenzalista
2902/A csirkehus kommenzalista
2898/A csirkehus kommenzalista H H
54121 pulykahus kommenzalista
15991 csirke csontveld klinikai
735 csirke csontveld klinikai
26467/2 pulyka csontveld klinikai
16330 facan csontveld klinikai
19207 facan csontveld klinikai
22524 liba sziv klinikai
S2 bélsar kommenzalista
S3 bélsar kommenzalista
3975 sertéskolbasz kommenzalista
XIl/54 sertéskolbasz kommenzalista
XVII/31 sertéskolbasz kommenzalista
XVIIT71 sertéskolbasz kommenzalista - -
3976 sertéskolbasz kommenzalista -:-
5310 saslik kommenzalista
5309 saslik kommenzalista
5262 majashurka kommenzalista
17135 vékonybél Klinikai m
18672 1ép klinikai
85 1ép Klinikai [ 1 1T 1
27966/244 tej kommenzalista I |
10504/311BH  tej kommenzalista
6688/14 tej kommenzalista
14199/52 tej kommenzalista
14199/7 tej kommenzalista
6824 3 tej: mastitis klinikai
4203/1 bélsar Klinikai ||
20690 vékonybél klinikai
4875 vékonybél Klinikai m |
4533 vékonybél Klinikai || ||
18147 vékonybél klinikai
31048 vékonybél klinikai
1885 tiids Klinikai [ | ||
5176/7 bélsar kommenzalista ||
5191/6 bélsar kommenzalista
5182/6 bélsar kommenzalista
5209/6 bélsar kommenzalista
KT-17022 vizelet klinikai
KT-17767 vizelet klinikai
B-14808 vizelet klinikai
B-14446 vizelet klinikai
J-15693 vizelet klinikai
5426/8 vizelet klinikai
5011/6 vér klinikai H: :H:m:
5073/8 seb klinikai




A vizsgalt virulencia gének kozul leggyakrabban a szérum rezisztenciaban szerepet
jatszo iss gént lehetett kimutatni, amely gazdafajtdl és klinikai hattértdl fuggetlenul a térzsek
70%-ban volt jelen (XIII. tdblazat). A bakteriocin gének (cma, mchF), a fimbria gének (prfB,
IpfA) valamint az iroN sziderofér receptor gén el6fordulasi gyakorisaga 20-32% kozott
valtozott. A SPATE (szerin protedz autotranszporter rendszer) génjeit minddssze 12
térzsben, elsésorban baromfi és a human térzsekben mutattuk ki. igy a tsh gén pl. inkabb a
baromfi extraintestinalis térzseket jellemezte. A sat gén viszont klinikai hattérre valo tekintet
nélkul kizardlag a human E. coli térzsekben volt kimutathaté (XIII. tablazat). A SPATE-pozitiv
torzsek tdbbségében egyféle géntipust azonositottunk. Multigénes SPATE reprezentaciot

mindossze harom torzsben talaltunk.

XIll. tablazat. Virulencia gének eléfordulasi gyakorisaga allati és human mintakbdl szarmazé
gentamicin rezisztens E. coli térzsekben.

Eléfordulasi gyakorisag %

Virulencia
gén

Funkcié Osszes  Nkomm  Nin

Baromfi Sertés Szmarha Human

Szérum rezisztencia iss — 70% 15 20
Sziderofor receptorok iroN 32% 7 9
ireA - 10% 3 2
T3SS effektorok eae - T - - 8% 4 0
espA - - 6% 3 0
espB - - - 4% 2 0
espF - - - 4% 2 0
espJ - - - 4% 2 0
nleA - - 6% 3 0
nleC - - - 4% 2 0
tir - - 4% 1 1
cif - - - 4% 2 0
cnf - - - 2% 0 1
Toxinok astA 14% 2 5
Stx2A - - 8% 3 1
stx2B - - - 2% 1 0
Fimbria/ IpfA [ 30% 7 8
egyéb adhezinek prfB - 20% 5 5
iha - 14% 4 3
f17A - - - 4% 0 2
f17G - - - 4% 0 2
fedA - - - 2% 0 1
fedF - - - 4% 1 1
fasA - - - 2% 1 0
K88ab - - - 2% 0 1
cofA - - - 2% 1 0
nfakE - - - 2% 1 0
Bakteriocinek mchB - - 4% 1 1
mchC - - 4% 1 1
mchF - 26% 5 8
cma 20% 5 5
mcmA - 8% 1 3
cbha - - - 6% 0 3
ccl - - - 4% 2 0
celB - - - 2% 1 0
SPATE tsh [ - - 12% 2 4
sat - - - I 0% 3 2
espP - - - 4% 0 2
vat - - 4% 0 2
pic - - 4% 0 2
SepA - - - 2% 1 0

1-30 31-60 61-100

A tablazatban feltiintetett virulencia géneket legalabb egy E. coli térzsben kimutattuk. A megfelel6 génre pozitiv

kommenzalista valamint klinikai E. coli torzsek szamanak jeldlésére az N xomm €s N in roviditéseket hasznaltuk.



A fennmaradd virulencia gének tobbsége ritkan fordult el6 és minddssze néhany
torzsben volt kimutathatd. Két baromfi (2901/A és 2902/A) és egy sertés (3975) torzs
kivételével, melyek a vizsgalt virulencia gének teljes hianyat mutattak, a torzsek tobbsége
egyidejlleg 2-3 kulénbdz6 virulencia mechanizmust képviseld genetikai determinansokkal
rendelkezett (XIl. tablazat). Osszességében elmondhatd azonban hogy a varakozassal
ellentétben, a virulencia gének el6fordulasi gyakorisaga tekintetében a klinikai és

kommenzalista toérzsek kdzott statisztikailag igazolhatéd kilénbség nen volt.

3.3.5. Pozitiv korrelaciot mutaté antibiotikum rezisztencia és virulencia gének a
gentamicin rezisztens E. coli torzsekben

Annak érdekében, hogy képet kapjunk az antibiotikum rezisztencia és virulencia gének

kdzotti és azokon beliili esetleges kapcsolatokrél, a Gen® E. coli térzsek legkevesebb 10%-
aban azonositott antibiotikum rezisztencia (6sszesen 18 gén) és virulencia géneket
(6sszesen 11 gén) korrelaciés elemzésnek (Pearson korrelacid, p<0.05) vetettik ala.
Amint a XIV. tablazat is szemlélteti, a leger6sebb pozitiv korrelaciét (r=1.00) a catB3
kléramfenikol rezisztencia és az aac(6)-Ib gentamicin rezisztenciat meghatarozd gének
kozott talaltuk, mely rezisztencia gének tovabbi, bar kisebb mértékl asszociaciokat mutattak
a blactxm1 ESBL génnel (r=0.93), valamint a SPATE virulencia géncsaladba tartoz6 sat
génnel (r=0.83). Tekintve, hogy ezen egyuttallasokat mutatdé géneket szinte kizardlagosan a
human térzsekben azonositottuk, ugy tlnik, hogy a fenti génasszociaciok az adott E. coli
gyUjteményre nézve human-specifikus jelleggel rendelkeznek.

Eredményeink emellett tovabbi gazda-specifikus gén asszociacidkra is ramutattak. Ennek
megfeleléen a catA1 kléramfenikol rezisztencia gén és a -blaoxa1 (r=0.75); -sul1 (r=0.73); -
intl1 (0.60); -tet(B) (r=0.60) kozo6tt kapcsolatok, valamint a tet(B) és sul1 gének kozotti
asszociacio (0.82) a szarvasmarha torzseket jellemezte. Tovabbi vegyes (rezisztencia és
virulencia gének kozotti) génkapcsolatokat, mint a tet(A) és az iroN valamint az iss (r=0.77)
gének kapcsolata az extraintestinalis baromfi torzsekben talaltunk (az adatokat nem tiintettiik
fel).

Ezzel szemben az egyéb génkapcsolatok, mint a dfrA17 trimetoprim rezisztencia gén és
a streptomicin rezisztenciaban szerepet jatszd aadA4 kozoétti asszociacio (r=0.85) fliggetlen
volt a gazdafajtol. Ha a virulencia gének kozoétti kapcsolatokat vizsgaljuk, akkor csupan a
rezisztencia génekkel vald asszociacié kapcsan a mar emlitett sat SPATE gén és az iha

adhezin gén kozott talalunk szoros korrelaciét (r=0.83) (XIV. tablazat).
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XIV. tablazat. Antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kozotti és azokon bellli

asszociaciok allati és human mintakbdl szarmazé gentamicin rezisztens E. coli torzsekben.

aac(6')-Ib* aadA4 strd catB3* bla crx.m.1 csoport™® iha
strB 0.783
catB3* 1.000
bla ctx.m.1 csoport™® 0.926 0.926
dfrdl7 0.849
sat* 0.829 0.829 0.768 0.829

Kisebb mértékli asszociaciokat szamos egyéb rezisztencia és virulencia gén kozoétt talaltunk, de csak a
szignifikdns és magas korrelacios egyutthatoval (r20.7) jellemzett gén-egyittallasokat vettiik figyelembe.

A féként/kizarélag human térzsekben kimutatott géneket * jeldli.
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3.4. Megbeszélés

A széles spektrumu antibiotikumok kézll az aminoglikozidok kézé tartozé gentamicin
hasznalata mind a human-, mind az allatorvosi gyakorlatban, az USA-ban és Eurdpa szerte
viszonylag gyakori, beleértve hazankat is. Adataink szerint 2004-2008 kozott a klinikai
mintakbdl szarmazo allati eredetli E. coli tdrzsek gentamicin rezisztencia gyakorisagaban
inkabb a fluktuacié, mint a névekedés volt jellemzé: altalaban a sertés és szarvasmarha
eredetl torzsek esetén a gentamicin rezisztencia joval gyakoribb (12.4% ill. 9.4%) volt, mint
a baromfi eredetl torzsek kozott (3.6%). Ugyanakkor, a hazai human klinikai E. coli torzsek
aminoglikozid rezisztencidja 2001-2008 ko6zott ugrasszerlen 4%-rol 13%-ra emelkedett
(EARSS 2008).

A gentamicin rezisztencianak a klinikai, de f6ként a kommenzalista E. coli térzsek
multidrog rezisztenciajara és virulencia tulajdonsagaira gyakorolt hatasa viszont még
kevésbé ismert.

Ezen kolcsonhatasok megismerésében e tanulmany keretén belul O6sszesen 50,
haszonallatokbdl és human mintakbdl izolalt klinikai (beteg allat/ember) és kommenzalista
(egészséges allat/ember) hatter(i gentamicin rezisztens (Gen®) E. coli térzs antibiotikum
rezisztencia €és virulencia genotipusanak jellemzésével prébaltunk elébbre jutni. A
vizsgalanddé Gen® tdrzseket gy valogattuk &ssze, hogy azok az akkori 50 tdrzsre limitalt
microarray kapacitasunkat figyelembe véve az adott 4 legfontosabb gazdafaj klinikai és
kommenzalista térzsei tekintetében reprezentativak legyenek.

A fenti E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusat nagy
atereszt6képességli PCR microarray rendszerekben, o&sszesen ~130 rezisztencia és
virulencia gén jelenléte és azok mintazata alapjan hataroztuk meg, és ezzel nemzetkdzileg is
els6 alkalommal szolgaltattunk részletes &sszehasonlitdé genotipizalasi adatokat egy
meghatarozott geografiai terlleten emberben és gazdasagi haszonallatokban eléforduld
klinikai és kommenzalista E. coli torzsek esetleges antibiotikum rezisztencia és virulencia
génrezervoar szereperol.

Osszességében elmondhatd, hogy a vizsgalt Gen® térzsek nagyfokl variabilitast mutaté
rezisztencia és virulencia mintazatokkal rendelkeztek. A térzsek mindegyike multidrog
rezisztenciat (MDR) mutatott, azaz legkevesebb harom antibiotikum csoporttal szemben
bizonyult rezisztensnek és leggyakoribbak a tetraciklin (84%), ampicillin (82%) és a
szulfametoxazol (80%) rezisztens fenotipusok voltak. Ugyanezen MDR fenotipusokat irtak le
egyéb human eredetl, vizeletbdl- és kérhazi vizvezeték rendszerekbdl szarmazd gentamicin
rezisztens E. coli torzsekben is (Jakobsen et al. 2008), viszont az egyes egészséges és

beteg haszonallatokbdl és human mintakbol szarmazé multidrog rezisztens E. coli torzsek
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antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusainak Osszehasonlitasara vonatkozéan
irodalmi adatok mindeddig nem alltak rendelkezésre.

Egy nagyobb, 6sszesen 224 Gen® E. coli térzsbél allé gy(jteményre vonatkozd elézetes
PCR adatok alapjan az allati és human eredeti térzsek gentamicin rezisztenciajat a vizsgalt
gének kozll leggyakrabban az aac(3)-/l hatarozta meg, a torzsek eredetétél fuggetlendl. Az
egyeb, aac(3)-I valamint aac(3)-1ll acetil-transzferaz gének csak elszoértan fordultak el6é. Ezen
eredmények megerdsitik Ho et al. (2010) adatait, akik egyebek mellett, a fontosabb
gentamicin rezisztencia gének gyakorisagat vizsgaltdk gentamicin rezisztens és szenzitiv
allati és human eredetli térzsekben. Eredményeik alapjan az aac(3)-ll gén ,tipikus”
gentamicin rezisztencia génként definialhaté és plazmid altal kozvetitett terjedésének
készdnhetben, gazdafajtdl fliggetlen, altalanosan eléfordulo jellegére hivtak fel a figyelmet.

A rezisztencia és virulencia gének vonatkozasaban microarray-al részletesen jellemzett
Gen® E. coli torzsek kozott leggyakrabban a blarew (ampicillin), tet(A) (tetraciklin), strB
(streptomicin) és a szulfametoxazol rezisztenciaért felelés sul1 géneket azonositottuk, mely
szépen egybecseng az MDR fenotipusra vonatkozé eredményeinkkel, valamint egyéb
koézlemények (Batchelor et al. 2008, Brifias et al. 2002) adataival. A fenti antibiotikum
rezisztencia gének az egyes torzsekben klinikai hattértél fuiggetlenil fordultak eld, de szamuk
szignifikansan (p=0.03) magasabb volt a klinikai térzsekben. A fenti antibiotikum rezisztencia
feno- és genotipusok gyors elterjedése a kilonbdz6 eredetli és klinikai hatteri E. coli
populaciokon belll és kdzott az antibiotikum hasznalatbdl eredd szelekciés nyomas
természetes kovetkezménye lehet, amihez még hozzajarul, hogy e gének nagy része mobilis
genetikai elemeken (plazmidok, transzpozonok, integronok) helyezkedik el (Roberts 2005,
Skéld 2001), és igy a szelekcié gyorsabban mehet végbe. igy nem véletlen hogy a térzsek
68%-aban mutattuk ki az 1-es tipusu integron jelenlétére utalo int/1 gént, viszont ezek kozul
néhany (6 allati és 2 human térzs) nem a klasszikus, sul1-tipusu integront hordozta.
Természetesen 6nmagatdl addédik a kérdés, hogy a kildénb6zd gazdaallatokbdl valamint a
human mintakbol szarmazé E. coli torzsek integronjait vajon milyen génkazetta-
elrendezédések jellemzik? llyen természeti vizsgalatsorozatra azonban a rendelkezésre allé
kereteken bellil egyelére nem vallalkozhattunk.

Feltételezhet6, hogy az allati és human térzseket eltéré mértékben és dsszetételben érd
antibiotikum hatas bizonyos gazda-specifikus antibiotikum rezisztencia génmintazatok
esetében gazdaspecifikus szelekcidhoz vezethet. igy példaul a human oldalon a sulyos
bakterialis fert6zések kezelésére a gentamicin és B-laktam egyulttes hasznalata altalaban a
megfeleld rezisztencia geno- és fenotipusok kialakulasahoz vezet, mely sokkal gyakoribb a
human E. coli térzsekben, mint az allati eredetliekben (Schenheyder, Hagjbjerg 1995). Ezzel
O0sszhangban, a 3. generacids cefalosporinokkal szembeni rezisztenciat mi itt mindéssze

néhany szarvasmarha torzsben mutattuk ki. A gentamicin és egyéb aminoglikozid
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rezisztenciaban szerepet jatszé aac(3)-I, ant2™la és aac(6)-Ib gének szinte kizardlag a
human E. coli torzseket jellemezték. Ehhez hasonléan a kléramfenikol rezisztenciaért felelés
catB3 gén is csak a human tdrzsekben volt kimutathaté. Ezen eredmények a fenti
rezisztencia determinansokra vonatkozé human rezervoar lehetéségére mutatnak ra, amely
minden valdészinlség szerint az allati torzsektdl fuggetlenll, a human kezelések nyoman
alakulhatott ki. Erdekes viszont, hogy a human térzsek tainyomé tébbségében a ,human
specifikus” aac(6)-Ib és az altalanosan el6forduld aac(3)-Il gének egylttes jelenlétét
mutattuk ki, ami e két gén eltéré plazmidokon valo lokalizacidjara és egymastél idében eltérd
felvételére utal.

Ezzel szemben a haszonallatokbdl és szennyvizbdl izolalt E. coli térzsek fluorokinolon
rezisztencia feno- és genotipusanak jellemzése és human térzsekkel valé 6sszehasonlitasa
felveti a human térzsekben kimutatott kinolon rezisztencia allati-, féként baromfi eredetének
lehetéségét (Johnson et al. 2007, Sabaté et al. 2008, Taylor et al. 2008, Thorsteinsdottir et
al. 2010). E feltételezés valdsagértékét az is alatdmasztja, hogy a fluorokinolonokat és
kinolonokat gyakran hasznaljak a baromfi fertézések kezelésére, amely természetesen igen
kedvez6en hat a rezisztens E. coli térzsek szelekcidjara (Hammerum, Heuer 2009, Johnson
et al. 2006). A human és baromfi E. coli térzsek nalidixinsav és ciprofloxacin rezisztencia
fenotipusanak gyakorisaga kozott szignifikans eltérést mi sem talaltunk, viszont a rezisztens
torzsek rezisztencia és virulencia génmintazatai meglehetésen kilonboznek egymastdl. E
genetikai differenciara vonatkozd eredményeink 6sszhangban vannak Graziani et al. (2009)
megfigyeléseivel, akik a ciprofloxacin rezisztens human és baromfi eredetli extraintestinalis
E. coli (ExPEC) torzsek filogenetikai kulonbdzdségére mutattak ra.

A fentiek alapjan altalaban elmondhatd, hogy a rezisztencia feno- és genotipusra
vonatkozd eredmények megfelelé6 6sszhangot mutatnak. Ez aldl természetesen a kinolon
rezisztencia képez kivételt, hiszen a kinolon rezisztencia kromoszéman lokalizalt génjeinek
(gyrA, B, parC, E) szekvencia szintl vizsgalatara az itt hasznalt AMRO5 microarray nem volt
alkalmas (Batchelor et al. 2008). Tovabba, néhany fenikol (catA1, catB3) streptomicn (strA,
B), trimetoprim (dfr), tetraciklin (tet(A, B)) vagy a szulfametoxazol rezisztenciaban részt vevé
sul1l gének jelenléte sem mindig jart egyutt a megfeleld rezisztencia fenotipussal. Ennek
egyik oka lehet az adott antibiotikum rezisztencia gén sérilt volta vagy valamely okbdl
bekovetkez8 csokkent expresszidja (Fluit, Schmitz, 1999).

Néhany tetraciklin, szulfametoxazol, trimetoprim és gentamicin rezisztenciat mutatdé E.
coli toérzs esetén viszont a jelenség forditottjat is megfigyelhettik, azaz a rezisztencia
fenotipus hatterében nem alltak a megfelelé rezisztencia gének. A gentamicin esetében
ennek részben technikai magyarazata lehet, ugyanis az AMRO05 microarray a gentamicin
rezisztenciat meghatarozé6 szamos, aminoglikozid modositd enzimet kdédold génvariacio
kozll csak néhanyra (aac(3)-1, aac(3)-1V, ant(2’)-1a) ,keresett ra” (Batchelor et al. 2008). Ezt
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tamasztjak ala tovabbi, kiegészité PCR vizsgalataink is, melyek segitségével a leggyakoribb
gentamicin rezisztencia gén, az aac(3)-Il jelenlétét egy kivétellel a fenti néhany torzs
mindegyikében kimutattuk.

Az antibiotikum rezisztencia génekhez hasonléan Gen® E. coli térzsek virulencia
génmintazata is heterogenitast mutatott. A virulencia gének kozul leggyakrabban a szérum
rezisztenciaban részt vevd iss gént mutattuk ki, amely a klinikai hattértél fuggetlenll a
torzsek 70%-at jellemezte. Az iss gén eddigi ismereteink szerint féként a patogén torzseket
jellemzi. igy korabban feltételezték, hogy a tdrzsek patogenitasanak megfelelé indikatora
lehet (Johnson et al. 2008, Nolan et al. 2003, Pfaff-McDonough et al. 2000), gyakorisaga
ezért a kommenzalista térzseinkben meglepdnek tint. Hasonlé a helyzet a néhany baromfi
és human kommenzalista torzsben kimutatott tsh és sat SPATE génekkel is, melyeket
koraban kizarélag human és allati patogén E. coli térzsekben mutattak ki (Parham et al.
2005). Fontos megjegyezni viszont, hogy egy virulencia gén puszta jelenléte nem feltétlentil
jar egyutt annak expressziojaval, ami két flggetlen, sertés eredetli élelmiszer mintabdl
szarmazo kommenzalista E. coli térzsiinkben azonositott T3SS effektor génekre (astA, nleA,
espA, B, F) is igaz lehet.

Mint a fentiek is jelzik, a klinikai torzsekkel ellentétben nagyon keveset tudni a
haszonallatokbdol és human mintakbdl szarmazé kommenzalista E. coli t6rzsek virulencia
tulajdonsagairdl. A fenti T3SS effektorok, és az eae (intimin) gén néhany kommenzalista E.
coli térzsinkben valé azonositdsa megerdsiti és gazdagitia az egészséges
szarvasmarhakbdl (Téth et al. 2009) valamint broiler csirkékbdl (Diarrassouba et al. 2007)
szarmazo E. coli torzsekre vonatkozo eredményeket.

Osszességében tehat elmondhato, az antibiotikum rezisztencia és virulencia mintazatok
tekintetében nincs szignifikans kilonbség a kildonb6z6 gazdafajokbdl izolalt E. coli térzsek
kozott, de a kommenzalista és klinikai 6sszehasonlitasa tekintetében a rezisztencia gének —
ahogyan varhaté volt - nagyobb szamban fordultak el6 a klinikai E. coli térzsekben.
Ugyanakkor a varakozassal ellentétben a virulencia gének tdbbsége Klinikai hattértdl
fuggetlendl fordult elé. Bizonyos antibiotikum rezisztencia gének és mintazataik viszont
kizarélag a human térzseket jellemzik. E helyen kell ramutatnunk tehat arra az eddig fel nem
tart veszélyre, amit az ismert kérokozo E. coli torzseken tul az allatokban és az allati eredet(
élelmiszerekben eléforduld kommenzalista E. coli torzsek is jelenthetnek, a feltinéen gyakori
virulencia és antibiotikum rezisztencia determinansaik alapjan.

Néhany antibiotikum rezisztencia és virulencia gén kozott és azokon belll szoros
korrelacios kapcsolatokat mutattunk ki, amelyek a dfrA17 trimetoprim, és az aadA4
streptomicin rezisztencia gének kozotti asszociacid kivételével bizonyos gazdafajokat
jellemeztek. Ennek megfeleléen a catB3, aac(6)-Ib és blactx..1 rezisztencia gének és a sat

SPATE gén kapcsolatat a human térzsekben, mig a tet(A) egyuttallasat az iroN és iss
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virulencia génekkel a baromfi térzsekben mutattuk ki. Az ehhez hasonl6é antibiotikum
rezisztencia és virulencia gének kozotti korrelaciok nagyméretli un. hibrid (rezisztencia és
virulencia géneket egyarant tartalmazé) plazmidok esetleges hordozasanak lehetéségét vetik
fel az adott E. coli térzsekben (Johnson et al. 2010, Négrady et al. 2006). Erre vonatkozé
el6zetes plazmidprofil vizsgalataink is ezt latszanak alatamasztani, ugyanis csoportonként
kivalasztott (3 — 3), 6sszesen 12 torzs koézil tizben ~150 — 255 kb méretl plazmidok
jelenlétét mutattuk ki (a részletes eredményeket mell6zzik). Tovabbi vizsgalatokkal
tervezziikk majd fényt deriteni ezen plazmidok virulenciaban és multidrog rezisztenciaban

betdltott szerepére is.

Kovetkeztetésként elmondhatd, hogy a kilonbdzé eredetl és klinikai hatterli gentamicin

rezisztens E. coli torzsekben a gentamicinnel szembeni rezisztencia multidrog rezisztencia
mechanizmusokkal tarsult, és mind a feno- mind a genotipus szintjén leggyakrabban a
tetraciklin, ampicillin és szulfametoxazol rezisztenciaval jart egyltt. Osszehasonlitd
genotipizald vizsgalataink eredményei szerint az antibiotikum rezisztencia gének tébbsége,
valamint néhany virulencia gén a gazdafajtdl és klinikai hattértdl fuggetlentl fordult el6 az
egyes E coli toérzsekben, a rezisztencia és virulencia mintazatok nagyfoku variabilitasat
eredményezve. A vizsgalt human és allati eredetl klinikai és kommenzalista torzsekben
bizonyos rezisztencia és virulencia gének koézotti asszociaciok megléte az E. coli fertézések
hatékony terapias lehet6ségeit ennek eredéjeként tovabb szikitheti, és a rezisztencia
fenotipus vizsgalata mellett a rezisztencia és virulencia tulajdonsagokat hordozé genetikai
vektorok ismeretének szikségességét hangsulyozza. A rezisztencia feno- és genotipus
valamint a virulencia gének mintazatanak egyuttes jellemzése a kommenzalista és klinikai E.
coli térzsekben ugyanis el6revetitheti a human és allati szempontbél egyarant jelentds uj
hibrid genotipusok megjelenését, mint ahogyan azt az idén Németorszagban felbukkand
hemolitikus urémias szindromat (HUS) okoz6é O104:H4 E. coli jarvanytdrzs vonatkozasaban

is lattuk (Bielaszewska et al. 2011).
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4. A qgnrS1, plazmidon kédolt kinolon rezisztencia gén azonositasa és
kinolon rezisztenciat hordozé plazmidok jellemzése sertés eredeti

multirezisztens E. coli torzsekben

4.1. Bevezetés

Az kinolon antibiotikumok a human és allatorvosi gyakorlatban az enterobakterialis
eredetli fert6zések kezelésére a 80-as évek koOzepe oOta egyre szélesebb korben
hasznalatosak, melyek az el6zetes reményekkel ellentétben hamarosan a rezisztencia
megjelenéséhez vezettek, elsésorban a Klebsiella, Salmonella és az E. coli térzsek korében
(Webber, Piddock 2001). A kinolon rezisztenciaért f6ként kromoszomalis gének felelsek,
melyek pontmutacioi a DNS giraz (gyrA és gyrB), valamint a 1V-es tipusu topoizomeraz (parE
és parC) enzimek alegységeinek kinolonok altali funkcidgatlasat akadalyozzak meg. Az E.
coli térzsek kinolon rezisztenciajaért elsésorban a fenti két célenzim A alegységét kédold
gyrA illetve parC génekben bekdvetkezd valtozasok felelések. Az E. coli térzsek esetében a
mutacio elsésorban a gyrA és a parC géneket érinti, amely a GyrA esetében a Ser83—Leu,
és az Asp87—Asn, Tyr; mig a ParC esetében a Ser80—Arg, lle valamint a Glu84—Lys, Val
aminosav cserékben nyilvanulhat meg (Fabrega et al. 2008).

Emellett viszont a plazmidon kodolt kinolon rezisztencia is vilagszerte egyre ndévekvd
problémat jelent (Poirel et al. 2008, Strahilevitz et al. 2009). A plazmidon kédolt kinolon
rezisztencia részben a Qnr fehérjék (QnrA-D és QnrS) jelenlétének tulajdonithatd, amelyek
megvedik a bakterialis DNS duplikalasahoz, atirasahoz, javitdsahoz és rekombinacidjahoz
szukséges fent emlitett Il-es tipusu topoizomeraz enzimeket a kinolonok gatlé hatasatol. Bar
a Qnr fehérjék 6nmagukban csak alacsony szintl kinolon rezisztenciat hataroznak meg,
mely nem feltétlenul jelenik meg klinikai értelemben vett rezisztenciaként, de e plazmidon
kodolt kinolon rezisztencia determinansok elésegithetik egyéb kromoszémalis rezisztencia
mechanizmusok szelekcidjat, amely végul magas kinolon rezisztenciaval rendelkezd torzsek
megjelenéséhez vezethet (Martinez-Martinez et al. 2008, Poirel et al. 2008).

Ujabb 6sszefoglalé tanulmanyok szerint (Strahilevitz et al. 2009) a gnrS1 génvarians
egyike a leggyakrabban kozolt plazmidon kédolt kinolon rezisztencia géneknek a human és
allati eredetli enteralis baktériumok kdorében egyarant. Ennek ellenére nagyon kevés
informacié all rendelkezéslinkre az allatokbdl izolalt E. coli tdrzsek qnrS1 plazmidjairdl
(Cerquetti et al. 2009, Huang et al. 2009, Literak et al. 2010, Xia et al. 2010), ezen belll
pedig az eurdpai sertés eredetl E. coli térzsek qnrS1 plazmidjait még egyaltalan nem
jellemezték. A qnrS1 gént hordozd IncN plazmidokat korabban csupan human klinikai

esetekbdl szarmazé Salmonella enterica (Garcia-Fernandez et al. 2009, Hopkins et al.



2007), E. coli (Karah et al. 2010) és Klebsiella oxytoca (Carattoli et al. 2010) térzsekben
mutattadk ki. Allati eredetii gnrS71 IncN plazmidokat egyelére csak lengyelorszagi
vizimadarakbdl izolalt E. coli tdrzsekben talaltak (Literak et al. 2010).

A széles spektrumu antibiotikumok, mint pl. a tetraciklinek, aminoglikozidok és a
kinolonok hasznalata a nagy allatszamu sertéstelepeken fel-felbukkano enteralis vagy léguti
megbetegedések lekiizdésere gyakran nélkildzhetetlen. Ez viszont a multidrog rezisztens
(MDR) térzsek megjelenésének melegagya lehet (Webber, Piddock 2001).

Ennek megfelel6en a jelen tanulmany célja két, hagyomanyosan gazdag sertéstenyésztéi
multtal rendelkez6 és jelenleg is intenziv sertéstartassal jellemezhetd orszag, Romania és
Magyarorszag egy-egy nagylzemi sertéstelepének felmérésébdl szarmazé MDR E. coli

torzsek esetleges plazmidon kddolt kinolon rezisztencigjanak felkutatasa és jellemzése.
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4.2. Anyagok és modszerek

4.2.1. Mintavételezés

E tanulmany alapjat képez6 baktérium torzseket egy nemzetkézi (EU FP6)
egyuttmikodés keretében gydjtottiik, mely egylttmikoddés egészséges sertések multidrog
rezisztens (MDR) E. coli térzseinek izolalasara iranyult. Az egyluttmiikédés soran két
szomszédos, gazdag sertéstenyészté multtal rendelkezd orszag, Magyarorszag és Romania
egy-egy nagy allatszamu (egyenként >500 kocat szamlald) sertéstelepének egészséges,
valasztas el6tti malacaibdl bélsartampon mintakat gydjtottiink. E célbdl telepenként 50-50,
megkozelitdleg kéthetes, egészséges allatot mintaztunk meg.

Mivel el6zetes tanulmanyainkban (Szmolka et al. 2011) azt tapasztaltuk, hogy a
gentamicin a MDR megfelel6 indikatora lehet, a fenti bélsartampon mintakat 10-10 ml
gentamicin tartalmu (600 pg/ml) TSB (Tryptic Soy Broth, BD-Diagnostic Systems)
taplevesben szelektiven dusitottuk egy éjszakan keresztul 37°C-n. Masnap a szelektiv
levesekbdl mintanként 10-10 ul-nyit az alabbi tapagarokra szélesztettiink ki: a) LB (Luria-
Bertani) agar (BD-Diagnostic Systems); b) juhvéres Columbia agar (BD-Diagnostic
Systems); c¢) gentamicines (600 ug/ml) BTK (Brémtimolkékes) differencialé agar (Merck), a
célzott rezisztencigju laktdz-pozitiv coliform telepeknek a hattérfloratdl valé kdénnyebb

elkllénithetésége miatt.

4.2.2. A gnrS gént tartalmazo E. coli torzsek azonositasa

Ezt kdvetbéen mintanként a gentamicin rezisztencia fenotipust mutatd reprezentativ
coliform telepeket ujabb atoltasokkal kitisztitottuk, melyek faji szintl beazonositasa az API-
20E (bioMérieux) vizsgald készlet biokémiai reakcidi segitségével tortént. A biokémiai
reakciok kiértékelésekor faj-kontrollként az ATCC 25922 E. coli referencia térzset
hasznaltuk. Ezuton az emlitett két sertés teleprdl gydjtott 6sszesen 100 bélsar mintabdl 41
gentamicin rezisztens E. coli térzset izolaltunk, melyek kézil 39 a roman, mig a fennmarado
2 torzs a magyar sertés teleprdél szarmazott. Az els6 korben gentamicin rezisztenciaval
jellemzett MDR-t egyidejlileg harom vagy annal tébb antibiotikum csoporttal szembeni
rezisztenciaként definialtuk, melyet a késébbiekben kiemelt torzsek esetében verifikaltunk.
Az E. coli-ként azonositott torzseket -80°C-n 10% glicerint tartalmazé TSB taplevesben
taroltuk.

A 41 MDR E. coli térzsben a gnrS gén jelenlétének vizsgalata PCR segitségével tortént,
a hasznalt primereket a XV. tablazat tartalmazza. A qnrS-pozitiv E. coli térzsek kozil 6
reprezentativ torzset (melyek mindegyike a roman sertés teleprél szarmazott) tovabbi feno-
és genotipizald vizsgalatokra (beleértve a qnrS és blatem gének tipizalasat és a multilokusz

szekvencia tipus meghatarozasat is), valamint plazmid-transzfer vizsgalatokra jel6ltink ki.



Sajnos ennél tébb torzs részletes molekularis jellemzésére a szlikos technikai keretek miatt

nem volt lehetéségunk.

XV. tablazat. Az antibiotikum rezisztencia gének kimutatasahoz és tipizalasahoz (*) valamint

a qnrS1 inszert szekvenalasahoz hasznalt primerek listgja.

Primer Szekvencia (5'—3') Hivatkozas / Reakciokorilmények *

1. Antibiotikum rezisztencia gének kimutatasa

qnrS-F * TGGAAACCTACAATCATACATATCG  Hopkins et al. 2007
qnrS-R * TTAGTCAGGATAAACAACAATACCC

TEM-F * CATTTTCGTGTCGCCCTTAT Hopkins et al. 2007

TEMR * TCCATAGTTGCCTGACTCCC

strA-F CCTGGTGATAACGGCAATTC Rosengren et al. 2009

StrA-R CCAATCGCAGATAGAAGGC

strB-F ATCGTCAAGGGATTGAAACC Rosengren et al. 2009

strB-R GGATCGTAGAACATATTGGC

TETAFW4  GGCCTCAATTTCCTGACG Guillaume et al. 2000

TETARV1  AAGCAGGATGTAGCCTGTGC

dfr12-f GAGCTGAGATATACACTCTGGCACT  Grape et al. 2007

dfr12-r GTACGGAATTACAGCTTGAATGGT

sul2-F CGGCATCGTCAACATAACC Maynard et al. 2003

sul2-R GTGTGCGGATGAAGTCAG

int1.F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG Mazel et al. 2000

int1.R ACATGGGTGTAAATCATCGTC

int2.F CACGGATATGCGACAAAAAGGT Mazel et al. 2000

int2.R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG

2. Virulencia gének kimutatasa

cba f GGACGAATTCCGGGCGGTGA 94C°4' 30x(94C°30" 62C°30" 72¢°30") 72C°7"
cbar GCGGAAACTTTCTCGTTTCC

cma f TGCCTGGTGCTGGCCCTCTT 94C°4' 30x(94C°30" 62C°30" 72C°30") 72C°7"
cmar TCATAAACGCTTATTCCAGGGT

iss f TCTGCCGCTCTGGCAATGCT 94C°4' 30x(94C°30" 64C°30" 72C"30") 72C°7'
iss r CCCGGGCTTCCAGCGGAGTAT

katP Fw GCGCCAGTGGTGGTCAGCAA Bustamante et al. 2011

katP Rv ATATCGGGCTGCCGGTCCCA

SEPAb-L TAAAACCCGCCGCCTGAGTA Boerlin et al. 2005

SEPAD-R TGCCGGTGAACAGGAGGTTT

2. A gnrS1 inszert szekvenalasa

M13 fw GTAAAACGACGGCCAGT ™
Zero Background  Cloning Kit
M13 rv CAGGAAACAGCTATGAC
is-gnr rv TATGGTTATCGCCGTGTGTG jelen tanulmany
P1 GGCGTCGTACACCGCAGGAA jelen tanulmany
P2 AACAGCCGTCAGTGAAACCG jelen tanulmany
P3 AGGCGCGCGACATGAGACAC jelen tanulmany

*: sajat tervezésii primerekkel futé PCR reakcidé koérilményei
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4.2.3. A kivalasztott sertés eredetii qnrS1 E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia
feno- és genotipusanak és virulencia génjeinek jellemzése

A kivalasztott 6 E. coli szul6torzs antibiotikum rezisztencia fenotipusanak meghatarozasa
valamint a rezisztencia és virulencia gének mintazatanak jellemzése az el6z6 fejezet 3.2.2.
illetve 3.2.3. alpontjaiban irottak szerint, a Sensititre® (fenotipus) valamint az AMROS5 illetve
az Ec03 miniatlr PCR microarray (genotipus) rendszerek felhasznalasaval tértént (Anjum et
al. 2007, Anjum et al, 2011). Az AMRO5 rezisztencia génpalettajat a kromoszémalis kinolon
rezisztenciat meghatarozé6 gyrA és parC gének pontmutaciéinak PCR vizsgalataval
egészitetttk ki. A gyrA gén megfeleld szakaszanak felerfsitésére az 5-
ACGTACTAGGCAATGACTGG-3' valamint az 5-AGAAGTCGCCGTCGATAGAAC-3’
primereket hasznaltuk, mig a parC esetében az 5-TGTATGCGATGTCTGAACTG-3’ és 5'-
CTCAATAGCAGCTCGGAATA-3’ primer parokkal dolgoztunk (Everett et al. 1996), majd a
kapott PCR fragmenteket megszekvenaltuk.

A szilbtorzsektdl eltéréen a transzkojugans/transzformans térzsek rezisztencia
fenotipusanak vizsgalata korongdiffuziéval toértént, a ciprofloxacinra és a nalidixinsavra
vonatkoz6é MIC értékeket E-teszt segitségével hataroztuk meg, a ciprofloxacin esetében a
0.02-32 pg/ml mig a nalidixinsav esetében pedig a 0.16-256 ug/ml tartomanyban. Az

eredmények interpretalasa ugyancsak az emlitett fejezetben mar leirtak szerint tortént.

4.2.4. Multilékusz szekvencia tipizalas (MLST)

Az egyazon sertésteleprdl szarmaz6 6 gqnrS1 sertéstorzs klondlis kapcsolatat MLST
segitségével hataroztuk meg Tartof et al. (2005) leirasa alapjan. A hasznalt E. coli MLST az
alabbi hét haztartasi gén PCR fragmentjeinek szekvenalasan alapult: adk (adenilat kinaz),
fumC (fumarat hidrataz), gyrB (DNS giraz), icd (izocitrat dehidrogenaz), mdh (malat
dehidrogenaz), purA (adenilo-szukcinat szintetaz), valamint a recA (ATP/GTP koétéhely)
géneken. A kapott szekvenciakat az E. coli MLST adatbazis (http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli)
szerint értékeltlk ki, és a térzsek multildkusz szekvencia tipusat (ST) a fenti haztartasi gének

mutacioi alapjan hataroztuk meg.

4.2.5. Plazmid profil vizsgalatok és a gnrS1 plazmidok jellemzése

A gnrS1 gént hordozé plazmidok jellemzése céljabdl konjugacios kisérleteket végeztiink,
recipiens térzsként a plazmidmentes E. coli K-12 XL1-Blue MR nalidixinsav rezisztens
torzset hasznalva. A recipiens térzs genotipusarol bévebb informaciét a SuperCos 1 Cosmid
Vector Kit (Stratagene) hasznalati utmutatéja szolgaltat. A transzkonjugans torzsek
szelekciodja a laktoz-negativ recipiensre valo tekintettel nalidixinsav (50 pg/ml) és ampicillin
(60 pg/ml) tartalmu LB és BTK agar lemezeken tortént. Az Ec 36 jell torzs esetében a

konjugacié nem volt sikeres, ezért ebbdl a torzsbél a PureLink HiPure Plasmid Filter
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Midiprep Kit (Invitrogen) gyart6i utasitasai szerint plazmidot tisztitottunk, majd h&sokk
traszformacioval az E. coli TOP10 kémiai kompetens sejtekbe (One Shot TOP10 Chemically
Competent E. coli; Invitrogen) vittik at, majd a transzformans sejteket ciprofloxacin (0.06
pg/ml)  tartalma LB agar lemezen szelektaltuk. A szul6torzsek  és
transzkonjugansok/transzformansok plazmid profil vizsgalata Kado, Liu (1981) mddszere
alapjan tortént.

A gnrS1 és egyéb, a sziil6torzsekben az AMRO5 illetve az Ec03 PCR microarray
rendszerekkel azonositott antibiotikum rezisztencia és virulencia gének jelenlétét a
transzkonjugansokban/transzformansokban PCR segitségével verifikaltuk, a XIV.

tablazatban listazott primerek felhasznalasaval.

4.2.6. PCR alapu replikon tipizalas

A szilé és transzkonjugans/transzformans torzsekben levd plazmidok inkompatibilitasi
csoportjanak (Inc) meghatarozasa PCR alapu replikon tipizalassal (PBRT) tértént, a Carattoli
et al. (2005) altal kdzolt primerekkel és reakcidkorilményeknek megfeleléen. A PBRT
rendszer multiplex és simplex PCR vizsgalataihoz templatként szolgal6 genomi DNS-t a
Wizard Genomic DNA Purification System (Promega) segitségével vontuk ki. A fenti
kdézleményben megnevezett Inc csoportok mellett a replikon tipizalasi vizsgalatokat a ColE-

szerl (colE+p), IncU és IncR csoportokra is kiterjesztettik (Garcia-Fernandez et al. 2009).

4.2.7. Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus analizis (RFLP) és Southern
hibridizacié

Az RFLP vizsgalatokhoz a plazmidokat az érintett E. coli szul6torzsekbél és
transzkonjugansokbdl/transzformansbdl a PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit
(Invitrogen) segitségével a gyartéi udtmutatasoknak megfeleléen vontuk ki. A
transzkonjugansok/transzformansokban levé qnrS1 gént hordoz6 IncN plazmidokat Pvull
enzimmel (Bioline) 1 6rat emésztettik, majd a fragmenteket 0.8%-os agar6z gélben
szeparaltuk. Az RFLP fragmenteket, valamint az emésztetlen plazmid DNS-t pozitiv toltési
nylon membranra (Roche Applied Science) blottoltuk. Az IncN- és a gnrS1-specifikus probak
jelélése a PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche Applied Science) felhasznalasaval toértént a
gyarté utmutatasai szerint, mig a hibridizalt DNS-t a DIG Nucleic Acid Detection Kit (Roche
Applied Science) segitségével mutattuk ki. Az E. coli qnrS1 plazmidok restrikcios
mintazatanak értékelésekor kontrollként két holland, human eredetli qnrS1-pozitiv

Salmonella Kentucky transzformans térzset hasznaltunk (Garcia-Fernandez et al. 2009).
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4.2.8. A gnrS1 inszert klonozasa és szekvenalasa

A qnrS1 gén genetikai kornyezetét az Ec 48-1 jell transzkonjugans térzson jellemeztik,
és ez esetben az el6z6ekben hasznalt Pvull helyett a Pstl restrikcios enzimmel dolgoztunk.
A restrikcios hasitassal kapott fragmenteket a pZero-2.1 vektorba (Invitrogen) ligaltuk a
klébnozo kit utmutatéja szerint. Az enzimcsere oka az volt, hogy az el6zetes kisérletekben a
Pvull fragmentek ligalasa a fenti vektorba nem jart sikerrel. A ligatumot hé&sokk
traszformaciéval az E. coli TOP10 kémiai kompetens sejtekbe (One Shot TOP10 Chemically
Competent E. coli; Invitrogen) juttattuk. A qnrS1 fragment kldnjaira kanamicin (100 ug/ml) és
ciprofloxacin (0.06 pg/ml) kombinaciot tartalmazé LB agar lemezen szelektaltunk, majd a
qgnrS1 inszert szekvenalasara egyetlen klont jel6ltink ki. A kijeldlt klénbdl a rekombinans
plazmidot Qiagen Plasmid Miniprep Kit (Qiagen) felhasznalasaval vontuk ki. A plazmid Pstl
hasitasa egy 3.6 kb méretli qnrS1 inszertet eredményezett, melynek teljes szekvenalasahoz
hasznalt primereket a XIV. tablazat tartalmazza. A szekvenciat a Geneious szoftvercsomag
segitségével elemeztik és hasonlitottuk 6ssze a génbanki adatokkal. Az Ec 48-1 E. coli
torzs 3.6 kb méretli qnrS1 gént tartalmazo fragmentjét a JN157839 génbanki szam alatt

helyeztik el.
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4.3. Eredmények

4.3.1. A gqnrS1 gén kimutatasa és a vizsgalt sertés E. coli torzsek klonalis kapcsolata

A 41 Gen"/MDR sertés E. coli torzsek koziil a gnrS gént dsszesen 17 térzsben mutattuk
ki, melyek mindegyike a romaniai sertésteleprdl szarmazott. Hat altalunk kijeldlt gnrS-pozitiv
torzs esetében a gnrS PCR fragment szekvenalasaval valamennyi térzsben a qnrS1
génvarianst azonositottuk.

Multilokusz szekvencia tipizalas alapjan a 6 qnrS1 E. coli térzs az alabbi harom
szekvencia tipusba (ST) tartozott: a 48, 206 és 542 tipusokba (XVI. tablazat).

XVI. tablazat. A qnrS1 E. coli sziil6torzsek és transzkonjugansok/transzformans klonalis

kapcsolata, valamint antibiotikum rezisztencia és virulencia génmintazata.

Torzs ST Rezisztencia gének Integron tipus  Virulencia gének

Ec 10 ST542 qnrS1, strA, strB, blaTtem-1, tet(A), dfrA12 intl1 -

10-11 tk qnrS1, strA, strB, blatem-, tet (A) intl1 -

Ec 29 ST206 qnrS1, strA, strB, blatem-1, tet (A) intl1 -

29-1 tk qnrS1, strA, strB, blatem-1, tet (A) intl1 -

Ec 36 ST48 qnrS1, strA, strB, blatem-, tet(A), sul2 intl1 -

36t qnrS1, strA, strB, blatem-, tet (A) intl1 -

Ec 40 ST48 qnrS1, strA, strB, aadA1 -like, blatem-1, tet (A) intl1, intl2 cha, cma, sepA, iss, katP
40-1 tk qnrS1, strA, strB, blatem-1, tet(A) intl1 -

Ec 48 ST542 qnrS1, strA, strB, blaTtem-1, tet (A), sul2 intl1 -

48-1 tk qnrS1, strA, strB, blatem-, tet (A) intl1 -

Ec 49 ST48 qnrS1, strA, strB, aadA1-like, blaTem-1, tet (A) intl1, intl2 cba, cma, sepA, iss, katP
49-2 tk qnrS1, blaTem-, tet (A) intl1 cba, cma, sepA, katP

Jeldlések: tk: transzkonjugans; t: transzformans.

4.3.2. A gnrS1 E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia feno- és genotipusa és
virulencia génjei

Annak ellenére, hogy eltér6 szekvencia tipusba tartoztak, a 6 térzs antibiotikum
rezisztencia mintazata nagyfoku hasonlésagot mutatott. A gentamicinen kivil valamennyien
rezisztensek voltak egyéb aminoglikozidokra (kanamicin és streptomicin) is, de az ampicillin
és tetraciklin rezisztencia is k6z0s jellemzdjik volt (a részletes eredményeket mell6zzuk).
Ami a kinolon rezisztenciat illeti, MIC értékeik alapjan a torzsek csokkent érzékenységet
mutattak a ciprofloxacinnal és a nalidixinsavval szemben: MICgiprofioxacin: 0.25-0.5 pg/ml,
MICaiigixinsav: 4-16 pg/ml.
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Az antibiotikum rezisztencia géneknek AMRO5 PCR microarray-el val6 feltérképezése az
antibiotikum rezisztencia fenotipusra vonatkozé eredményeket telies egészében
megerdsitette, igy a streptomicin rezisztenciaért felelés gének kéziul az aadA1, strA, strB
géneket, a blargys ampicillin rezisztencia gént valamint a tet(A) tetraciklin rezisztencia gént
azonositotta. A ciprofloxacinnal és nalidixinsavval szembeni csokkent érzékenység nagy
valoszinlséggel a qnrS1 gén jelenlétének kdszénhetd, ugyanis a gyrA és parC génekben az
emlitett, E. coli-ra leginkabb jellemzé pontmutacidék egyikét sem mutattuk ki. Tovabba az
emlitett feno- és genotipusok mellett két térzsben a sul2 szulfametoxazol, mig egy térzsben
a trimetoprim rezisztenciaért felelés dfrfA12 gént mutattuk ki a megfeleld rezisztencia
fenotipusok mellett. Mind a 6 E. coli térzsben megtalaltuk az 1-es tipusu integron jelenlétére
utalé intl1 gént, mig az intl2 pozitivitas alapjan két térzs 2-es tipusu integront hordozott (XVI.
tablazat).

Az Ec03 microarray adatai szerint viszont virulencia gének tekintetében a vizsgalt térzsek
meglehetésen szegényesek voltak, és jelenlétik csupan az Ec 40 és Ec49 jell torzseket
jellemezte. A fenti két, az ST48 klonba tartozd térzs antibiotikum rezisztencia mintazata
megegyezett, és virulencia génjeik is azonosak voltak, és egyidejlleg tobb kilonb6zd
virulencia mechanizmust képviseltek. Ennek értelmében a cba, cma bakteriocin gének
mellett, a szérum rezisztenciaban szerepet jatszé iss gént, egy SPATE fehérjét kddold sepA

gent tovabba a kolonizaciot eléseqitd katalaz-peroxidaz katP gént azonositottuk.

4.3.3. A qnrS1 E. coli térzsek plazmid profilja és a gnrS1 gént hordozé IncN plazmidok
jellemzése

A plazmid profil vizsgalatok szamos plazmid egydttes jelenlétére mutattak ra a qnrS1 E.
coli szul6térzsekben, leggyakrabban 2-4 plazmid jellemezte a térzseket, melyek mérete tag
hatarok kézott ~2.5 — 137 kb kdzétt valtozott (6. abra).

A konjugacios plazmid transzfer 6t térzs esetében volt sikeres, mig az Ec 36 jel( torzsnél
transzformaciéra volt szikség. A szllétérzsek PCR alapu plazmid replikon tipizalasi
vizsgalata egyetlen kdzds, az IncN tipusu plazmidot mutatott ki, melynek mérete ~70 kb. Az
IncN plazmidok leggyakrabban az IncF (FIA és FIB) plazmidokkal egytitt fordultak el6, de
harom kiilonb6z6 térzsben IncY, Incl1 és colEq, tipusu plazmidokkal is tarsultak. A plazmidok

egy része a fenti PBRT rendszerrel nem volt tipizalhaté (6. abra).
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Torzs Plazmid méret (~kb) Inc csoport

1 Ec10 127;104;70;2.5 FIA N, nt
10-11 tk 70 N

2 Ec29 91;70 N, nt
29-1 tk 70 N

3 Ec36 137;127;70;7.6 Y,N, nt
36t 70 N

4 Ec40 137,70;4.3 FIB, N, nt
40-1 tk 70 N

5 Ec48 70;6 N, colETp

7 48-1tk 70 N

6 Ec49 137,70 FIB, N, I1

8 49-2tk 168 N/FIB

6. abra. A gnrS1 E. coli szul6 és transzkonjugans/transzformans (tk/t) térzsek plazmid

profilja és a plazmidok replikon tipusa.

Annak okén, hogy a legtdbb transzkonjugans plazmid mintazata azonos, az abran csak két reprezentativ térzs
(48-1 tk és 49-2 tk) eltéré méretll (~70 és 168 kb) plazmidjait tlintettik fel.

Jeldlések: R: E coli K12 XL1 recipiens; 1-6 sorok: gnrS1 sziil6térzsek (Ec 10, Ec 29, Ec 36, Ec 40, Ec 48 és Ec
49); 7 sor: a ~70 kb IncN plazmidot tartalmazo 48-1 tk térzs; 8 sor: a ~ 168 kb IncN-IncF faziés plazmidot
tartalmazé 49-2 tk torzs; M: E. coli MD112 és V517 torzsekbdl izolalt plazmid marker, az alabbi
mérettartomanyban: 168, 53.7, 5.5, 5.1, 3, 2.7 és 2.1 kb. nt: nem tipizalhato.

A szl6torzsek plazmidjaira jellemzé variabilitas ellenére, csak az IncN tipusu plazmidok
jutottak at a transzkonjugans/transzformans térzsekbe (6. abra). Azt, hogy valamennyi E. coli
torzsben a qnrS1 gén az IncN plazmidhoz koététt, Southern hibridizacioval is alatamasztottuk,
qnrS1- és IncN-specifikus probak felhasznalasaval (7. abra). Amint a 6. abra is mutatja, a
transzkonjugans/transzformans térzsek egy ~70 kb méreti qnrS7 IncN plazmidot
tartalmaztak a 49-2 tk jell transzkonjugans kivételével, ahol érdekes moédon a qnrS1 gént
egy ~168 kb méretl plazmid hordozta, mely feltehetéen egy IncN-IncF fuzié eredményeként
j6hetett létre.

A tovabbiakban az E. coli transzkonjugans/transzformans térzsek IncN plazmidjainak
Pwull hasitasi mintazatait a human Salmonella Kentucky eredetli qnrS1 plazmidokéval
hasonlitottuk 6ssze, amelyeket IncN plazmid kontrollként hasznaltunk. Az RFLP eredmények
szerint a sertés E. coli torzsek IncN plazmidjainak Pvull mintazata kilénbdzott a human
eredetll S. Kentucky torzsekétdl. A sertés E. coli térzsek IncN plazmidjainak restrikcios

mintazata egymassal nagy hasonlésagot mutatott, kivéve a mar emlitett 49-2 tk toérzsét,
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amely az IncN-IncF fuziét mutaté ~168 kb méretli plazmidot hordozta (7. abra). A qnrS1- és
IncN-specifikus Southern hibridizacié eredményei szerint a gnrS1 gén valamennyi E. coli
torzsben egy ~7 kb fragmenten helyezkedett el, az IncN replikacios origot pedig a 40-1 tk
torzs kivételével egy ~2.5 kb méretli fragment tartalmazta (7. abra).

A. RFLP vizsgalat B. Southern hibridizacié

K .
S. Kentuc V') E. coli qnrS1 IncN

2 3 4 56 7 8

12216 _

6108 —
5090 _

3054 —

1636 _

B
&=
—
—
—
-
[
L

7. abra. (A) gnrS1 és IncN plazmid kontrollként szolgald human Salmonella Kentucky
transzformans térzsek és a sertés qnrS1 E. coli transzkonjugansok/transzformans Pvull
hasitasi mintazatai, valamint (B) qnrS7- és IncN-specifikus probakkal végzett Southern
hibridizacio.

A gnrS1 gén azonos vagy hasonlé méretl (~7 kb) fragmenten helyezkedik el. A S. Kentucky és a sertés E. coli
hasitasi mintazataiban fellelhetd kildnbségeket részben a Southern hibridizacié eredményei is megerdsitik.
Ennek megfeleléen, a sertés E. coli térzsekben egy kivételtél eltekintve (40-1 tk) az IncN replikaciés origé egy ~
2.5 kb fragmenten lokalizalt, mig a 174.70 (T) Salmonella térzsben egy ennél nagyobb fragmenten talalhato.
Jeldlések: M: 1 kb DNS létra; 1-2 sorok: 174.70 (T) és 128.12 (T) jelG S. Kentucky transzformans torzsek; 3-8

sorok: sertés E. coli transzkonjugans/transzformans (tk/t) térzsek (10-11 tk, 29-1 tk, 36 t, 40-1 tk, 48-1 tk és 49-2
tk).

Az transzkonjugans/transzformans térzsek antibiotikum rezisztencia génjeinek PCR-es
kimutatasa alapjan az IncN plazmidok a qnrS71 gén mellet egyéb, aminoglikozid (aadA1, strA,
strB) ampicillin (blarem.1) és tetraciklin (tef(A)) rezisztencia gének atvitelében is szerepet
jatszottak. Tovabbi PCR reakcidkkal kimutattuk, hogy a tet(A) gén a Tn1721 transzpozon

része (a részletes eredményeket mell6zzik).
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Az 1-es és 2-es tipusu integronok kozul viszont csak az el6bbi volt az IncN plazmidhoz
koéthetd (XVI. tablazat). Ezen integronok jellemzése a jelen tanulmany kereteit tullépte volna,
de tovabbi terveink kdzott természetesen szerepel. Ellentétben a qnrS1 gént hordozé IncN
plazmidokkal, amelyek minden esetben csupan rezisztencia géneket tovabbitottak, a 49-2 tk
torzsben azonositott, IncN-IncF fuziét mutatdé ~168 kb méretl plazmid a qnrS1, blargm.1 és
tet(A) rezisztencia gének mellett a cba-cma-sepA-katP virulencia génmintazattal volt
jellemezheté. Ezen virulencia gének minden valdszinliség szerint az Ec 49 szll6térzs IncF

plazmidjardl kertiltek at e nagyméret(i fuzioés plazmidra (XVI. tablazat, 6. abra).

4.3.4. A gqnrS1 gén genetikai kornyezete a pINF5 plazmid megfelel6 régiéjaval homolog

Az Ec 48-1 tk torzsbdl szarmaztatott gnrS1 klén rekombinans plazmidjanak Pstl hasitasa
egy 3.6 kb méreti qnrS1 inszertet eredményezett, amelyet teljes egészében
megszekvenaltunk. A kapott szekvencia adatbanki adatokkal valé dsszehasonlitasakor, a
qgnrS1 gén 5 és 3’ kornyezetében 299% homoldgiat talaltunk egy csirke Salmonella Infantis-
bdl izolalt pINF5 plazmid (GenBank: AM234722; Kehrenberg et al. 2006) megfelelé kinolon
szegmensen a Tn3 transzpozon tnpA transzpozaz génjének résszekvencigjat mutattuk ki,
amelyet 3’ egy 1S2-szerii inszercios (IS) elem, és a hozza tartoz6 42 bp terminalis ismétlédo
régié hatarol. Ettél 3’ iranyban megkozelitéleg 300 bp-nyira a qnrS1 gén talalhatd, melyet

egy 542 bp méretl szekvencia kdvet (8. abra).
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IS26: left terminal repeat Tn3: right terminal repeat

Tn3: left terminal repeat IS2: right terminal repeat IS26: right terminal repeat
7
PINFS 2 Dleret [ 1R tnpA IS 2-like ﬁ IS26
N Tn3 _/
pEC48-1 Pstl I,/_ tnpA )% IS2-like D_*/pstl
| | | | | | | | | | | |
kb 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

8. abra. A sertés eredetli Ec 48-1 t6rzs IncN plazmidjabdl (pEC48-1) szekvenalt 3.6 kb qnrS1 régié (GenBank: JN157839) fizikai térképe
Osszehasonlitasban a csirke eredetli Salmonella Infantis torzsbél izolalt pINF5 plazmid (GenBank: AM234722) megfelel kinolon rezisztencia

régidjaval.



4.4. Megbeszélés

Miel6tt a fejezet cimét ado, plazmidon kdodolt kinolon rezisztenciaval kapcsolatos
diszkusszi6 részleteibe bocsatkoznank, érdemes rdviden kitérni arra, hogy a vizsgalt sertés
eredetll E. coli térzsekben - PCR alapu szekvenalas alapjan — az E. coli kinolon
rezisztenciajaért elsésorban felelés kromoszémalis gyrA és parC génekben mutaciot nem
talaltunk. Igy tehat az itt vizsgalt sertés eredetli E. coli toérzsek nalidixinsavval és
ciprofloxacinnal szemben tapasztalt csOkkent érzékenysegét (MICgiprofioxacin: 0.25-0.5 pg/ml,
MIC aidixinsav: 4-16 ug/ml) nem a ,szokasos” kromoszomalis mutacidoknak, hanem a plazmidon
kodolt gnrS1 génnek tulajdonithatjuk, ami ezen gén gyakorlati jelent6ségére vonatkozo
eddigi ismereteinkkel 6sszhangban van (Strahilevitz et al. 2008, Cerquetti et al. 2009).

A plazmidon kodolt kinolon rezisztencia determinansok elterjedése a human enteralis
baktériumok kérében vilagszerte névekvé gondokat jelent. Nem véletlen tehat, hogy az elsé
leiras ota (Cavaco et al. 2007) szamos tanulmany sziletett a human E. coli térzsekben
elterjedé6 qnrS génekrél is (Poirel et al. 2008). A nemzetkdézi human eredetli adatok
sokasagaval ellentétben, a gnrS gén hazai el6fordulasardl viszont mindéssze egy ESBL-
termel6 tud6 eredetli K. pneumoniae izolatumban adtak szamot (Szabd et al. 2008). A
haszonallatokat illetéen a gnrS gént eddig féként beteg allatokban mutattak ki (Ma et al.
2009, Yue et al. 2008), viszont ujabban egyre tébb tanulmany szamol be el6éfordulasardl
egészséges csirkékbdl (Cerquetti et al. 2009, Huang et al. 2009, Kmet, Kmetova 2010),
valamint sertésekbél izolalt E. coli torzsek kozott is (Xia et al. 2010). Jelen tanulmanyban a
gnrS1 plazmidon koédolt kinolon rezisztencia gént, egy romaniai sertéstelep hat egészséges
allatabol szarmazd E. coli térzsben mutattuk ki és jellemeztik. Ezzel tudomasunk szerint
elséként jeleztik nem csak a qnrS71, hanem egyaltalan a plazmidon kédolt kinolon
rezisztencia megjelenését eurdpai sertés E. coli térzsekben.

Annak ellenére, hogy a vizsgalt qnrS1 E. coli térzsek ugyanarrdl a sertésteleprdl
szarmaznak, harom eltér6 multilokusz szekvencia tipust (ST) képviselnek. E harom MLST
kibnnak  (ST48, ST206 valamint ST542) az E. coli MLST adatbazisban
(http://mist.ucc.ie/mist/dbs/Ecoli) utananézve azt talaltuk, hogy az ST48 és ST206 a human
kérnyezetben és bizonyos haszonallatok kérében (csirke, szarvasmarha) interkontinentélisan
elterjedt. Ezzel szemben az 542-es szekvencia tipust (ST542) eddig csak human, féként
klinikai hatter(i torzsekben irtak le. Tekintve, hogy a fent emlitett, adatbazisban szereplé allati
és human eredetl E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia tulajdonsagairél adataink
nincsenek, az itt vizsgalt sertés eredetli gnrS1 E. coli térzsek a fenti szekvencia tipusok,
rezisztencia feno- és genotipussal elséként jellemzett reprezentansaiként tarthaték szamon.
Tovabba, mivel a fenti szekvencia tipusba tartozé térzsek az ismert, haszonallatokbdl

szarmazo qnrS1 E. coli torzsekkel (Cerquetti et al. 2009) klonalis kapcsolatot nem mutatnak,



a fenti harom ST tipus egyértelmilen uj sertés eredetli E. coli MLST klonként tekinthetd.
Eltérd klonalitasuk ellenére, az itt vizsgalt qnrS1 E. coli térzsek plazmidon kédolt antibiotikum
rezisztencia mintazata meglehetésen egységes, ami arra utal, hogy ugyanazon
antimikrobialis hatasanak kitett, egymastol klonalisan eltérd torzsek antibiotikum rezisztencia
mintazata a horizontalisan atadhatd rezisztencia determinansoknak, tobbek kozott az itt
jellemzett multirezisztencia plazmidon taldlhaté és qnrS1 génnel kapcsolt Tn3
transzpozonnak, az 1-es tipusu integronnak (és antibiotikum rezisztencia kazettainak),
valamint a tet(A) és blargym.1 géneknek kdszénhetben egyenlitdédik ki.

Az Enterobacteriaceae csaladon bellil a qnrS71 gént kilénbdzé inkompatibilitasi
csoportokba tartozé rezisztencia plazmidok kdzvetitik (Carattoli 2009), melyek kézil az IncN
plazmidok a human eredetli Salmonella enterica (Garcia-Fernandez et al. 2009, Hopkins et
al. 2007), E. coli (Karah et al. 2010) és Klebsiella oxytoca (Carattoli et al. 2010) térzsekben
méretgazdagsagukkal tlnnek ki. A human térzsek mellett a gnrS71 gént hordozé IncN
plazmidokat Ujabban vizimadarakban is kimutattak (Literak et al. 2010), viszont haziallatokra
vonatkozé el6fordulasukrol és  jellemzésikrél els6ként a jelen tanulmany szolgaltat
informaciot.

A plazmidon koédolt kinolon rezisztencia gyakran tarsul B-laktam és/vagy aminoglikozid
rezisztenciaval, melyek genetikai determinansai gyakran ugyanazon plazmidokon
helyezkednek el (Paterson 2006, Cerquetti et al. 2009). Ezzel 06sszhangban, a
transzkonjugans/transzfromans térzseink antibiotikum rezisztencia génjeinek PCR vizsgalata
szerint az itt bemutatott IncN plazmidok egyéb rezisztencia gének: aminoglikozid (aadAf7,
StrA, strB), ampicillin (blarem.1), és tetraciklin (tet(A)) atvitelében is szerepet jatszottak. Ezzel
szemben viszont a sul2 szulfametoxazol, és a dfrA12 trimetoprim gének atvitelének hianya
arra utal, hogy azok vagy kromoszémalisan kodoltak vagy pedig terjesztésiikben egyéb
plazmid tipusok vesznek részt. Tovabba, az hogy az 1-es tipusu integron hat térzs kozll
minddssze négy esetében volt jelen az IncN plazmidon, egyértelmien jelzi a qnrS1 gén és
az 1-es tipusu integron kozotti kapcsolat hianyat. A qnrS1 régié szekvencia vizsgalata
viszont azt mutatja, hogy a qnrS71 gén torzseink esetében a Tn3 transzpozonnal all
kapcsolatban. Egyetlen transzkonjugans (49-2 tk) esetében a qnrS71 gént és a blargm.1
ampicillin, illetve tet(A) tetraciklin rezisztencia géneket, egy IncN-IncF faziét mutato
nagyméretl (~168 kb) plazmidon azonositottuk, amely az IncN tipusu plazmidoktdl eltéréen
kilénb6zd virulencia mechanizmusokat képviseld virulencia géneket (cba, cma, sepA, katP)
is hordozott. Ezen eddigiek soran altalunk még nem tapasztalt rekombinacids folyamat multi-
replikon tipusu, raadasul rezisztencia és virulencia géneket egyarant hordozé hibrid
plazmidokat eredményezhet. A kombinalt géntartalom mellett a multi-replikon jelleg tovabbi

elényt jelenthet a plazmidon kédolt gének sikeres terjesztésében.
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A vizsgalt gnrS1 sertés E. coli és a human Salmonella Kentucky toérzsek IncN
plazmidjainak eltér6 RFLP mintazata, egy el6z6 tanulmany adataival 6sszhangban azt jelzi,
hogy azonos genetikai determinansokat hordozo6 plazmidok genetikai szerkezete az allati és
human eredetii tdrzsekben kiilénbdzhet (Garcia-Fernandez et al. 2009). Erdekes mdédon
viszont a qnrS1 gén kozvetlen kérnyezete a K38-15, K4-43 és a K40-79 human E. coli
torzsek IncN plazmidjain levé gqnrS1 régidval (Karah et al. 2010), valamint egy csirke
Salmonella Infantisbdl izolalt pINF5 plazmid (GenBank: AM234722; Kehrenberg et al. 2006)

megfelelé kinolon rezisztencia régidjaval 299% homoldgiat mutatott.

Kovetkezésképp, a sertés és human E. coli tdrzsek IncN plazmidjain levé qnrS1 gének

genetikai kérnyezetének azonossaga, valamint a mobilis elemekkel (Tn3) vald kapcsolatuk,
az dllati és human eredetli Salmonella és E. coli torzsek koézotti qnrS1 plazmid-transzfer
lehetéségére mutat, melyre - ismereteink szerint — elséként jelen tanulmanyunk szolgaltat
konkrét adatot. Adataink alapjan joggal feltételezhetd, hogy egyes sertés E. coli torzsek a
qgnrS1 plazmidon kédolt kinolon rezisztencia gén(ek) rezervoarjai és Eurdépan beldli

térhoditasanak esetleges letétemeényesei lehetnek.

70



Zaro megbeszélés

Disszertaciom zar6 fejezetének kezdetén legyen szabad az el6z6 fejezetekben

részletesen ismertetett munkanak a tetraciklin-, a gentamicin-, és a plazmidon koédolt kinolon

rezisztencia témakoérokben megfogalmazott harom 6 céljat, alabbiak szerint rekapitulalni.
Célunk volt tehat:

- vizsgalni a tetraciklin rezisztenciat kozvetitd tet(A) plazmidok szerepét, az
antibiotikum rezisztencia (és virulencia) gének atadasaban, a valasztott sertés torzsekbél
izolalt multirezisztens enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) tdrzsek altalanos és

virulencia/rezisztencia gén-, valamint plazmid analizise alapjan,

- aminoglikozid (gentamicin) rezisztens klinikai és kommenzalista E. coli térzsek
rezisztencia-, és virulencia genotipusat, egyes gének esetleges kapcsolt el6éfordulasat

elemezni, haszonallatokbdl és emberbdl szarmazé mintak alapjan,

- plazmidon kodolt kinolon rezisztencia (és esetlegesen tarsult virulencia) géneket
felkutatni és azonositani, kinolon rezisztenciat hordozé plazmidokat jellemezni, egészséges

sertésekbdl szarmazo, kommenzalista multirezisztens E. coli torzsekben.

Ezen célok kovetését szolgald kutatasaink — a rendelkezésre allo irodalmi adatokkal
egybevetve — az egyes témakorokben az alabbi megallapitasokhoz és Uj tudomanyos

eredményekhez vezettek:

I. A multidrog rezisztens sertés ETEC torzsek tet(A) plazmidjainak sajatossagai

Mint a bevezetében is irtam, a tet(A) plazmidok szerepét az antibiotikum rezisztencia (és
virulencia) gének atadasaban valasztott sertés torzsekbdl izolalt, multidrog rezisztens
enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) torzsekben eddig igen kevesen, F18" ETEC
torzsekben pedig egyaltalan nem vizsgaltak (Goswami et al. 2008).

Az itt ismertetett vizsgalatokkal a tetraciklin rezisztenciat kozvetité tet(A) plazmidok
szerepét az antibiotikum rezisztencia (és virulencia) gének atadasat illetéen a négy
orszagbol (Ausztria, Cseh Koztarsasag, Magyarorszag, USA) szarmazé sertés ETEC torzsek
vizsgalataval kezdtik. Megallapitottuk, hogy a sertések valasztasi hasmenésének
terapiajaban a legutébbi id6kig gyakran hasznalt antibiotikumok kozul leggyakoribbnak a

tetraciklin elleni rezisztenciat talaltuk. Az egyes tetraciklin rezisztencia gének a kilénb6z6
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geografiai régiokat képvisel6 ETEC torzsek kozott eltérék voltak. A cseh torzsek tulnyomé
részét a tet(A) genotipus jellemezte, mig a magyar és osztrak tetraciklin rezisztens térzsek
tobbsége viszont hasonlé mértékben tartalmazta a tet(A) (38% illetve 21%) és a tet(B) (25%
illetve 32%) géneket. Ezen megallapitasok megerdsitik és kiegészitik az idevonatkozo
korabbi sajat és az érintett orszagokbdl rendelkezésre all6 irodalmi adatokat (Mayrhofer et al.
2004, Michalova et al. 2004, Fekete et al. 2006).

A tetraciklin rezisztencia gének tipusat, valamint az enterotoxin géneket (estA, estB,astA,
elt), a konjugaciéra Kkijelolt tet(A)- és tet(B)-pozitiv tdrzseken PCR-el mutattuk ki. Az
amplikonokat sziikség szerint szekvenalassal jellemeztik. A konjugacié eredményeként a
tet(A) transzkonjugansok (1 magyar, 1 cseh tdrzs) egy-egy nagy (~138 és ~106 kb),
virulencia géneket nem hordozé multidrog rezisztens (MDR) plazmidot tartalmaztak. A tet(A)
plazmidot hordozé magyar térzs 138 kb plazmidjan un. klasszikus 1-es tipusu integront
mutattunk ki és jellemeztink egy ujszer(i génkazetta kombinaciéval, melyet korabban a
kllénb6zb geografiai eredetli human Shigella sonnei és E. coli tdrzsekben ugyan mar
kimutattak, de ismereteink szerint eddig minddssze két, hasmenéses sertésbdl izolalt E. coli
torzsben kertlt megallapitasra, anélkil, hogy a tborzsek patogenetikai jellemzése,
kommenzalista vagy patogén voltara iranyuld6 vizsgalata megtortént volna Az
értekezésemben egyplazmidos transzkonjugans formajaban vizsgalt cseh-, és magyar
eredetli E. coli torzsek replikon tipizalasa szerint mindkét tet(A) plazmid uni-replikon tipusu
és az Incl1 inkompatibilitasi csoportokba tartozott.

Eddigi adataink tehat azt jelzik, hogy a tet(A) és tet(B) gének igen gyakran MDR
plazmidokon vagy azokkal egyultt, egyszerre tobb antibiotikum rezisztenciat kozvetitve
terjedhetnek, ellentétben a korabban, csoportunk altal jellemzett, pTC (90 kb) sertés ETEC
plazmiddal. Ennek ugyanis egyediili antibiotikum rezisztencia génje a tet(B) gén volt.

Tovabbi PCR-, és szekvenalasi vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az itt kimutatott,
tet(A) rezisztencia génnel jellemzett, Uj tipusu konjugativ MDR plazmidok az esetek nagy
részében 1-es tipusu integronokat is hordoznak, melyek kdziil a ~138 kb méret(i, hazai F18"
ETEC-bdl szarmazé tet(A) plazmid integronjat egy szokatlan elrendezésii (estX-aadA7), ~2
kb méreti variabilis régio jellemzi.

Osszességében megéllapithaté volt tehat, hogy a tet(A) és tet(B) génekkel jellemzett

MDR plazmidok gyakori atvitele mellett, jelen vizsgalataink szerint az ETEC virulencia gének
atvitele - pl. a pTC plazmidra jellemzé toxin specifikus lIokusz (TSL) - joval ritkabban fordult
el6, mint azt a korabbi, pTC-vel kapcsolatos vizsgalatok alapjan vélhettik. Ehelyett az itt
kimutatott, nem-pTC jellegl plazmidokra iranyul6 vizsgalatsorozatunk els6 Iépéseként két,
multidrog rezisztenciat kédold tef(A) plazmidot tudtunk jellemezni, melyek azonban — az

eddigi vizsgalatok szerint — ismert virulencia gént nem hordoztak.
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Az altalanos bevezetében, idevonatkozoan feltett kérdésre, miszerint az egyéb, nem-
tet(B) tipusu, de igen gyakori, tet(A) tetraciklin rezisztencia gént kozvetitd plazmidok
jelentésége a virulencia és egyéb rezisztencia gének hordozasaban, hogyan itélheté meg,
azt kell valaszolnunk, hogy a két kiulonb6z6 orszagbol szarmazo, valasztott sertés eredeti
F18" ETEC torzsek tet(A) plazmidjai egyéb antibiotikum rezisztencia kazettat vagy integront
hordoznak ugyan, és e tekintetben a tet(B) prototipus plazmidhoz képest kedvezdtlenebb
megitélés ala eshetnek, viszont virulencia génektél ezen plazmidok mentesek.

A vélhetéen még szamos vonatkozasban érdekes Osszefliggéseket rejté tet(B)
plazmidok részletes tanulmanyozasat, a pTC plazmiddal esetleg fennallé6 rokonsaguk

vizsgalatat a jov6beni feladataink ko6zo6tt tartjuk szamon.

Il. Gentamicin rezisztens E. coli térzsek — multidrog rezisztencia / virulencia

genotipusok jellemzése

Mint az idevonatkozo6 fejezetben ismertettik, a gentamicin a korabban elterjedtebben
hasznalt aminoglikozidokkal (streptomicin, kanamicin) szemben, ma mar mind human, mind
allatgydégyaszati vonatkozasban egyre nagyobb teret nyer6 aminoglikozid antibiotikum.
Ennek kovetkeztében az utdbbi évtizedben a gentamicin rezisztencia mar nemcsak a
human- és allatpatogén torzsek korében, hanem a kommenzalistakban is gyakoribba valt
(Catry et al. 2003, EFSA 2010a). Munkank megkezdése el6tt ismeretes volt, hogy a
haszonallatokbol szarmazoé patogén E. coli tdrzsek multidrog rezisztenciajahoz virulencia is
tarsulhat, mely az esetek jelent6s részében a kulonb6zé plazmidok egyulttes hordozasanak
tulajdonithatoé (Boerlin et al. 2005), de épp a témacsoportunk korabbi adatai (Fekete et al.
2003, Olasz et al. 2005), majd azokat meger6ésité, baromfi eredetli E. coli térzsekre
vonatkozd amerikai adatok (Johnson et al. 2010) igazoltak, hogy néha e kapcsolatok a
patogén térzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia géneket egyarant hordozé, konjugativ
plazmidjaihoz is kéthetdk. Mivel ezen esetleges asszociaciokat illetéen a human és allati
eredetll kommenzalista E. coli torzsekre vonatkozéan igen kevés informacioval
rendelkeziink, helyesnek véltik, hogy e téren molekularis epidemiolégiai megkdzelitéssel
adatokat gydjtsunk.

Az angliai egyuttmikodé partnereink altal a kdzlemultban, E. coli és Salmonella térzsekre
kidolgozott antibiotikum rezisztencia és E. coli-ra tervezett virulencia microarray rendszer
alkalmazasaval, a hazai human és allati eredeti klinikai és kommenzalista E. coli térzseket
képvisel6 gyljteménylnk microarray analizise és kiegészitd antibiotikum rezisztencia
fenotipus vizsgalata alapjan altalaban elmondhatd, hogy a rezisztencia feno- és genotipusra

vonatkoz6 eredményeink egymassal j0 6sszhangban vannak. A néhany kivételt képvisel6
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esetekre az idevonatkoz6 részletes ismertetésben kitértink. Néhany esetben (pl. catB3
gének) a genotipust nem kisérte a megfeleld rezisztencia fenotipus. Ezzel ellentétben,
néhany egyéb (pl. tetraciklin, szulfametoxazol, trimetoprim és gentamicin) rezisztenciat
mutatd E. coli térzs esetén a jelenség forditottjat is megfigyelhettik. Amint mar korabban is
ramutattunk, a gentamicin rezisztencia esetében ennek részben technikai magyarazata
lehet, ugyanis az AMRO0S microarray a gentamicin rezisztenciat meghataroz6 szamos,
aminoglikozid moédositd enzimet kdédold gén koézil csak néhanyra (aac(3)-I, aac(3)-1V,
ant(2”)-1a) ,keresett ra” (Batchelor et al. 2008).

Erdekes volt megtapasztalni azt is, hogy az itt vizsgalt Gen® E. coli térzsek esetében az
antibiotikum rezisztencia génekhez hasonldéan virulencia génmintazatok is jelentds
heterogenitast mutattak. A virulencia gének kézil leggyakoribb az iss szérum rezisztencia
gén volt mely a klinikai hattértél fliggetlendl, vagyis a kommenzalistak esetében is eléfordult,
és a torzsek 70%-at jellemezte, hasonléan a néhany baromfi és human kommenzalista
toérzsben kimutatott fsh és sat génekhez, melyeket korabban csak a koérokozé E. coli
térzsekben mutattak ki (Parham et al. 2005), de az uUjabb adatok szerint gyakorinak latszik pl.
a baromfi eredetl intestinalis E. coli térzsekben is (Ewers et al. 2009, To6th et al. kézirat
biralat alatt).

Mint a fentiek is jelzik, a klinikai torzsekkel ellentétben nagyon keveset tudni a
haszonallatokbol és human mintakbdl szarmazé kommenzalista E. coli térzsek virulencia
tulajdonsagairdl. A fenti T3SS effektorok, SPATE-, és az eae (intimin) gének néhany
kommenzalista E. coli térzsinkben valé azonositdsa megerésiti és gazdagitia az
egészséges szarvasmarhakbdl (Toth et al. 2009), valamint broiler csirkékbdl (Diarrassouba
et al. 2007, Ewers et al. 2009) szarmazo E. coli torzsekre vonatkoz6 eredményeket. Emellett
viszont itt is hangsulyoznunk kell, hogy virulencia géntartalmuknal fogva, a nyers
élelmiszerbdl illetve egészséges sertések bélsarabdl izolalt kommenzalista E. coli torzsek
élelmiszerbiztonsagi kockazatot is képviselhetnek.

Altalanossagban ugyan elmondhatd, hogy az antibiotikum rezisztencia és virulencia
mintazatok tekintetében szignifikans kildnbséget a kilénb6z8 gazdafajokbdl izolalt E. coli
torzsek kozott nem talaltunk, de bizonyos antibiotikum rezisztencia gének és mintazataik
kizarélag a human torzseket jellemezték. A kommenzalista és klinikai 6sszehasonlitas
tekintetében viszont a rezisztencia gének a varakozasnak megfeleléen szignifikansan
gyakoribbak voltak a klinikai esetekbdl izolalt (kérokozonak tekintett) E. coli torzsekben.
Ugyanakkor a virulencia gének tobbsége a varakozassal ellentétben, a klinikai hattértél
fuggetlendl fordult el, megerdsitvén a ,Bevezetében” emlitett ,szlirke zona” elméletiinket,
miszerint a fakultativ korokozok patogenitasi- és virulencia skalajan az egyes torzsek helyét

a virulencia gének mennyiségi, min6ségi és expresszids viszonyai hatarozzak meg, s igy a
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kilonbség ezen baktériumok kinikai és kommenzalista torzseinek virulencia génkészlete
kozott esetenként a vartnal kisebb lehet.

Az antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kapcsolt eléfordulasat illetéen tehat
minddssze néhany antibiotikum rezisztencia és virulencia gén kozo6tt mutattunk ki szoros
kapcsolatot. Erdekes mddon, ezek rendszerint bizonyos gazdafajokat jellemeztek: pl. a
catB3, aac(6))-Ib és blactx.m.1 rezisztencia gének és a sat SPATE gén kapcsolatat a human
torzsekben, mig a tet(A) egyuttallasat az iroN és iss virulencia génekkel a baromfi
toérzsekben mutattuk ki. Az ehhez hasonlé antibiotikum rezisztencia és virulencia gének
kozotti korrelaciok nagyméretli an. hibrid E. coli plazmidok esetleges hordozasanak
lehetéségét vetik fel (Johnson et al. 2010, Nogrady et al. 2006). Egyébként - mint mar
emlitettlik - ezt latszanak alatamasztani az idevonatkozé el6zetes plazmidprofil vizsgalataink
is.

Idevonatkozd zard kovetkeztetésként elmondhatd tehat, hogy a kilénbdzé eredetli és

klinikai hatteri gentamicin rezisztens E. coli térzsekben a gentamicinnel szembeni
rezisztencia multidrog rezisztencia mechanizmusokkal tarsult, és mind a feno- mind a
genotipus szintjén leggyakrabban a tetraciklin, ampicillin és szulfametoxazol rezisztenciaval
jart egyitt. Osszehasonlitd genotipizald vizsgalataink eredményei szerint az antibiotikum
rezisztencia gének tdbbsége, valamint néhany virulencia gén, a gazdafajtél és a klinikai
hattértél fuggetlenll fordult el6, az egyes torzsek rezisztencia és virulencia mintazatanak
nagyfoku heterogenitasat eredményezve. Emellett azonban adataink ravilagitottak arra is,
hogy a vizsgalt human és allati eredetl klinikai és kommenzalista torzsekben bizonyos
rezisztencia és virulencia gének kozotti asszociaciokkal kell szamolnunk, melyek az E. coli
fert6zések hatékony terapias lehetéségeit tovabb szlikithetik, és a rezisztencia fenotipus
vizsgalata mellett a rezisztencia és virulencia tulajdonsagokat hordoz6 genetikai vektorok
(plazmidok, transzpozonok, integronok, profagok, patogenitasi szigetek) vizsgalatanak
sziikségességére is felhivjak a figyelmet. Mint adatainkbdl is kitlinik, a klinikai E. coli tdrzsek
mellett a kommenzalistak rezisztencia és virulencia génmintazatanak egyduttes jellemzése a
human-, és allat-egészségligyi szempontbdl egyarant jelentés genotipusok megjelenését is

elérevetitheti (Bielaszewska et al. 2011).

lll. A gnrS1 kinolon rezisztencia plazmidok jellemzése sertés eredetii kommenzalista E

coli torzsekben

A kromoszémalisan meghatarozott, DNS giraz és topoizomeraz enzimek génjeiben
bekovetkezd pontmutacidk okozta kinolon rezisztencia mellett, a kinolon rezisztencia plazmid

altal kozvetitett uj formainak eléfordulasat tébb okbdl is fokozott figyelem dvezi. Raadasul, a

75



plazmidon kédolt kinolon rezisztencia gyakran tarsul B-laktdm és/vagy aminoglikozid
rezisztenciaval, melyek genetikai determinansai esetenként ugyanazon plazmidon
helyezkednek el (Paterson 2006, Cerquetti et al. 2009), s igy élelmiszerbiztonsagi
jelentéségik fokozott lehet. Ezért kuléndsen is fontosnak véltik, hogy ezen uj tipusu
rezisztencia determinansok egyik fontos képviseléjének a qnrS1 génnek, a sertések kdzotti,
Eurdpaban eddig még nem ismert eléfordulasardl és jellemzésérél, az élelmiszerbiztonsagi
szempontbdl gyakoribb kockazatot jelent6 kommenzalista E. coli tdrzsek vizsgalata alapjan
szerezzunk ismereteket.

Vizsgalataink eredményeként a qnrS71 gént hordozé plazmidokat egy romaniai
sertésteleprél izolalt, kommenzalista sertés E. coli térzsekben mutattuk ki, melyek valtozatos
genetikai vonalakat képviseltek, és egyéb (B-laktam, aminoglikozid, tetraciklin) rezisztencia
géneket, valamint integront is hordoztak. Ezen plazmidok az eddigiekben leirt qnrS1
plazmidoktdl eltéréen IncN tipustak voltak, de restrikcios mintazatuk alapjan eltértek a
Salmonella Kentucky IncN tipusu qnrS71 plazmidjatol, ami azt jelzi, hogy azonos genetikai
determinansokat hordoz6 plazmidok genetikai szerkezete az allat és human térzsekben
ktlénbozhet (Garcia-Fernandez et al. 2009). Egyébként, maguk a plazmid hordozé E. coli
torzsek is harom uj, sertésben eddig nem ismert MLST kldnt képviseltek
azt mutatja, hogy a qnrS1 gén, térzseink esetében, a Tn3 transzpozonnal all kapcsolatban,
melynek megdfelel§ hatarold régidkat qnrS1 plazmidon, human E. coli térzseken és csirke
eredetli Salmonella Infantisban ugyancsak kimutattak (Kehrenberg et al. 2006, Karah et al.
2010). Az utdbbi, pINF5 nevi Salmonella plazmid gnrS1 génje egyébként az E. coli tdrzseink
kinolon rezisztencia (qnrS1) régidjaval 299% homologiat mutatott.

Adataink tehat az allati és human eredetli Salmonella és E. coli torzsek kozotti plazmid-
és transzpozon transzferek lehet6ségeire mutatnak ra, melyek alapjan feltételezhetd, hogy
egyes sertés E. coli toérzsek a qnrS1 plazmidon kodolt kinolon rezisztencia gén(ek)

rezervoarjai és Eurépan bellli térhéditasanak esetleges letéteményesei lehetnek.
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Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

Ertekezésem nemzetkozileg is Gj tudomanyos eredményeit és megallapitasait az

alabbi tézisekben foglalom 6ssze:

Az ETEC torzsek tetraciklin rezisztenciat kozvetité plazmidjainak genetikai vizsgalata terén:

1.

A Kkorabban részletesen tanulmanyozott, tet(B) osztalyt képvisel6 tetraciklin
rezisztenciaért és enterotoxigenitasért felelés hibrid plazmid (pTC) jellemzése utan
egy magyar és egy cseh sertés ETEC torzs tet(A) gént hordozé plazmidjait
jellemeztink. Ennek eredményeként els6ként mutattuk ki, hogy az F18" ETEC
torzsek tet(A) plazmidjai azonos, Incl1 replikon tipussal rendelkeznek, s a tetraciklin

rezisztencian kivul egyéb rezisztencia determinansokat is hordoznak.

Megllapitottuk tovabba, hogy a hazai Incl1 replikon tipusi F18" ETEC torzs tet(A)
plazmidjan 1-es tipusu integron is talalhatd, mely a sertés eredetli E. coli torzseknél
igen szokatlan Osszetételli, streptotricin-aminoglikozid rezisztenciat meghatarozo

estX-aadA1 génkazettakbdl allé variabilis régiot tartalmaz.

A _gentamicin rezisztens, human és allati eredeti klinikai és kommenzalista E. coli torzsek

rezisztencia és virulencia genotipusat illetéen:

3. Els6éként szolgaltattunk microarray alapu, szisztemantikus d&sszehasonlitd

genotipizalasi adatokat emberben és élelmiszertermel6 allatokban eléforduld klinikai
és kommenzalista E. coli torzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia gén
rezervoar szerepérél, és ezen belll egyes rezisztencia és virulencia gének tarsult

el6fordulasaral.

Egyes aminoglikozid-, és kléramfenikol rezisztencia gének (ant(2’)-la, aac(6’)-Ib és
catB3) kizardlagosan human eredeti térzsekben észlelt eléfordulasa alapjan elséként
hiviuk fel a figyelmet arra, hogy ezek a rezisztencia gének a human E. coli
torzsekben — az altalanosan elterjedt felfogastol eltéréen — az allati eredeti térzsektél

fuggetlendl jelenhettek meg.

Els6ként mutattunk ra arra is, hogy az allati eredetli koérokozok mellett a
kommenzalista E. coli térzsek nem csak indikator szerepet jatszanak, hanem

bizonyos esetekben élelmiszerbiztonsagi kockazatot is képviselhetnek.
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A sertés eredetl E. coli torzsek, gnrS1 kinolon rezisztencia gént hordozé plazmidjainak

jellemzésére vonatkozodan:

6. A fenti gnrS1-pozitiv E. coli térzsek harom olyan MLST klonjat irtuk le, melyeket eddig
elsésorban human klénként ismertiink, s eléfordulasukrol az allati eredetl torzsek
kozott (ST542) vagy a sertés eredetll torzsek kozott (ST48, ST206) nem volt
tudomasunk. Ezen tul, els6ként ismertettik a fenti klonok antibiotikum rezisztencia és

virulencia genotipusat.

7. Nemzetkozi elséséggel jellemeztink qnrS1 plazmidot sertés eredetlil E. coli
torzsekben, és szamoltunk be IncN replikonnal jellemezhetd, qnrs1 gént hordozo E.
coli plazmidrol haziallatokban, ezzel egyben els6ként jelezve a sertés erdeteti E. coli

torzsek plazmidon kdzvetitett kinolon rezisztenciajat Eurépaban.

8. Megallapitottuk, hogy az itt vizsgalt gnrS1 gén kérnyezete, egy europai csirke eredet
Salmonella Infantisbdl izolalt plazmid (pINF5) - ugyancsak Tn3-hoz kapcsolt - kinolon
coli és Salmonella torzsek kdzotti atvitelével és ennek kdzegészségiigyi vonzataival
komolyan szamolnunk kell. Adataink a kulféldi adatokkal egybevetve arra utalnak,

hogy a sertés és baromfi a gnrS1 gén rezervoarjai lehetnek.
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