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Roviditések jegyzéke

Ap: ampicillin

BTK: brom-timol kékes agar

CEF: csirke embri6 fibroblaszt (chicken embryo fibroblast)

CIG: az IS30 konszenzus szekvencidja (consensus of insertions in genome of E. coli)
Cm: kloramfenikol

DAS ELISA: Double antibody sandwich Enzyme —linked immunosorbent assay
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

IPTG: izopropiltio-B-D-galaktozid

IS: inszercids szekvencia

Km: kanamycin

LB: Luria-Bertani tapleves

MEM: minimal essential medium

MQ: MilliQ szlrt viz

Nal: nalidixinsav

O/N: éjszakan at tart6 inkubacié (over night)

PAGE: poliakril-amid

PBS: foszfat puffer

PCR: polimeraz lancreakci6 (polymerase chain reaction)

RV: Rappaport-Vassiliadis dusitd

SCV: Salmonelldt hordoz6 vakudlum (Salmonella containing vacuole)
SDS: nétrium dodecil szulfat

SOC: (super optimal catabolite repression broth)

SPF: meghatarozott pathogénektdl mentes allat (sppecified pathogen free)
SPI: Salmonella pathogenitési sziget (Salmonella pathogenicity island)
TAE: tris acetit EDTA puffer

TBE: tris bordat EDTA puffer

TE: tris EDTA oldat

Tn: transzpozon

TSB: tripton szdja leves

TTSS: harmas tipusu szekrécids rendszer (Type three secretion system)



Osszefoglalas

Munkénk elsédleges célja olyan transzpozon mutagenezis rendszerek kidolgozdsa és
kiprébaldsa volt, melyek segitségével Salmonella Enteritidis torzsek markerezése és
virulencia csokkentése érhetd el, tavlati vakcina fejlesztések céljabol. Részletesebben:

1. A Salmonella Enteritidis és néhany egyéb érdekes szerovaridns torzseinek PCR-
es vizsgalata flagellin termelés és flagellin fazisvaltas szempontjabol.

2. Salmonella flagellin génekre kidolgozott irdnyitott transzpozon-mutagenezis
rendszer létrehozdsa és miikodésének vizsgdlata annak érdekében, hogy flagella
mentes, ezaltal markerezett vakcinajelolt torzset allitsunk eld.

3. A markerezett torzs virulencidjanak csokkentése a virulencia plazmid kitizésével.
4. Az gy elddllitott Salmonella Enteritidis vakcina jelolt torzsek Kkorai

védOhatasanak vizsgélata.

Munkénk els6 1épésében egy PCR-es teszteld rendszert terveztiink, amely alkalmasnak
bizonyult Salmonella torzsek flagellin termeld génjeinek és a flagellin fazisvalté rendszer
elemeinek vizsgalatira. E mddszerrel megerdsitettiik, hogy a Salmonella Enteritidis torzsek
flagellin fazisvéltasra valé képtelenségének oka, hogy azokb6l mindig hidnyzik a
salmonelldkra jellemzd fazisvalé rendszer és csak a fliC gén, valamint annak operator
szekvencidja van jelen.

Annak érdekében, hogy a vakcina jelolt torzseinket molekularis markerrel lassuk el, irdnyitott
transzpozon-mutagenezis rendszert dolgoztunk ki a Salmonella flagellin génekre. Ennek sordan
a flagellin represszor fI[jA gént fuziondltattuk az IS30 transzpoziz génjével, majd az igy
1étrejott IS30-FljA fuzids fehérje mikodését a Salmonella Enteritidis 11 jelli torzsiinkben
vizsgaltuk. A moédszer segitségével tobb flagellin bénitott mutdnst allitottunk elo.

A hagyomdnyos mdédszerekkel nehezen kitizhetd, nagyméretli Salmonella virulencia plazmid
kiltizésére uj, transzpozon alapu eljardst dolgoztunk ki. A modszer a flagellin mentes S.
Enteritidisben nagy (50% feletti) virulencia plazmid {izési gyakorisdggal miikodott.

Az elédllitott nem mozgd (SE2102) valamint ,,virulencia plazmid mentes, nem mozgd”
(SEA155) Salmonella Enteritidis 11 szarmazékok virulencia tulajdonsagait in vitro
(sejtkultiran), és in vivo koriilmények kozott (naposcsibe modellen) vizsgaltuk. A sziild
torzshoz képest mind a SE2102, mind a SEA155 muténs in vitro sejt invazios képessége igen
jelentdsen csokkent. Szintén csokkent in vivo koriilmények kozott a mutdnsok naposcsibe
szerv invazios képessége, mig a vakbélben elért €16 csiraszamok nem véltoztak jelentdsen.

A SEl11 torzs egyik, virulencia plazmid mentes, nem mozgd mutdnsdnak korai védekezd
képességet stimuldlé hatdsat vizsgdlva megéllapitottuk, hogy egyszeri alkalmazissal a
rafert6z6 vad virulens torzs szerv invaziéjaval szemben a sziild torzshoz hasonlé mértéki,
jelentds, az élet elsé négy hetében jol érvényesiild korai védelmet nydjtott.



1. Irodalmi attekintés

1.1. Salmonella: altalanos bevezetés

A Salmonella leirdsa a 19. szdzad végére tehetd, az els6 Salmonella choleraesuis torzset D. E.
Salmon amerikai bakteriolégus 1886-ban — mint azéta tudjuk, sertéspestisben megbetegedett -
sertésbol izoldlta az USA-ban. A Salmonella genus az Enterobacteriaceae csaladba tartozik,
az ide sorolt tilnyom¢ tobbségiikben fakultativ korokozé baktériumok egyenes, 2-5 pm
hosszu pélcdk, néhany kivételtdl eltekintve motilisak, bontjdk a gliikézt €s a nitratot képesek
nitritté redukdlni.

A Salmonella nevezéktan és taxondmia meglehetésen komplex, és a szakirodalomban
esetenként a mai napig nem egységes és altalanos érvényii. A szakirodalom sokdig a White —
Kauffmann féle felosztast hasznalta (Czir6k, 1999), amely szeroldgiai alapon késziilt, és a
szomatikus (O) és a flagellaris (H) antigének azonositdsan alapul. Ez a rendszer a Salmonella
genust négy szubgenuszra osztotta, a szubgenuszon beliil pedig a szerotipusokat faji rangra
emelte. A taxondmiai moddszerek fejlodésével az ,.egy szerotipus - egy faj” koncepcid
tarthatatlannd valt, és DNS — DNS hibridiz4dciés mddszerekkel a genust két fajra (S. enterica
és S. bongori) osztottdk, melyek koziil a S. enterica tovabbi hat alfajra oszthat6 fel (Crosa és
mtsai., 1973, LeMinor és mtsai., 1982). Az alfajok tovabb oszthaték szerovaridnsokra, igy
amit a koznapi nyelvben a fajnév madasodik tagjaként haszndlunk az tulajdonképpen a
szerovaridns neve: ennek megfelelden a Salmonella Enteritidis pontos meghatdrozédsa
Salmonella enterica subsp. enterica szerovar Enteritidis.

A gyakorlatban azonban praktikus okokbdl rogziilt a kordbbi felosztds, igy a mai
bakterioldgiai nomenklatirdban a Salmonella kivételezett helyzetben van. Mig mads
csoportokban a név nem utal a szeroldgiai tulajdonsdgokra, addig a szalmonelldkndl a
szerovaridnsoknak Onkényesen adott nevek madig alkalmazhaték. A legfrissebb ajanlasok
szerint (Brenner és mtsai., 2000, Epinfo, 2000) a szerovaridns név - jelezve, hogy nem 6nall6
fajokrol van sz6 - nagy kezddbetiivel és nem dolt betiivel irandd, pl. S. Enteritidis.

Az dllatorvosi gyakorlatban eléforduld, melegvéri 4dllatokat megbetegité szalmonelldk
tobbnyire a S. enterica enterica szubspecieszbe tartoznak, a tobbi 6t alfaj és a S. bongori
foként hidegvérii allatokban és kornyezeti mintdkban fordul eld (Brenner és mtsai., 2000,
Uzzau és mtsai., 2000). A melegvérii dllatokban el6fordulé szerovaridnsokat pathogenitasuk

szempontjabol leggyakrabban a gazda fajokhoz val6 viszonyuk szerint csoportositjak.



Azokat a szalmonelldkat, amelyek kizar6lag egy adott fajt képesek megbetegiteni
gazdaspecifikus (host restricted) szerovaridnsoknak nevezziik (Uzzau és mtsai., 2000). Példdk
erre a csoportra a S. Gallinarum, amely csak baromfit, a S. Abortusovis, amely csak juhot, a S.
Typhisuis, amely csak sertést és a S. Typhi, amely csak az embert és a csimpanzt képes
megbetegiteni. A gazdaspecifikus szerovaridnsok eltérd tiinetekkel jaré szisztémas fertozést
okoznak a gazda fajban, de 4ltalaban nem enteritist. Egy adott gazddhoz alkalmazkodott (host
adapted) szalmonelldknak nevezziik azokat a szerovaridnsokat, melyek gyakran fordulnak eld
egy adott gazdafajban, azonban mds fajokat is képesek megbetegiteni. A két legismertebb
gazddhoz adaptélédott (host adapted) szerovaridns a S. Dublin, amely szarvasmarhdhoz és a S.
Choleraesuis, amely sertéshez alkalmazkodott. Ritkdn, de ezen szerovaridnsok képesek
megfertdzni az embert, és ilyen esetben igen virulensek (Threlfall é€s mtsai., 1992). Ezért az
adaptéaciés folyamat felfoghaté tgy, mint az adott gazda populdciéban vald cirkulacié és
fennmaradds képessége (esetenként tiinetmentes hordozéassal), mely a szerovaridnsnak a tobbi
gazdafajra vonatkozé virulenciétdl fiiggetlen (Kingsley és Baumler, 2000). Végiil egy kiilon
gyljténév alatt megemlitem azt a tobb szdz szerovaridnst, mely képes gasztroenteritiszt
okozni a gazdafajok széles skaldjan. Ezek a széles gazdaspektrumu szalmonelldk. Ezek kozott
kiemelkedd fontossagu a S. Enteritidis és a S. Typhimurium, a két, baromfibdl gyakran izolalt
szerovaridns, melyekre kozegészségiigyi jelentdségiik miatt is kiilonds figyelmet kell

forditanunk (EU Zoonézis Rendeletek 2003, 2006).

1.2 A baromfi mint az ember Salmonella fertézésének f6 forrasa

A hazai human szalmonell6zisokrdl az dn. " bakteridlis enterdlis surveillance " keretében az
utébbi években szélesebb korben is hozzaférhetd, pontos adatok jelennek meg, melyek szerint
a 80-es évek masodik felétdl a szalmonelldzis esetek szama folyamatosan emelkedett, s igy
1996-ban mar 31 270, bakterioldgiailag is igazolt esetet regisztraltak. Ezt kovetden az elsd
kedvezd jelnek vélhetd csokkenést 1997-ben észlelt€k, mely 2005. év végéig toretleniil
folytatddott (Epinfo 2004, 2006), de hazankat igy is az EU éatlaghoz képest magasabb aranyu
szalmonell6zis gyakorisag jellemzi. Az izolélt torzsek kozott a S. Enteritidis dominancidja
folyamatosan erdsodott (1992. évi 69%-r6l 1996. évi 88%-ra), mig a S. Typhimurium (3-5 %)
és S. Hadar (1-2%) alacsony szinten maradt, a S. Infantis viszont az utébbi években (2004-
2006 kozott, 5-7%-os részardnnyal) a 2-3. helyre keriilt. A mar emlitett "bakterialis enteralis
surveillance" 1994-97. évi adatai szerint a szalmonellézis (79-88%-ban S. Enteritidis okozta)

jarvanyok 76-99%-a élelmiszer 4ltal kozvetitett jarvany volt, melyen beliil a baromfi eredetii



élelmiszerek erdsen (66-96%) domindltak (Epinfo 2004, 2006). Ezen adatok 0sszhangban
vannak a baromfihis és tojds eredetli Salmonella tipizalds legutébbi eredményeivel, de
messze nem olyan mértékben és nem olyan szoros idobeni egybeesést mutatva, mint azt
varnank (S. Enteritidis dominancidja baromfihds esetén késobb kovetkezett be és nem olyan
szembet(ind). Kordbban a baromfihdsban a S. Enteritidis nem volt gyakori, bar a S. Enteritidis
fagtipizalasok eredményei a baromfi termékek (elsOsorban tojas) és a humdén
szalmonell6zisok bizonyos kapcsolatit megerdsiteni latszottak (Nagy és mtsai., 1993),
melynek lényegén az idokozben bekovetkezd S. Enteritidis fagtipus eltolddds (1-es fag
csoport rovasara a 6-os eldretorése) sem valtoztatott (Laszlé és mtsai., 1993). Az 1999-2002-
es években szalmonell6zisok fent emlitett csokkenése folytatddott: a 2000-2005. évi
izolédldsok Osszességében az 1996. évi csicsnak mintegy felét-harmadat tették ki. Az okok — a
szalmonell6zist mint komplex zoondzist ismerve — valdszinlileg nem csupin egyetlen
tényezdben keresendOk. A S. Enteritidis - szinte vildgméretii - elterjedésének és tartds
dominancidjanak okét illetden sziiletett szamos elmélet koziil sem tudjuk pontosan melyik és
mennyiben lehet az igazi. Az minden esetre nagyon valdszinii, hogy az intenziven tartott
baromfi dllomédnyokban olyan klénok passzdlédtak fel, melyek emberre nézve a korabbinal
erdsebb pathogenitdssal rendelkeznek. Erre utalnak a fent emlitett — foként baromfi tojas
eredet(l — S. Enteritidis okozta €étel fertoz€ésekre vonatkozd adatok, s a fenti, korabbi 66-99%-
os élelmiszer eredet, mely azonban 2001-re kb 55%-ra csokkent. Ami a S. Enteritidis
fagtipusokon beliili fent emlitett magyarorszagi véltozasokat illeti, arra egyik magyardzatunk
a Magyarorszagon megfigyelt, Un. kis plazmidokkal valé atfert6zédés is lehet (Gadd és

mtsai., 1998).

1.3. Salmonella fert6zés kialakulasa baromfiban

1.3.1. A baromfi szalmonellozis

A Salmonella pathogenitdsa baromfiban is els6sorban az 4llat kordt6l, immunoldgiai
allapotatdl és a fertdz6 baktérium szerovariansatél, virulencidjatol fiigg.

Kiilon kategoériat alkot a baromfi specifikus S. Gallinarum €s annak biokémiai varidnsa a S.
Pullorum, amelyek a baromfitifusz okozo6i. Ezek a torzsek rendszerint magas mortalitdssal
jar6, sulyos fertdzést okoznak, azonban jelentOségiilk mdéra, a sikeres eradikacids

programoknak koszonhetden, nagymértékben csokkent. (Varga és mtsai., 1999)
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A S. Gallinarum-Pullorumtdl eltéré egyéb szerovaridnsok esetében viszonylag kevés adat all
rendelkezésre baromfiban a fertdzd és megbetegitd képesség tekintetében. Elsdsorban a S.
Typhimuriumrél és a S. Enteritidisrdl ismert, hogy képesek silyos tiinetekkel jar6
szalmonellézist okozni fiatal madarakban (Halavatkar és Barrow 1993, Desmidt 1997). A
mortalitdsi rata egyes torzsek esetében elérheti akdr a 80%-ot is. Az elsé 72 o6ra elteltével
azonban a naposcsibék természetes rezisztencidja gyorsan kialakul a Salmonella fertézések
ellen, koszonhetéen az immunsejtek — elsOsorban a makrofdgok — érésének és a kompetitiv
bélflora kialakuldsdnak — az tugynevezett kompetitiv kizards, ,,competitive exclusion”
jelenségének (Barrow, 2000). Egyes S. Enteritidis torzsek azonban ennek ellenére képesek
tiinetmentes és kronikus fertdzéseket kialakitani elsOsorban a toj6 és tenyész allomanyokban
(Hinton 1989, Hopper 1988, Lister 1988), mely utdbbiakbdl a petefészekben vald
megtelepedési hajlamuknak koszonhetden a fertézést vertikalis (germindlis) tton az utédokra

1s atvihetik.

1.3.2. A Salmonella fertozés folyamata

A fent emlitett, viszonylag ritka vertikdlis fert0zéstdl eltekintve, az Gn. nem typhoid
szalmonelldkat illetden a baromfi esetében is elsOsorban az ordlis fert6zési tut jellemzd.
Ilyenkor a tobbnyire fekdlis eredetli Salmonella elsddleges forrdsa az alom, a tiplédlék vagy az
allat kornyezete. A horizontélis fert6zésnél ritkdbban el6fordulé vertikdlis (germinélis)
fert6z6dés esetén a Salmonella az ovariumon €s a petevezetéken keresztiil a tojasba s igy az
embrioba jut (Poppe, 2000). Fiatal dllatokban a fert6zést altalaban sulyos szervi invazid
koveti, amely az egyidejlileg kialakul6 hasmenés miatti dehidracié valamint anorexia tiinetei
mellett esetenként elhullashoz, maskor novekedésbeni elmaradashoz vezet (Wallis 20006,
Varga és mtsai., 1999).

Az orélis Salmonella fertdzést kovetden a begy savas kozegét tiléld, bélrendszerbe jutd
baktériumok szaporodni kezdenek a kozEépbél csatorndjdban, majd a felszini bélsejtekhez vald
tapadast kovetden megprobdlnak betdorni a bélfal mucosa rétegébe (Barrow 1987). Ennek
sordn a baktériumok elsOsorban a nyiroktiiszokon keresztiil jutnak a szervezetbe, amelyek a
kozépbéli szakaszon jellegzetes anatomiai formdba, az in. Peyer-féle plakkokba tomoriilnek.
Igy a Peyer plakkok, és a feliiletiikon nagy szdmban eléfordulé M (microfold)-sejtek jelentik
a Salmonella szaméra az elsOdleges belépési kaput a szisztémds fert6zés felé (1. 4bra)

(Baumler és mtsai., 2000, Jepson és Clark, 2001).
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1. abra A mucosa asszocialt limfoid szovet vazlatos szovettani szerkezete. Az dbra A
részén egy Peyer-féle plakk keresztmetszete lathaté a hozza kapcsolédd nyiroktiiszovel és a
jellemzd, villusokt6l mentes un. dom srtuktiraval. Az dbra B részén a Peyer-plakkot fed6 ham
jellegzetes sejttipusa, az M (mikrofold)-sejt vézlata 14thaté (Jepson és Clark (2001) dbrija

alapjan).

Az ordlis fert6zést kovetd invazid folyamata két jellegzetes fézisra: az intesztindlis és a
szisztémds szakaszra oszthatd, amelyek idoben és térben egyarant jOl elkiilonithetdek. A
Salmonella szdmara ezek a fazisok eltérd kornyezetet és stressz tényezoket jelentenek,
ugyanakkor lehetové teszik a kiilonbozd szakaszokra jellemz6 virulencia gének idében eltérd
aktivdlodasit. Az invazié intesztindlis fazisdban a kiilsé kornyezetbdl érkezd baktériumot
magas ozmotikus viszonyok, alacsony oxigén szint, b0 tdpanyag elldtottsig és magas
homérséklet fogadjak. Feltehetden ezek a legfontosabb paraméterek, melyek elinditjdk az
invazid soran sziikséges virulencia gének aktivalodasat, mely virulencia gének tobbnyire egy-
egy funkciondlis €s fizikai kapcsolatban 4ll6 géncsoportot (in. pathogenitési szigetet) alkotva
fordulnak el6 (1.: alabb). A bélhamsejtekbe vald bejutdshoz vezetd folyamatban a Salmonella
pathogenitési sziget 1 (Salmonella pathogenicity island-1, SPI-1) és a hozzd kapcsol6édo
virulencia gének jatsszdk a legfontosabb szerepet. Ezek 0Osszehangolt miikodésének
koszonhetden a baktérium eldbb a bélhamsejtekbe, majd a granulocitdk és makrofagok
vakudlumaiba keriil (2. abra).

A fert6zés szisztémas fazisdban a baktérium a makrofagok vakudlumaiban €l és szaporodik,
majd ezek kozvetitésével jut el a szervezet nyirokszerveibe. A vakudlumok belsejében
alacsony Ca** és Mg** koncentrici6, savas kozeg és tdpanyaghidny jellemzé (Hensel 2000,

Garcia-del Portillo, 2001). Ezek a koriilmények a virulencia gének egy tjabb csoportjdnak, a

12



Salmonella pathogenitasi sziget 2 (Salmonella pathogenicity island-2, SPI-2) géneknek az
aktivalodasat valgak ki, melyek a makrofag természetes folyamatait befolydsolva segitik a

Salmonella szervezetben valo elterjedését (2. abra).
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2. abra A Salmonella fertézés soran lezajlo gazda-pathogén interakcio fontosabb fazisai.
Az SPI-1 funkcidk sziikségesek a fert6zés kezdeti, intesztindlis stddiumdban, igy szerepet
jatszanak a fagocitézisra képtelen sejtekbe valé Salmonella invéazidéban és az epithélium
attorésében. Lokalizalt gasztrointesztindlis fert6zés esetén szerepiik van a hasmenéses tiinetek
kivaltasaban is. Az SPI-2 kdédolta tulajdonsdgok a fertdzési folyamat késobbi szakaszdban, a
szisztémas fertd6zés kialakitdsdban és a belsd szervek kolonizdciéjdban jutnak szerephez,
melynek sordn a fagocita sejtekben vald tilélés és szaporodds sordn sziikségesek (Hansen-

Wester és Hensel (2001) abréja alapjan mddositva).

Az ordlis Salmonella fert6zést6l az invazio teljes lefolydsaig kiillonbozé becslések szerint 180-
270 gén Osszehangolt mikodésére van sziikség (Baumler és mtsai., 2000). Ezek kozott a
legfontosabb szerepet minden bizonnyal a pathogenitdsi szigetekhez és a virulencia
plazmidhoz ko6tddo ,.klasszikus” virulencia gének jatsszak, de a folyamathoz szdmos adhezin,

stressz fehérje, chaperon és regulator miikodése is sziikséges.
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1.3.3. Az invazio molekularis mechanizmusa

A Salmonella fert6zés molekuldris mechanizmusait elsdsorban in vitro koriilmények kozott
emlOs sejtvonalak segitségével, valamint in vivo egér modellen tartdk fel. A baromfira
vonatkozé specifikus molekuldris pathogenezist leiré adatok kevés szamban dllnak
rendelkezésre. Az eddigi eredmények azt ldtszanak alatdmasztani, hogy az eml0s6kon szerzett
ismeretek j6l alkalmazhatok baromfi esetén is.

Eddigi ismereteink szerint a folyamatot a kovetkezd fobb 1épések jellemzik. A pathogenezis
els6 bonyolult 1épése az epithelidlis sejtekbe valé bejutds folyamata. Ennek sordn a
Salmonella Ggynevezett effektor fehérjék egész csoportjat juttatja az eukariéta sejtbe, melyek
Osszehangolt miikodésiik segitségével megvaltoztatjdk, moduldljadk annak természetes
viselkedését, és olyan folyamatokat indukdlnak, amelyek eldsegitik a baktérium invaziéjat. A
bélhamsejtekhez val6 tapadds utdn a Salmonella a pathogenitési sziget-1-en (SPI-1) kodolt
harmas tipust szekrécids rendszere (type three secretion system, TTSS-1) segitségével az
effektor fehérjéket a sejtbe injektalja (Zhou és Galan, 2001). A harmas tipusu szekrécids
rendszer a pathogén baktériumokra jellemz6é szupramolekuldris képzddmény, amelynek
elsddleges feladata, hogy bakteridlis fehérjéket juttasson az eukaridta sejtekbe. Szerkezetileg
és evoludcidsan is rokon a flagelldris export apparatussal, annak bazdlis testjéhez hasonléan
egy-egy membran-lokalizdlt molekulédris gylriivel tori at a kiils6 és bels6 bakteridlis
membrant, majd folytatédik egy kifelé mutatd, tliszerti struktirdaban, amely aztidn az effektor
fehérjéket molekularis fecskendoként juttatja a célsejtbe. A Salmonella pathogenitasi sziget-1
(SPI-1) egy nagy, 40 kb méretli genetikai elem, mely a bakteridlis kromoszoéma 63-as
centriszomajandl helyezkedik el, és a TTSS-1 mellett szamos invéazidhoz sziikséges effektor
fehérjét is kodol (Lostroh és Lee, 2001). Ezek az SPI-1 effektorok az intesztindlis epithelidlis
sejtek fehérjéivel kolcsonhatasba 1€pve olyan sejt szintli valtozdsokat idéznek eld, melyek a
Salmonella internalizaci6jit eredményezik.

Els6 1épésként a SPI-1 harmas tipusu szekrécids rendszerén keresztiil a SopE, SopE2 és SopB
effektor fehérjék jutnak a gazdasejtbe, amelyek egyes a Rho csalddba tartoz6 GTP-dzokat
aktivdlnak, kivaltva ezzel az aktin polimerizaciéjat és a sejtvaz atrendezddését (Chen és
mtsai., 1996, Hobbie és mtsai., 1997). Tovabb segitik az invazids folyamatot az SPI-1-hez
tartoz6 Sip csaldd fehérjéi. A SipA effektor a kialakult aktin filamentumokhoz képes kotddni,
és meggdtolja az F-aktin dtalakuldsat G-aktinnd, valamint noveli a sejtben 1évd T-plastin aktin
kotd képességét (Zhou és mtsai., 1999, Hayward és Koronakis, 1999). A sejtvaz atrendezddés

és az Uj aktin filamentumok kialakuldsdnak eredményeként a bélhamsejteken membran
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kitiremkedések jelennek meg és korbeveszik majd bekebelezik a Salmonelldt. A folyamat
végeztével a hamsejt gyorsan visszanyeri eredeti alakjat, koszonhetéen az SptP bakteridlis
effektornak, amely a Sop csaldd fehérjéivel ellentétben a kialakult aktin szdlak
depolimerizéciéjat serkenti (3. dbra) (Takeuchi, 1967, Fu és Galan 1998, 1999).

kapitlaris
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3. abra A Salmonella fert6zés folyamata és az altala kivaltott valaszreakciok a kozépbél
mucosajaban (Wallis és Galyov (2000) abraja alapjan médositva).

1. A bélhamsejtekhez tapadt Salmonella aTTSS-1 segitségével a sejtbe juttatja a SPI-1 kodolta
effektor fehérjéket (Sip és Sop fehérjék).

2. A sejtbe jutott effektor fehérjék membran kitiiremkedések (membrane ruffle) képzédését idézik eld
a hdmsejteken, lehetové téve a Salmonella invaziot.

3. Az intracelluléris baktériumok vezikuldk belsejében szaporodnak, ennek sordn mar a SPI-2 gének
jatsszak a fOszerepet.

4. Egyes effektor fehérjék (pl. SopB) képesek befolydsolni a sejt szignal transzdukcids
mechanizmusait, ezzel megvaltoztatva az elektrolit haztartast folyadék kidramlast okozni a sejtbol.

5. A fert6zott epithelidlis sejtek kemokineket és prosztaglandinokat termelve a fert6zés helyére
vonzzak a lazkeltd sejteket.

6. A Salmonella kolcsonhatdsba 1épve az immunsejtekkel képes serkenteni azok citokin termelését és
igy erdsiteni a lazkeltd reakciot.

7. A fertdzott sejtek kemoattraktdns molekuldkat (PEEC: pathogen-elicited epithelial chemoattractant)
bocsdjtanak a lumenbe, amely serkenti a polimorfonukledris (PMN) sejtek kivandorlasat.

8. A bélbe beszlirddé immunsejtek a fertézés helyére vandorolva bekebelezik a baktériumokat.

9. A fertdzott bélhdmsejtek levdlnak a bélboholy felszinérdl, ezzel a bélbolyhok rovidiilését és a
felszivo feliilet csokkenését okozva.

10. Silyos fertéz€és esetén a fertdézott immunsejtek a nyirokkeringésen keresztiil a belsé szervekbe
juttathatjdk a Salmonelldt.
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Erdekes, hogy a Salmonella fertézés indukélta lazkeltd reakcidk szintén a korai fazisd effektor
fehérjékhez kothetdk, hiszen ugyanazon, éltaluk aktivdlt Rho GTP-4zok inditjdk el azt a
szigndl transzdukciés kaszkddot, amelyek az aktin atrendezOdést is képesek kivéltani.
Miikodésiik eredményeként a fertdzott sejtben interleukin-8 és mds kemoattraktdnsok
termelddnek, melyek hatdsara végiil polimorfonukledris limfocitdk (PMN) és egyéb korai
immunsejtek a fert6z€s helyén jelennek meg (Chen és mtsai., 1996 Hobbie és mtsai., 1997).

A fertdzési folyamat el6rehaladtival a Salmonella képes szisztémds, az egész szervezetre
kiterjed6 fertdzést kialakitani. Ennek eredményeként a belsé szervekben, elsésorban a 1épben
és a mdjban igen magas szamban taldlhatok meg a baktériumok (Barrow és mtsai., 1999). A
fertdzés szisztémds fazisa a bélfalba vandorlé makrofagok és mdas fagocita immunsejtek
kozvetitésével zajlik, amelyek vakuolumaiban a szalmonelldk képesek tulélni, szaporodni és a
szervezet tavoli részeibe eljutni. A fertdézés kései, szisztémds szakaszdban a Salmonella
pathogenitasi sziget-2 (SPI-2) veszi it a szabdlyozé szerepet az SPI-1-t6l, sajat harmas tipusd
szekrécios rendszere (TTSS-2) és effektor fehérjéi segitségével (Hensel és mtsai., 2000).

A szalmonelldk szdmos eszkozzel rendelkeznek, mely lehetdvé teszi szdmukra a
makrofagokban val6 tdlélést. Az internalizdcié utdn a baktérium a makrofdg egy specidlis
organellumaban, az Un. Salmonella hordozé vakudlumban (,,Salmonella containing vacuole”,
SCV) helyezkedik el, mely a molekuldris markerei alapjdn a korai stidiumi endoszoémékkal
mutat hasonldsagot. A vaku6lum belsejében 1évo szalmonelldk képesek megakadalyozni,
hogy a SCV fuziondljon a lizoszémékkal, ezéltal kialakuljon benne a baktériumokra toxikus
kornyezet (Buchmeier és Heffron 1991).

A makrofagok baktériumok elleni leghatékonyabb fegyvere a reaktiv nitrogén €s oxigén
gyokok termelése, amelyet a Salmonella eredményesen képes gatolni a SPI-2 kddolta
effektorok segitségével. A makrofag NADPH fagocita oxiddza az egyik legfontosabb enzim
komplex ezen a téren, amely oxigénbdl szuperoxidot allit eld, prekurzort szolgiltatva a
tovabbi reaktiv oxigén gyokok szintéziséhez. Nyugalmi allapotban az enzim komplex egyes
OsszetevOl a citoszdlban, masok a sejtmembranhoz kotddve helyezkednek el, igy géatolva a
szabadgyokok sziikségtelen képzddését. Pathogén stimulus hatdsdra a rendszer Osszetevoi
aktiv enzimkomplexszé dllnak Ossze a fagoszomadlis membrianban, amely megkezdi a
szabadgyokok termelését (Vazquez-Torres és Fang, 2001). A Salmonella azonban képes
megakadalyozni a keletkez6, NADPH oxidazzal telt vezikuldk fuzigjat az SCV-vel, eziton
védekezve a termel6dd reaktiv oxigén szdrmazékok ellen. Bar a folyamat részleteiben még

nem tisztazott, az SPI-2 termelte SpiC effektor fehérje biztosan szerpet jatszik benne,
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feltehetéen a vezikulumokat mozgat6é aktin halé blokkoldsdn keresztiil (Vazquez-Torres és
Fang, 2001).

A fagocita immunsejtek endoszomdlis rendszerének blokkoldsdn tdl az invaziv szalmonelldk
feltehetéen makrofagok életképességét is a sajat javukra képesek befolydsolni. A fertdzés
kezdeti szakaszdban, mikor az immunsejtek kezdenek megjelenni a bélfalban, a baktériumok
foként nekrdzis jellegli, caspase-1 fiiggd sejthaldlt indukdlnak a makrofidgokban, amely
tovabbi immunsejteket vonz a helyszinre. A folyamat a SPI-1 termelte SipB effektor
proteinhez kothetd, amely a fert6zés kezdeti fazisaban termelddik (Knodler és Finlay, 2001).
Feltehetéen ebben a korai stddiumban a lazkelté gyulladdsos reakcidknak ez a fajta serkentése
segit elterjedni a Salmonelldnak az intesztindlis kozegbdl az egész szervezetbe (Monack €és
mtsai., 2000).

A fert6zés szisztémads fazisdban a gyors, nekrdzis szerli sejthaldl nem figyelheté meg. Ekkor a
baktérium a vakudlumokban szaporodik, mikézben a makrofidg segitségével mind mélyebb
rétegeit éri el a szervezetnek. llyenkor egy késleltetett jellegli apoptédzis figyelhetd meg a
fertozott makrofagok kozott, amely elegendd 1dot hagy a Salmonelldnak a terjedésre

(Jesenberger €és mtsai., 2000, van der Velden és mtsai., 2000).

1.4. A Salmonella elleni vakcinazas, mint a megelozés egyik specifikus lehetosége a

baromfitartasban

A hazai élelmiszerhigiéniai igényeket hosszabb tavon és biztonsagosan kielégitd termék
eléallitdas megkoveteli, hogy a Salmonella ellen egy orszdgosan megszervezett és jol
mukodtetett ,,Salmonella csokkentési program” keretében és segitségével is védekezziink,
melyben helyet kapnak specifikus €s nem specifikus eszk6zok. Ennek alapvonalait kordbbi
hazai kozlemények (Nagy és mtsai., 1997, 2001) ismertették, tjabban pedig az EU zoondzis
rendelete (2160/2003 EK) irja el6 .

A vakcindzast csak az utébbi években soroljuk az éllatok szalmonellézisa elleni védekezés
mindennapos gyakorlatban alkalmazhat6 specifikus lehetdségei kozé (Varga és mtsai., 1999).
Ennek oka tobbek kozott a Salmonella virulencia faktorokrdl, azoknak a koérfejlodésben
jatszott szerepérdl és a bél-immunitds kialakuldsdnak részleteirdl szerzett ismereteink
bdviilése, tovdbba az az igény, mely elsdsorban a tomeges baromfi his és tojdstermelés
higiénés szempontbdl rendszerint kedvezotlen koriilményei kozott kivanja a Salmonella

fertozottséget visszaszoritani.
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A rendelkezésre all6 irodalmi és gyakorlati tapasztalatok azt mutatjdk, hogy az egyes
allatfajokndl - kiillonosen baromfindl - a paratifuszt okozd Salmonella serovarok elleni
vakcinds védekezés napjainkra ,,polgédrjogot kapott”, s tobb eldlt (parenterdlis) illetve él6
(ordlis) vakcina van forgalomban, melyek a S. Enteritidis ill. S. Typhimurium elleni specifikus
védelmet szolgdljdk. A baromfi és néhdny mas éllatfaj esetében ugyanis az un. paratifuszt
okozo6 (emlitett) Salmonella serovarok altalaban kiilonosebb bantalom nélkiil tartanak fenn
fertozottséget, mely igazi veszEélyt az emberre nézve jelent. Ez a veszély azonban az
iparszerlien tartott dllatfajok esetében - kiilondsen a tomeges tartds és vagohidi feldolgozas
miatt - oly mértékben megnovekedett, hogy a korabbi orvosi szemlélet dltal helytelennek {télt
immuniz4lasi eljarasokat (inaktivélt és/vagy élo-attenudlt baktériumokkal) is fontoléra kellett
venni. Az €10, ordlisan alkalmazott vakcina torzsek kétségteleniil hatékonyabb helyi és
altalanos immunitdst nyudjtanak, azonban az attenudcié (virulencia csokkenés) mértéke a
hatékonysaggal forditott ardnyban van s ezért igen nehéz olyan Salmonella torzset eldallitani,
melynek alkalmazdasa kelléen hatékony, de ugyanakkor teljes mértékben aggalytalan legyen.

A fenti elvardsokat Linde (Lipcse) S. Typhimurium tn. purin auxotroéf mutans torzse segitett
eloszlatni, melyet a volt NDK teriiletén Meyer és mtsai igen alapos munkdja nyoman
"Zoosaloral" néven évtizedeken at haszndltak, anélkiil, hogy egyetlen egyszer is human
megbetegedést okozott volna (Meyer és mtsai., 1993 ,Methner és mtsai., 1997). Mivel a torzs
biokémiailag a vad torzsektdl elkiilonithetd, célzott vizsgalatokkal azt is megéllapitottak,
hogy tiinetmentes Salmonella hordozast is csak igen ritkdn és rovid ideig képes eldidézni.
Tekintettel a baromfitél eredd, S. Enteritidis (és részben S. Typhimurium) okozta egyre
novekvé mérvii humin megbetegedésekre a Zoosaloral él6 oralis vakcina alkalmazasat
(Zoosaloral-H néven) szélesebb korben megkisérelték a baromfi dllomanyok immunizalasra
is, melynek kezdeti latvanyos sikerei utdn a TAD cég is elkezdte hasonlé S. Typhimurium
elleni vakcindjat (Salmonella Vac T) széles korben alkalmazni, ugyancsak jelentds sikerrel.

S. Typhimurium és S. Enteritidis €16 orélis vakcindzdsok hatékonysdgdnak Osszehasonlitdsa
céljabol kordbban témacsoportunk is végzett un. kereszt immunizdldsi és rafert6zési
kisérleteket, melyek alapjan egy kisérleti S. Enteritidis (aroA”) vakcinatorzs S. Enteritidis
ellen a Zoosaloral-H vakcindhoz hasonld, kielégitd korai védettséget adott. A S. Typhimurium
fert6zéssel szemben viszont a homoldg, Zoosaloral-H vakcina volt jobb (Nagy B. 1999). A
tapasztalatok azt mutattdk, hogy a fenti keresztvédelemre elssorban az immunizilds utdni
els6 2 hétben lehet szdmitani. A S. Typhimurium vakcindnak a S. Enteritidis elleni
csokkentebb védoértékét tapasztalva, egyre tobben foglalkoznak S. Enteritidis €10 orélis

vakcindk el6dllitdsdval is (Immerseel €és mtsai., 2005). Nincs azonban még elegendd
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tapasztalatunk az egyes €16 ordlis vakcindk alkalmazasat kovetd baktérium iiritésrdl, valamint
a tipus, illetve szerovarians valtas lehetdségeirol.

Bér a S. Enteritidis elleni €16 ordlis vakcindk haszndlata széles korben terjed, 1étjogosultsdga
van a S. Enteritidis (és S. Typhimurium) elolt virulens baktériumaibdl készitett (inaktivalt),
parenterdlis (s.c.) oltdsra alkalmas vakcindknak, melyekkel a tojészezon elétt, - a hormonélis
atallassal egyiitt jar6 - petefészekben vald Salmonella megtelepedést s igy a transzovaridlis
fertozésatvitelt lehet megakadalyozni. Ilyen vakcindt tobb cég is megjelentetett a hazai
piacon. Minden esetre, az erds fertdzési veszélynek Kkitett tenyész allomanyokban jelenleg
még az egyik leginkdbb bevalt mdédszer a csibék naposkori él6 ordlis (S. Typhimurium), majd
a tojoszezon eldtti inaktivalt (S. Enteritidis) kombindlt immunizilasa.

Tovédbbra is gondot jelent viszont - elsOsorban a parenterdlis S. Enteritidis vakcina
alkalmazdsat kovetden - a baromfitifusz korokozdjaval kapcsolatos antigén szerkezeti
rokonsdg és a kovetkezményes szeroldgiai dthangolddds, mely miatt a baromfitifuszra
iranyul6 eddigi szerodiagnosztikai mddszerekrdl le kell mondanunk, s csupan a régéta jol
bevalt bakterioldgiai ellendrzési mdodszerekre (befulladt tojasok, naposkori hulldk vizsgalata)
hagyatkozhatunk. Ezért a jovO e tekintetben nyilvdnvaléan olyan un. markerezett S.
Enteritidis vakcindké, melyek a vad torzsek okozta dthangolédastdl megkiilonboztethetd
immunvalaszt produkdlnak.

A vakcindk tovébbfejlesztése terén egyik legfontosabb feladatunk az €16 oralis vakcindk olyan
irdnyd modositdsa, hogy az daltaluk indukalt védelem minél szélesebb korti (minél tobb
szerovar ellen érvényesiild) legyen és lehetdség szerint a vakcina okozta immunitdst
(szeroldgiai vélaszt) a természetes fertdzottség altal okozott dthangolddéstdl jol el tudjuk

kiiloniteni (markerezett vakcindk).
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1.5. Célok

F6 cél: Olyan transzpozon mutagenezis rendszerek kidolgozadsa és kiprébalasa, melyek
segitségével Salmonella Enteritidis torzsek markerezése és virulencia csokkentése érhetd el,

tavlati vakcina fejlesztések céljabol.

5. A Salmonella Enteritidis és néhany egyéb érdekes szerovaridns torzseinek PCR-

es vizsgélata flagellin termelés és flagellin fazisvaltds szempontjabol.

6. Salmonella flagellin génekre kidolgozott irdnyitott transzpozon-mutagenezis
rendszer 1étrehozdsa és miikodésének vizsgdlata annak érdekében, hogy flagella

mentes, ezaltal markerezett vakcinajelolt torzset allitsunk eld.

7. A markerezett torzs virulencidjanak csokkentése a virulencia plazmid kitizésének

segitségével.

8. Annak vizsgdlata, hogy az igy eldallitott torzsek alkalmasak lehetnek-e egy

esetleges €10, ordlis vakcina torzs eldallitasara.
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2. A flagellin rendszer és PCR-es feltérképezése kiillonbozo Salmonella

szerovariansokban

2.1. Bevezetés

Az egyes Salmonella szerovaridnsok meghatdrozdsa nagyban fiigg a specifikus savok
termelésétdl és haszndlatitdl, melyek az egyes flagellin fazisok kiillonbozé komponenseit
ismerik fel. A legtobb Salmonella szerovaridns meghatdrozhaté a két flagellin struktirgén
(fliC, fljB) termékének szeroldgiai anlizisével, melyek expresszalédhatnak bifdzisosan
(felvaltva fejezddik ki a kétféle flagellin), vagy monofdzisos modon (csak egyféle flagellin
fehérje termelddik) vagy lehetnek afazisos allapotban (nincs flagella, a baktérium nem mozgd
fenotipussal rendelkezik).

A bifazisos Salmonelldk specidlis tulajdonsdga a két flagellin gén (fliC, fIjB) jelenléte, melyek
a bakteridlis kromoszoman egymastol tdvol helyezkednek el. A két génrdl felvaltva
termelddo, kiilonb6z6 antigenitdsu flagellin fehérje segit elkeriilni a kérokoz6 baktériumnak a
gazda immunreakciéjat (Macnab, 1996). A gének, amelyek a két kiillonboz0 flagellin fehérjét
(H1, H2) kédoljdk nagyon hasonléak, de szekvencidjuk nem azonos (Okazaki és mtsai, 1993).
A legnagyobb eltérések a flagellaris gének kozépsd régidjdban figyelhetok meg, mely a
flagellin fehérje kiilsd, antigenitasért felelds részét kodolja (Joys, 1985). A flagellin gének
végei azonban igen konzervativak, nem csak a szerovaridnson beliil, de az egész Salmonella
genusban is. Ez annak koszonhetd, hogy a bifazisos baktériumsejt mindkét terméke (H1, H2)
ugy jelenik meg a sejtfelszinen, mint egy helikdlis bakteridlis csillo, amely szdmos flagellin
épitdkobal 4ll. Ezek a flagellin épitdkovek a végeikkel kapcsolddnak Ossze, emiatt meg kell
Orizniiik szerkezetiiket. Egy adott idOben a két fazis koziil az egyik mindig represszalt
allapotban van, igy a sejt mindig homogén csill6t termel.

A két flagellin gén koziil a fliC kodolja a H1 fazisu flagellint, mig az fIjB a H2 fazisu flagellin
termeléséért felel. Azt, hogy a két struktirgén koziil mikor melyikrdl termelddik fehérje, az f1j
operon promoterének leolvasasi irdnya hatdrozza meg. A prométer kozvetleniil az fIj operon
eldtt a hixL és hixR rekombindz felismerd helyek kozott helyezkedik el. A hin helyspecifikus
rekombindz miikodése sordn hasitja a hix helyeken a DNS-t, és az 4ltaluk kozrefogott szakasz
— igy az flj operon promoter — irdnyat megforditja, ezzel indukélva a flagellin fazisvaltast. Ha
a promoter irdnya az fIj operon felé mutat, agy lezajlik az fl[jA és B gének transzkripcidja.

Ekkor a baktérium a H2-es fazisba 1€p, vagyis az fI[jB génrdl termelddik a flagellin.
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Egyidejlileg az fljA represszor fehérje kotddik a fliC operatordhoz, megakaddlyozva annak
atirédasat és a Hl-es flagellin keletkezését. Ha a promoéter irdnya megfordul, az fIjB-r6l
megsziinik a flagellin termelés és egytittal az FljA represszor hidnya miatt a f/iC felszabadul a
gatlas aldl és H1-es flagellint kezd termelni, igy a sejt a H1-es fazisba 1ép (4A édbra, 32. oldal).
A fazisviltds viszonylag ritka jelenség, 10>-10" generdcionként egyszer torténik meg a
promoter irdnydt megvaltoztato inverzid. (Craig, 1988, Glasgow €s mtsai, 1989)

A fent leirt, tipikus, bifdzisos Salmonelldk mellett azonban néhdny jol ismert monofdzisos és
legaldbb egy nem mozgd szerovaridns is taldlhatd, ahol a fazisvaltds jelensége nem figyelhetd
meg. A fazisvaltas hidnydra tobb lehetséges magyarazat is taldlhato: ezek a szerovaridnsok (i)
rendelkeznek a teljes flagellin és fazisvalté rendszerrel, azonban a fazisvaltas defektiv, (i7)
hidnyoznak a flagellin génjeik, (iii) vagy azok nem expresszdlédnak (Jones és Aizawa, 1991;
Kilger és Grimont, 1993). A legkézenfekvOobb magyardzat — a fazisvalt6 rendszer (vagy egyes
flagellin gének) hidnya, esetleg delécidja — egy megfeleld6 PCR-es sziird rendszerrel is
kimutathat6 lenne.

Munkdénk elsd fazisaként egy olyan PCR rendszert dolgoztunk ki, mely a Salmonella flagellin
struktirgéneket €s a fazisvalté rendszer egyes génjeit képes kimutatni. Ennek segitségével
szamos érdekes szerovaridnst teszteltiink. A vizsgdlatok tavlati célja az volt, hogy egyes
bifazisos €s monofizisos Salmonella szerovaridnsok flagellin gén rendszerének fontosabb

elemeirdl a jovobeni irdnyitott mutagenezis kisérleteket megeldzden tdjékozodjunk.
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2.2 Anyagok és modszerek

2.2.1. Baktériumtorzsek

A vizsgalt baktériumtorzsek kozott egyarant taldlhaté emberi, baromfi vagy élelmiszer
eredetli, amelyek hazai és kiilfoldi mintdkbdl szarmaztak (I. tdblazat). A torzsek szeroldgiai
meghatdrozésa az Orszdgos Elelmiszervizsgalé Intézetben és az Orszagos Epidemioldgiai
Kozpontban, Dr Kostydk Agnes illetve Dr Herpay Maria vezetésével tortént a standard
eljarasok szerint (Czirdk, 1999, Edwards és Ewing, 1972). A Salmonella Typhimurium és S.
Enteritidis torzsek esetében a szeroldgiai eredményeket szerovaridns-specifikus PCR

reakciokkal is megerdsitettiik (Lin és Tsen 1999, Wood és mtsai, 1994).

2.2.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A kiilonboz0 flagellin gének jelenlétét PCR reakcidkkal vizsgéltuk, amelyhez sajat tervezésu
primereket hasznéltunk. A primertervezés alapjaul Salmonella Typhimurium (hin, hixL, hixR:
EM_BA2:STHINZ), (fljA: EM_BA2:SFLJA2), (fljB: EM_BA2:ST17177) valamint
Salmonella Enteritidis (fliC és annak operator régidja: EM_BA2:SEFLICC) szekvencidk
szolgaltak. A PCR primereket a tesztelendd gének, DNS-szakaszok konzervalt szakaszaira
terveztiik, hogy a kiilonboz0 szerovaridnsok kozott esetlegesen meglévd polimorfizmusbol
adddo fals reakcidkat elkeriiljiik. Az egyes primerek szekvencidit és a termékek méreteit a 11.
tdblazat tartalmazza. A reakciot 25 pul végtérfogatban futtattuk, ehhez ABI Prism 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems) és T3 Thermocycler (Biometra) késziilékeket hasznaltunk.

A PCR reakcié Osszetétele:

2,5 ul 10x PCR puffer

2 ul MgCl,-oldat (25 mM)

1 wl dNTP (10 mM)

0,5-0,5 pl primer oldat (50uM)

0,25 pl Taq polimeraz enzim (SU/ul)
1 ul templat DNS

17,25 ul viz (MilliQ)
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A PCR-hez sziikséges reagensek a MBI Fermentas-t6l, a primerek a godoll6i Mezdgazdasagi
Biotechnoldgiai Kozpont szolgaltatd laboratériumabdl (ma: Biomi Kft.) szdrmaztak. A
templat DNS a baktériumok egyéjszakds levestenyészetébdl kiindulva fagyasztasos-forraldsos

modszer szerint késziilt.

A reakcid az aldbbi program szerint zajlott: a kezdeti 94°C-os 3 perces denaturacié utan 35-
sz0ros ismétlésben a kovetkezo ciklus:

94°C-on 20 mésodperc denaturécio,

55°C-on 30 mésodperc primerkotodés,

72°C-on 90 masodperc szintézis.

A 35. ciklus utdn egy 72 °C-os, 5 perces végso extenzids 1épés kovetkezett.

A PCR termékeket 1,5%-os TAE agardz gélben futtattuk. A gélhez a kiontés eldtt a DNS
lathatova tétele érdekében etidium-bromidot adtunk 0,5 pg/ml végkoncentricioban. Az
elektroforézis horizontdlis gélrendszerben, egyszeres toménységli TAE pufferben tortént, 90-
120 V fesziiltséggel. Az elektroforézist kovetéen a géleket 302 nm hulldmhosszia UV
atvilagité asztalon digitdlis kamerdval (Kodak Digital Science DC120) fényképeztiik és a

gélfotok archivdldsahoz a Kodak Digital Science 1D programot alkalmaztuk.
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L Tablazat A vizsgalt Salmonella torzsek és azok eredete

Szerovarians Torzs Eredet Minta

S. Enteritidis SL/7293 Stocker (USA)* baromfi

S. Enteritidis 3,54, 55, 56, 57, 58, 59, 60 OEVI baromfi

S. Enteritidis 10091, 10092 MNT emberi

S. Enteritidis E 291, E 296, E 287/92, E 307/92, E 399/93 OEK baromfi

S. Enteritidis E 516, E 519, E 521, E 239, E 519/93, E 579/93, E OEK élelmiszer
899/93, E 905/93, EI 3352

S. Enteritidis 44/94, 208/94, 220/94, 225/94, 226/94, 117/94, OEK emberi
280/94,S 7,5 33,S42,S 12

S. Enteritidis 79, 80 PTE emberi

S. Enteritidis 85, 86 Humphrey (UK) emberi

S. Enteritidis 87, 88 Humphrey (UK) baromfi

S. Enteritidis LAS, 105, 857 Naughton (UK) baromfi

S. Enteritidis 90-13-206 Zijderveld (NL) baromfi

S. Typhimurium 2,8,27,2194, 2209 OEVI baromfi

S. Typhimurium 10040 MNT egér

S. Typhimurium 10041, 15007 MNT emberi

S. Typhimurium 421/101 Béabolna baromfi

S. Typhimurium 98 Bédbolna, vakcina torzs baromfi

S. Hadar 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 Babolna baromfi

S. Hadar 40 OEK emberi

S. Hadar 71,72 OEVI baromfi

S. Gallinarum 220 AEGB baromfi

S. Gallinarum 318 AEGD baromfi

S. Gallinarum 319, 320, 321 OEVI baromfi

S. Abortusequi 10007, 10008 MNT ismeretlen

E. coli TG1 (negativ kontroll) Gibson (UK) K-12 labor torzs

Badbolna: Bébolna Rt., MNT: Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti Torzsgyiijteménye, OEK: Orszagos Epidemiologiai Kozpont, QEVI:
Orszagos Elelmiszervizsgdlo Intézet, PTE: Pécsi Tudomanyegyetem, Orvosi Kar, Mirobiologiai és Immunolégiai Intézet, AEGB:
Allategészségiigyi Intézet, Békéscsaba, AEGD: Allategészségiigyi Intézet, Debrecen, *: A szdrmazdsi orszagot minden kiilfoldi torzsnél jeleztiik.
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I1. Tablazat

A vizsgélatok soran haszndlt PCR primerek szekvenciai és a termékek mérete

Gén PCR termék l.primer 2. primer )
hossza (bp) szekvenciija (5'-3") szekvenciaja (5’'-3’)
hi hinNtermPstfor hinCtermPstrev
n 590 CCCTGCAGAT GGCTACTATT GGGTATATTC CCCTGCAGTT AATTCATTCG TTTTTTTATA C
) fl1jANtermPstfor fljACtermPstrev
SiA 560 CCCTGCAGAT GGAATGTATG GCTGTAAATG CCCTGCAGTT ATTCAGCGTA GTCCGAAGAC
1B 1540 fljBatgfor fljBstoprev
CCGAATTCAT GGCACAAGTA ATCAACACTA A CGGGATCCTT AACGTAACAG AGACAGCACG
hi hixLfor hixLrev
ixL 350 CCGAATTCAT TTATTGGTTC TTGAAAACCA AG CGGGATCCGT AATTCTGATA TTAACGCCAC C
. hixRfor hixRrev
hixR 440 CCGAATTCGT AATACAGGCG TATGGCATAA AT CGGGATCCGA CAGACGCTCG ATAGCGGTGC C
. p sefliCfor sefliCoperatorrev
fliC operator 370
GGGAATTCGC CATCTTCCTT TCGATTGCAA CGGGATCCGG ACAGACGCTC AATAGCGGAA CTC
flic 1540 sefliCforatg sefliCrevstop
CCGAATTCAT GGCACAAGTC ATTAATACAA AC CCGGATCCTT AACGCAGTAA AGAGAGGACG T
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2.3. Eredmények és megbeszélés

A flagellin gének PCR-es vizsgalatit osszesen 73 vad tipusd Salmonella t6rzson végeztiik el,
amelyek szerovaronkénti megoszlasa a kovetkezoképpen alakult: Salmonella Typhimurium
(n=10), Salmonella Hadar (n=10), Salmonella Enteritidis (n=46), Salmonella Gallinarum
(n=5) és Salmonella Abortusequi (n=2). A vizsgdlatok sordn a kovetkezd,
flagellintermelésben €és fazisvaltdsban szerepet jatszé gének, DNS szakaszok jelenlétét
vizsgaltuk: (i) a két flagellintermeld struktirgént (fliC, fljB), (ii) a fliC flagellingén
represszorat (fljA), (iii) a fliC gén operator szekvencidjat valamint (iv) az invertdz rendszer
tagjait (hin, hixL, hixR), amelyek a Salmonella flagellin-fazisvéltasért feleldsek. A vizsgédlatok

eredményeit a III. tdblazatban 6sszegezziik.

I11. tablazat Egyes flagellin és fazisvaltast szabalyozé gének jelenléte kiilonboz6 Salmonella

szerovaridansokban PCR-es vizsgélatok alapjan.

fliC
Vizsgalt szerovarok Torzsek  hin  hixL  hixR  fJA  fyB  operi- fliC
szama tor
S. Typhimurium n=10 + + + + + + +
S. Hadar n=10 + + + + + + +
S. Abortusequi n=2 + + + + + + +
S. Enteritidis n=46 - - - - - + +
S. Gallinarum n=5 - - - - - + +
E. coli TG1* - - - - - - -

(* Negativ kontroll, Gibson, 1984)

A vizsgélat eredményeként azt tapasztaltuk, hogy az azonos szerovaridnshoz tartozo torzsek
mindig azonos mintdzatot adnak, de az egyes szerovaridnsok kozott a flagellin gének
jelenlétét illetGen jelentds eltérések tapasztalhatok. A S. Typhimurium, és a S. Hadar torzsek
esetében az Osszes vizsgdlt gén (fliC, fljB, fljA, fljA operdtor, hin, hixL, hixR) megtaldlhat6
volt. Ezek az eredmények a Salmonella H antigénekre vonatkozd, a Kaufmann-White-féle
szerotipizal6 rendszer alapjat is képezd szeroldgiai ismereteket DNS szinten is megerdsitik.
Ennek megfeleléen a B szerocsoportba tartoz6 S.Typhimurium és a C, szerocsoportba tartozé

S. Hadar torzsek kétféle H antigénnel - és flagellin fazissal (HI és H2) - rendelkeznek.
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Osszhangban a fentiekkel a PCR eredmények azt mutatjak, hogy a fazisvaltd rendszer elemei

és mindkét flagellintermeld struktirgén jelen vannak ezekben a szerovaridnsokban (4A. ébra).

hixL hin hixR fIjB fHA operator  fliC
— > > /
P > >
1 1 Kot6dés az
operatorhoz
inverzio g

Flagellin H2  FljA repressor

hixL’ hin  hixR’ fIjB JIA operator  JIiC
S 7 E—

|

NANNNS
Flagellin H1

4A. abra A S. Typhimurium és a S. Hadar fazisvaltakozasa (a fliC és az fIjB flagellin gének
valtakozé expresszidja). Az flj operon prométerét nagy P-vel, az expresszid irdnyat a gének

alatti nyillal jeloltiik.

Meglepé mdédon a S. Abortusequi torzsek esetében szintén kimutathat6 volt a teljes vizsgalt
flagellin és fazisvaltd rendszer. A flagellin gének teljes jelenléte ellenére azonban a B
szerocsoportba tartoz6 S. Abortusequi torzsek csak a H2 fazisban figyelhetok meg €s nem
képesek az antigénfazisuk megvaltoztatisara (4B. dbra, 5. dbra), melyre két kézenfekvo
magyardzat lehetséges. Az egyik lehet6ség, hogy a HI1 fazisért felelds fliC gén mutécidt
szenvedett, amely nem teszi lehetdvé FliC flagellin termelését, ezért a baktérium csak a H2
fazis megjelenitésére képes. A masik lehetséges ok, hogy a mutidcié a hin helyspecifikus
rekombindzban kovetkezett be, amely a fazisvéltasért felelés. Sajnos a mi PCR-es
modszeriinkkel nem lehetséges eldonteni, hogy a két mutéci6 koziil melyik all fenn és okozza
az Abortusequi torzsek monofdzisos voltat, de irodalmi adatok szerint a baktérium H2
flagellin-fazisban vald rogziilését a hin rekombindz mukodésképtelensége eredményezte

(Hanafusa és mtsai, 1993).

28



hixL . hixR fliB SfHA ,, operator _ fliC
A=K 2 T
5 > >
1 l Kotodés az
. operatorhoz

Nines ANANAS O
Inverzio Flagellin H2  FljA repressor

hix].’ hin hiXR* /B flA ., operitor __ fliC

<_P / ——

Nincs H1 flagellin termelés

4B. dbra A S. Abortusequi fazisvalté rendszere. A mutdns hin rekombindz miatt nincs

fazisvaltas, a baktérium csak H2-es flagellint termel.

A Salmonella Enteritidis, hasonléan a S. Abortusequihez szintén csak egyféle fazisu flagellint
termel. Erdekes médon azonban itt a helyzet a S. Abortusequiben megfigyelhetdnek pont az
ellentettje, hiszen a S. Enteritidis a HI flagellint termeli (van Asten és mtsai, 1995). Ezt
megerdsitve, PCR eredményeink is azt mutatjak, hogy a S. Enteritidis torzsekbdl mindig
hianyzik a H2 fazisért felelos fljB gén, a represszor fljA gén, valamint a teljes fazisvalo
rendszer (hin, hixL, hixR). Jelen van viszont a fliC és annak operator szekvencidja, amelyek

folyamatosan expresszaljdk a H1-es flagellint (4C. dbra, 5. dbra).

operator  fliC

// 1

—

l

N\NN/
Flagellin H1

4C. abra A S. Enteritidis torzsekben csak a fliC (és annak operdtora) talalhaté meg, igy ezen

torzsek csak egyes fazisa (H1) flagellint termelnek.

A S. Gallinarum és S. Pullorum t6rzseknek a teljes mozgasképtelenség és a flagellintermelés
hidnya jol ismert tulajdonsdga (ellentétben a S. Enteritidissel, amelytdl egyébként

szeroldgiailag elkiilonithetetlenek lennének). Mindazondéltal, mozgasképtelenségiik ellenére
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PCR segitségével kimutathat6 ezen torzsekbdl a kriptikus f1iC flagellin gén és annak operator
régidja (4D. dbra, 5. dbra). A jelenlévo fliC gén azonban minden valdsziniiség szerint olyan
jelentds mutaciét hordoz, amely lehetetlenné teszi fagellin termel6dését errdl a génrdl. (Zinder
és Lederberg, 1952). Igy, a flagellin gének jelenléte és mintdzata is azt timasztja ald, hogy a
Salmonella Enteritidis és Salmonella Gallinarum torzsek filogenetikailag kozelebb dllnak

egymdashoz, mint més szerovaridnsok torzseihez (Li és mtsai., 1993).

operator  fIiC

,7 |

Nincs sem H1 sem H2 flagellin

—

4D. abra A nemmozg6 S. Gallinarum torzsekben jelen van a fliC és operatora, de arrél nem

termelddik flagellin.

SA SH ST SE 8G M SA SH ST SE SG M

i
Ly

—-— - .y
' - ‘

A B

5. abra A flagellin gének PCR eredményei a kiilonbozd szerovariansok esetén. A kettes
fazisa (H2) flagellin termeléséért felelds fljB gén csak a S. Abortusequi, S. Hadar és S.
Typhimurium torzsekben van jelen (A). A fliC flagellaris struktigén az Osszes tesztelt
szerovaridnsban megtaldlhaté (B). (Roviditések: SA: S. Abortusequi, SH: S. Hadar ST: S.
Typhimurium, SE: S. Enteritidis, SG: S. Gallinarum).
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Amint a bevezetbben mar emlitettiik, az itt leirt PCR-rendszer a kulonboz6 bifazisos €és
monofazisos Salmonella szerovaridnsok flagellin génjeinek és azok szabalyozd régidinak
tesztelése céljabol késziilt. A munka tdvlati célja egy, a soron kovetkezd irdnyitott
transzpozon-mutagenezishez €s egy esetleges €16 baromfi vakcina eléallitdshoz alkalmas torzs
keresése volt.

A vizsgdlataink sordn kapott eredmények azt bizonyitjdk, hogy a flagellin tesztel6 PCR
rendszer miikodik, képes az Osszes vizsgdlat ald vont szerovaridnsbol (S. Abortusequi, S.
Hadar S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Gallinarum) kimutatni a flagellin géneket. A PCR-es
vizsgalatok megerdsitették a jol ismert szerologiai adatokat a bifazisos S. Typhimurium és S.
Hadar és a monofézisos S. Enteritidis esetében. A teljes flagellin rendszer detektalhaté volt a
vizsgdlt S. Typhimurium és S. Hadar torzsek esetében, mig a tesztelt S. Enteritidis torzsekben
csak a HI1 fazist kddold fliC gén és annak operdtora volt megtalalhato.

PCR rendszeriinkkel a monofazisos S Abortusequi torzsekben is sikeriilt kimutatni a H2 fazis
mellett a kriptikus, nem expersszdlodé H1 flagellinfazis génjét a fliC-t is. Szintén sikeriilt
megtaldlni a fliC gént és a szabadlyozé rendszer maradvanyait a mozgéasképtelen S. Gallinarum
torzsekbdl, amelyeken szeroldgiai modszerekkel flagellin nem detektalhato.

A tovabbi vakcina fejlesztési munkak céljabol a baromfi eredetli Salmonella Enteritidis E 296
(a késobbiekben: Salmonella Enteritidis 11-nek jelzett) torzset valasztottuk. Az SE11 jeli
torzs rendelkezik az Enteritidis torzsek azon eldnyos tulajdonsdgaval, hogy monofédzisos, csak
egy flagellin génje van (fliC), ugyanakkor a flagellin génje eldtt megtaldlhaté az FljA
represszor kotési helye, a fliC operator szekvencia.

A fenti tulajdonsdgok az SEI1 torzset a soron kovetkezd, flagellaris génekre irdnyitott

transzpozon mutagenezishez idealis alannya teszik.
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3. Flagellin bénitas Salmonella Enteritidisben iranyitott transzpozon

mutagenezis segitségével

3.1. Bevezetés

3.1.1. Flagellinek, mint markerek

Amint a dolgozat bevezetdjében mar kifejtettiik, a Salmonella elleni vakcindzasi lehetoségek
koziil hatékonysdguk miatt egyre inkabb az €10, ordlis vakcindk keriilnek el6térbe az eldlt
vakcindkkal szemben. Az €16 vakcindkkal val6 védekezés soran azonban nagymennyiségii é16
Salmonella baktérium keriil az 4llatok bélrendszerébe, majd ezen keresztiil a kornyezetbe. Az
allatokba és a kornyezetbe keriilo vakcina torzseknek ezért természetesen artalmatlannak kell
lenniiik, de legalabb ennyire fontos az is, hogy a vad torzsektdl egyértelmiien elkiilonithetdek
legyenek.

Az elkiilonithetdség érdekében szdmos moddon jelolni lehet a vakcina torzseket, igy
elképzelhetok genetikai, biokémiai vagy szeroldgiai jelolések. A felsorolt lehetdségek koziil
taldan a szerol6giai markerezés a legkézenfekvObb, hiszen a vad torzsektdl a Salmonella
vakcina 4thangol6 hatdsan keresztiil is megkiilonboztethet6. Igy egy ,.szerolgiai jelléssel”
ellatott torzzsel immunizélt dllomanyrél mér az elsé diagnosztikai 1épések sordn kideriilhet,
hogy vakcina-, vagy vad torzs okozta dthangol6déasrél van-e szo.

A ,szeroldgiai jelolés” legegyszerlibb moddja, ha negativ fehérjemarkerrel latjuk el a
baktériumot, vagyis egy jO antigenitdsu sejtfelszini fehérjét elimindlunk a vakcinajelolt
torzsrol. E célbdl megfeleldonek tiint a Salmonella Enteritidis esetében a flagellin fehérjét
megcélozni, nem csak jé antigenitdsa miatt, hanem monofazisos szerovaridnsrol 1évén sz6 az
egyetlen flagellin gén esetleges kiilitése nem mozgé fenotipust eredményez,
makroszkopikusan vizsgalhaté markerrel latva el a torzset.

Az eloz6 fejezetben vizsgalt S. Enteritidis torzsek amellett, hogy monoféazisosak voltak, DNS
szinten is csak egyetlen flagellin gént hordoztak, a fliC-t. Ez a jellegzetesség, az fljA
represszor hidnydval és az operdtor szekvencia jelenlétével egyiitt, optimalis célszervezetté

teszi a S. Enteritidist az irdnyitott transzpozon-mutagenezis végrehajtasdra.
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3.1.2. Transzpozonokon alapulé mutagenezis rendszerek

A mobilis genetikai elemek (IS elemek, transzpozonok) mint mozgékony, athelyez6désre
képes DNS szakaszok, képesek a gazdaszervezet genomjdba integralddni, és ott mutiacidkat
létrehozni. Ezzel a genom kutatdsdnak és atalakitdsdnak kivadlo eszkozei lehetnek. Az
inszerciok 4ltal generdlt muticidknak igen fontos elénye, hogy nem csupédn fenotipusuk
detektalhato, hanem egyuttal “fizikailag” is megjelolik a mutans gént. Ily médon hatékony
inszerciés mutagenezist tesznek lehetévé, melynek révén mutdcidkat hoznak 1étre vagy
véletlenszertien, vagy kozel véletlenszeriien, ez utébbi esetben muticids célpontként
kivalasztva bizonyos szekvencia-mintazatokat (,,hot-spot”).

A bakteridlis eredeti IS30 inszerciés szekvencia (Dalrymple és mts. 1984) egy részletesen
tanulmanyozott mozgékony elem, mely 1221 bp hosszi és egyetlen nagy nyitott leolvasési
kerete a 44,3 kDa méretli transzpozdz fehérjét kédolja. Az elem két sz€lén 26 bazispar
hosszisdgi IR végek (inverted repeat, forditott irdnyd ismétlédés) talalhatok.
Génatrendezddés esetén az IR végek mellett hasitodik ki az elem. Azonban ezt a reakciét
megeldzi az elem igen aktiv transzpozicids intermedier formdjanak kialakuldsa (Olasz és
mtsai, 1993, Kiss és Olasz 1999), amely két azonos orientdciéban egyméshoz kapcsol6dé 1S
elembdl 4ll — jelolése: (IS30), —, amely kozel 1000-szer nagyobb transzpozicids gyakorisaggal
jellemezhetd, mint a monomer forma. A transzpozicié sordn az (IS30), struktira megoldddik,
s az igy kialakult inszerciés termék mar stabil.

Az 1S30 rendelkezik sajat targetspecificitdssal. A ,,hot spot” szekvencidi egy konszenzussal
jellemezhetOk, amely azonban a legtobb poziciéban nem szigordan meghatirozott (Olasz és
mtsai, 1998).

A transzpozaz fehérje, amely a reakciét katalizdlja, mind cisz, mind transz helyzetben aktiv,

ami azt jelenti, hogy a transzpozaz gén az aktiv (IS30), strukturatdl kiilonvalaszthato.

3.1.3. Az iranyitott mutagenezis rendszer felépitése

Az éaltalunk itt kidolgozott mutagenezis rendszerrel célunk volt, hogy az IS30 transzpozaz
célszekvencia specificitisdnak irdnyt szabjunk azdltal, hogy az FljA flagellin represszor
(DNS-ko6t6) fehérjét kapcsoljuk hozza. Ezzel egy olyan transzpozon inszerciés mutagenezis

rendszert kivantunk 1étrehozni, amely képes az inszercidkat a fliC operétor régiéra — ami az
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FIjA represszor felismerd helye — és annak kozvetlen kornyezetében 1évo flagellin génekre

iranyitani.

A transzpozicid irdnyultsdgat biztositoé fuzids fehérje tehat a kovetkezd két esszencidlis

doménbdl allt:

i) DNS kot6 domén: FljA represszor fehérje mely felelés a fliC operator
célszekvencia felismeréséért.

ii.) A transzpozdz domén: IS30 transzpozdz fehérje, amely az integracio

lejatszodasaért felelds.

Maga a rendszer harom funkcionalis komponensbdl allt:

1.) Célszekvencia: fliC operator, amely megfelel az FljA represszor fehérje Aaltal
felismerendd szekvencidnak. Ez a szekvencia a fliC és fliD gének altal hatdroltan
helyezkedik el a Salmonella kromoszéman.

2.) A fentebb ismertetett FIjA-IS30 fuzids fehérje, amely egy e célbdl bejuttatott plazmid
DNS-r6l szintetizdlédik €és az integraciés donor szekvencia beépitését végzi a
célszekvencidba.

3.) Integracids donor szekvencia, amely a transzpozaz aktiv helyét (az (IS30), struktira)
egy marker génnel (Cm"®) kapcsoltan tartalmazza, s egy masodik, ,,donor” plazmidon

helyezkedik el (1asd késébb az 5. abran). Ez a plazmid integralédik a célszekvencidba.

Célok
A fenti mutagenezis rendszerrel végzett kisérleti munka célja egy megfeleld negativ fehérje
markerrel ellatott Salmonella Enteritidis mutdns eldéllitdsa volt, amely a munka késébbi
fazisaban egy él0, ordlis baromfi vakcina alapjdul szolgdlhat. A mutagenezis célpontjat a H
antigén termelddésért felelds flagellin gének — elsdsorban a fliC operitor és kdrnyezete —
jelentik A feladatot egy uj megkozelitéssel — irdnyitott transzpozicidval — terveztiik

végrehajtani.
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3.2. Anyagok és modszerek

3.2.1. Baktériumtorzsek

TG1: Escherichi coli K-12 supE hsdD5 thiA(lac-proAB) F (traD36 proAB" lacl’ lacZAM15)
(Gibson, 1984)

S17-1 A pir: Escherichi coli K-12 konjugativ térzs, pro thi recA Apir hsdR (r m*) Tp® Sm® [Q
RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7] (Simon és mtsai, 1983)

SE11: Salmonella Enteritidis 11, 1-es fagtipusu, baromfi eredetli vad torzs

3.2.2. Taptalajok, antibiotikumok

Bakteridlis tdptalajként LB tdpfolyadékot és agart (Sambrook és mtsai., 1989) haszndltunk.
Elektropordlds utdn a sejtek regenerdldsdhoz SOC médiumot (Sambrook és mtsai., 1989)
hasznéltunk. Az antibiotikumokat (Sigma) minden esetben az aldbbi koncentrdciéban

hasznaltuk: ampicillin (Ap): 150 ug/ml, kloramfenikol (Cm): 20 pg/ml.

3.2.3. Plazmidok

A munkank sordn felhaszndlt és eldallitott plazmidok leirdsat az Eredmények fejezetben

kozoljik.

3.2.4. Standard mikrobiolégiai és molekularis bioldgiai eljarasok

A kiilon nem részletezett molekuldris biolégiai moddszereket és a sziikséges oldatokat

Sambrook és mtsai. (1989) szerint alkalmaztuk.

Enzimek
A polimerdz lancreakciéhoz Pwo polimerdzt (Roche), vagy Tag polimerazt (MBI Fermentas)
hasznaltunk.
A kisérletek sordn hasznalt restrikciés endonukledzok (BamHI, Bgll, Bglll, Clal, EcoRlI,
EcoRV, Hindlll, Pstl, Sall, Xbal, Xhol) az MBI Fermentas valamint a Boehringer-Mannheim
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cégek termékei. A restrikciés emésztésekhez ugyancsak a Fermentas illetve a Boehringer-
Mannheim féle pufferrendszereket hasznaltuk.

Az altalunk hasznalt T4 DNS ligdz enzim az MBI Fermentas terméke volt.

Polimeraz lancreakcié (PCR)
A PCR-rel eldallitott klonozandé fragmentumok amplifikdlasdhoz hibajavité aktivitassal is
rendelkez0 Pwo polimerdzt, mig a tesztelésekhez 7Taq polimerazt haszniltunk. A PCR
paraméterei az el6z0 fejezet 2.2.2. pontjdban leirtakkal azonosak voltak. Az fljA gén
klénozasdhoz haszndlt fljANtermPstfor és fljACtermPstrev primerek szekvencidi a IL

tablazatban talalhatoak.

Plazmid DNS tisztitas
A Birnboim-Dolly féle lugos gyors plazmid izolélas szerint (Birnboim és Dolly, 1979) tortént:
- E. coli sejteket 2 ml antibiotikumtartalmi LB-ben egy éjszakan 4t novesztettiik
- 1,5 ml-t Eppendorf cs6be ontve centrifugéltuk (2°, 10000 g)
- 100 ul lizis (I-es) oldatban felszuszpendaltuk, 10 inkubdlés jégen
- 200 ul alkalikus SDS (II-es) oldatot hozzdadva dvatosan kevertiik, 5’ inkubdlas szobahdn
- 150 ul 3 M natrium-acetét (II-as) oldatot (pH 4,8) hozzdadtunk, 15’ inkubélés jégen
- centrifugdlds (15°, 12000 g), feliiliszéhoz 1 ml tdmény etanolt adva inkubaltuk: 15° -20 °C
- centrifugélas (15°, 12000 g)
- a kitilepedett DNS-t kétszer 70%-os etanollal mostuk
- szaritas, feloldds 70 ul TE-ben

Restrikcios emésztés
1-5 ul plazmid DNS-t, amely 50-200 ng DNS-nek felel meg (Birnboim-Dolly médszer szerint
tisztitva)
2 ul puffert (Boehringer-Mannheim vagy Fermentas pufferrendszer szerint)
10 egység (1 wl) restrikcios endonukleazt (kettds emésztésnél 1 pl a masik enzimbdl is)

desztillalt vizzel 20 pl-re kiegészitettiink
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Ligalas
-2 ul (kb. 20-50 ng) vektor DNS-t
-5 ul (kb. 100-200 ng) fragment DNS-t
-2 ul ligaz puffert
-1 pl (5 egység) T4 ligdz enzimet
-10 pl H,O-t 6sszekevertiink, egy €éjszakén at inkubdltuk 15 C°-on.

Elektrokompetens sejtek készitése
-200 ml LB-ben antibiotikum mellett (ha sziikséges volt) novesztettiik a sejteket, mig elérték a
600 nm-en mért 0,5-0,8 kozotti optikai denzitést.
- 15 percig 5000 g-vel 4 C°-on centrifugéltuk.
- A sejteket szuszpenddltuk 200 ml ionmentes vizben.
- 15 percig 6000 g-vel 4 C°-on centrifugaltuk.
- Szuszpendalds 100 ml ionmentes vizben.
- 15 percig 6000 g-vel 4 C°-on centrifugaltuk.
- Ismét szuszpendaltuk 100 ml ionmentes vizben.
- 15 percig 6000 g 4 C°-on centrifugaltuk.
- A sejteket 4 ml 10%-os glicerin oldattal mostuk
- 20 percig 7000 g 4 C°-on centrifugaltuk.
- A sejteket 0,4 ml 10%-os glicerin oldatban felszuszpendaltuk
- Az igy elkésziilt kompetens sejteket 40 pl-enként Eppendorf csévekbe szétosztva -70 C°-on

taroltuk.

Elektroporalasos transzformalas
- A plazmid DNS prepardatum 1 pl-ét hozzaadtuk 40ul kompetens sejthez
- A keveréket 2 mm elektréd tava specidlis, elektropordldshoz alkalmas kiivettdba helyeztiik
at, majd
- Az elektroporator (BTX) bedllitdsa utdn (SOuF kapacitds, 129Q ellendllés), a fegyverzeteken
es0 0,9 kV fesziiltségel sokkoltuk.
- Elektromos sokk utdn, a baktériumokat SOC kozegben, 1,5 6ran at, 37°C-on, kozepes
erdséggel rdzatva novesztettiik.
- A transzformdlt sejteket kiilonb6z6 higitdsban a megfeleld antibiotikumot tartalmazé LB

lemezekre szélesztettiik, s a lemezeket 37°C-on, éjszakén at inkubdéltuk.
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A fuziés fehérje termelédésének ellenérzése
- A fehérje termeld baktérium egy éjszakds levestenyészetébdl 0,5 ml-t dtoltottuk 4,5 ml,
antibiotikummal kiegészitett LB tdplevesbe, majd egy 6rdn at razatva inkubaltuk 37°C-on.
- Az igy felfrissitett tenyészetet két 2 ml-es részre osztjuk, melyek koziil az egyiket 10 ul 100
mM-os IPTG oldattal indukéltuk. Az indukdlatlan és az IPTG-vel indukdlt tenyészeteket
tovabb inkubaltuk 3 dran at, 37 °C-on.
- A baktérium tenyészeteket 0,5 ml fizioldgids sdoldattal mostuk.
- A mosott tenyészetet felvettiik 200 pl SDS mintapufferben, melyet 20 pl merkeptoetanollal
egészitettiink ki.
- A teljes fehérje kivondshoz a szuszpenziét 5 percig forraltuk.
- Az igy nyert mintak 3 pl-ét 8%-os poliakrilamid gélen futtattuk

- A gélt Coomassie Brilliant Blue festékkel festettiik.

3.2.5. Szekvencia analizis

A GCG program-csomag (Wisconsin Package Version 10.2) felhaszndldsdval tortént. A
szekvencidk Osszehasonlitisit NCBI GenBank adatbanki adatokkal az NCBI BLAST
szoftvercsomag blastx (BLAST Nucleotide query - Protein db), blastn (standard nucleotide-
nucleotide BLAST) és BLAST 2 Sequences similarity search (Altschul és mtsai. 1990)

programjaival végeztiik.

3.2.6. Transzpozon mutagenezis baktérium konjugaciéval

1. A donor és recipiens torzsek leoltdsa ferde agarrdl a megfelel antibiotikumokkal
kiegészitett 2 ml LB levesbe .

2. Inkubacid, 37°C, O/N, razatva

3. Centrifugéltuk a tenyészetek 1,5 ml-ét 10000 rpm-en, 5 percig (Osszegytjtjiik a sejteket).

4. Mostuk a sejteket 1 ml steril fiziol6gids sooldattal, hogy megszabaduljunk az
antibiotikumok maradvanyaitol.

5. Centrifugélads 10000 rpm-en, 5 percig.

6. Reszuszpendaltuk a sejteket 1 ml steril fiziol6gids sdoldattal.
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7. Konjugicios 1épés: osszekevertiink 100 pl donor és 100 ul recipiens tenyészetet steril
tivegbottal egy antibiotikum mentes LB agar felszinén. Kontrollként a donor és a recipiens
torzs szintenyészetét kiilon is szélesztettiik.

8. Inkubacid, 37°C, 5 6ra

9. Az 6t 6ra alatt kindtt baktérium pdazsitot 3 ml steril fiziol6gids séoldattal lemostuk, majd
tizes 1€ptékii higitasi sort készitettiink négy 1épésig.

10. Az egyes (1., 2., 3. és 4.) higitasi 1épésekbdl Ap, Cm tartalmui LB lemezekre100-100 pl-t
szélesztettiink.

11. Inkubécid, 37°C, O/N

12. A konjugécié eredményeként kindtt izoldlt telepeket megszamoltuk, hogy meghatdrozzuk

az Osszes, a donor, a recipiens €s a transzkonjugansok csiraszamat, majd a transzkonjugans

telepeket steril fogpiszkdldval atoltottuk Ap, Cm tartalmi LB lemezekre, hogy az esetleges

donor és recipiens maradvanyoktol biztosan megszabaduljunk.

3.2.7. Motilitas teszt

A transzpozon mutagenezis eredményeként kinétt Ap" és Cm" Salmonella Enteritidis
mutansok mozgasképességét lagyagaros teszttel vizsgaltuk. Az egyes mutidnsokat az izolalt
teleprol levagott végli tliszerli oltdkaccsal szelektiv (Ap + Cm) LB 0,1% agart tartalmazd
csovek felsd harmaddba szdrtuk. 24 6ra 37°C-on torténd inkubdlds utdn a baktériumok

mozgésképességét vizsgaltuk.
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3.3. Eredmények

3.3.1. Elozetes kisérleti eredmények

Amint azt a 2.3. fejezetben mar részletesen ismertettilk, az irdnyitott mutagenezis
elokisérleteiként 6t Salmonella szerovaridns tobb, mint 70 torzsét vizsgaltuk meg kiillonb6zo
flagellin gének jelenlétére. A megvizsgalt 6t szerovaridns (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Hadar, S. Gallinarum és S. Abortusequi) eldszlirése a mutagenezis szempontjabol fontos fIjB,
hin, hixL, hixR, fliC, fliC operdtor és fljA szekvencidkra irdnyult. A vizsgdlatok azt mutattdk,
hogy a S. Enteritidis torzsekben, (ellentétben a tesztelt mozgasképes egyéb Salmonella
szerovaridansok mindegyikével, igy a S. Typhimuriummal) csak egyetlen flagellin gén, a fliC
és a fliC operétor szekvencidja van jelen (2.3. fejezet, IIl. tdbldzat), mely utobbi egyben az
FljA represszor fehérje kotodési helye.

Az, hogy a S. Enteritidis csak egy flagellin génnel rendelkezik, s hogy ugyanakkor e mellett a
gén mellett jelen van az FljA kotéhelye (a fliC operator), idedlis mutagenezis célpontta teszi

ezt a szerovarianst.

3.3.2. A mutagenezis rendszer kidolgozasa

Az eldzéekben leirtak alapjan a S. Enteritidis fliC génjének irdnyitott transzpozon
mutagenezisére koncentraltunk, mely régidban célszekvenciaként a fliC gén operdtora
szerepel.

A transzpozaz termel6 konstrukciot (6. dbra) gy hoztuk 1étre, hogy az IS30 transzpozaz C-
termindlis régidjdhoz fuziondltuk a fliC operator represszorat, az FljA-t kodolo szakaszt.
Ehhez alapvektorként rendelkezésre 4llt az Amp® pJKI132 plazmid (Farkas és mts. 1996)
melyben az IS30 transzpozdz gén expresszidja egy indukalhaté tac promoéter kontrollja alatt
all. Iranyitott mutagenezissel az IS30 utolsé kédonja utdn a megfeleld leolvasasi keretbe egy
Pstl hasitohely keriilt beépitésre, igy lehetové valt erre a helyre gének klonozésa. Els6
1épésként az fIljA gént amplifikaltuk ugy, hogy a PCR-hez hasznalt primerek 5 végei a
megfeleld leolvasasi keretben tartalmaztak a klonozashoz sziikséges PstI hasitohelyeket.

A ftzi6s transzpozazt termeld pFOL1111 plazmid (6. dbra) készitésekor a pJKI132 plazmid
HindlIII helyén a 0,78 kb-os HindIII fragmentet cseréltilk a pMSZ165 (Szabd és mtsai., 2003)

1,3 kb-os fragmentjére. Ez utdbbi tartalmazta a az 1S30 utols6 kddonja utdn a megfeleld
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leolvasasi keretben a Pstl hasitohelyet — ez a konstrukcié a pFOL1070. A pFOL1070 Pstl
helyére klonoztuk az fljA gént tartalmaz6 PCR fragmentet.

Bizonyitandd, hogy a klonozott f[jA gén nem tartalmaz mutaciot €s a megfeleld leolvasdsi
keretben csatlakozik az IS30 transzpozaz génhez, az fIjA szekvencidjat meghatdroztuk és

szamitégépes szekvencia-analizissel ellendriztiik.

lacla ApR

IS30 [GA

tac
JHA-IS30 fiizié

6. abra A fuziés transzpozazt termelé pFOL1111 plazmid szerkezete. Az ampicillin
rezisztencia markerrel ellatott plazmid a fac promoter kontrollja mellett termeli a fuzids FljA-

IS30 fehérjét.

Az integracios donor szekvencianak egyrészt tartalmaznia kell a transzpoziciéban aktiv
(IS30), strukturat (de aktiv transzpozdz nélkiil), mésrészt egy marker gént. Célszerli, ha a
konstrukcié konjugativ plazmid, azaz képes atjutni a mutagenizalni kivant baktériumba, dm
ott nem képes replikdciéra. Ezek a jarulékos tulajdonsdgok a késobbi tesztelési eljardsokat
nagy mértékben megkonnyitik, mivel nem kell szdmolni a plazmid fennmaradéasdval.. Ezért
mi a pLOFKm alap plazmidbol (Herrero €s mtsai, 1990) tobb 1épésben allitottuk eld a
felhaszndlni kivant konstrukciét, a konjugativ pFOL1069 plazmidot, mely Cm"® rezisztenciat
hordoz. Ez a konstrukci6 csak az S17-1 A-pir E. coli térzsben képes replikdciora, mas E. coli

torzsekben és Salmonella Enteritidisben nem (7. abra).
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Mob funkciok

def R6K rep. ori.

] CmR

IS30 intermedier

7. abra A transzpozicios donor pFOL1069 plazmid szerkezete. A kostrukci6 tartalmazza a
reaktiv (IS30), intermedier struktirat, a konjugacidért felelds mob géneket és a kloramfenikol
rezisztencia gént. Replikdcids origdja a defektiv ROK, amelynek miikodéséhez a A-pir

funkciok sziikségesek.

3.3.3. Iranyitott mutagenezis kisérletek

A rendszer elméleti miikodését az 8. dbra szemlélteti, mely szerint a mutagenezis kisérleteket
a kovetkezoképpen végeztiik.

A fiiziés transzpozazt termelé pFOL1111 konstrukciét (Ap®) elektroporciéval bejuttattuk az
SE11 Salmonella Enteritidis torzsbe. Hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogy a transzpozaz
fehérje IPTG indukcié hatdsédra termelddik, a sejteket IPTG indukcié utdn feltartuk és SDS-
PAGE gélelektroforézissal gyd6zodtink meg a transzpozdz fehérje indukciéjardl. Ez
megteremti a feltételét annak, hogy ha konjugicidval bejuttatjuk a pFOL1069 integracios
donor konstrukcidt is (amely nem tartalmaz transzpozdz gént, s nem képes replikdciora
Salmonella torzsekben), akkor az integralédni fog a bakteridlis kromoszomara. Az integraciét

a Ap®, Cm"® Salmonella telepek megjelenése jelzi.
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S. Enteritidis 11 E. coli S17-1 lambda-pir

oeerétor fliC Rep. funkciok Tra. funkcidk
MWWV VWY
Kromoszéma Kromoszdéma
Mob. funkciok
Tpéz termel pR
Q‘p:IQA Def R6K repd

IS30-TJA fuizi6

IS30 intermedier

Konjugacié

S. Enteritidis 11

NNV

( Tpaz termeld ) TCélszekvencia
Donor
/{zgﬂ“—)
em replikalodik

Transzpozicio

S. Enteritidis 11 non-motil

‘Tpéz termeld )

8A. abra Az iranyitott transzpozici6 menete. A folyamat elsé 1épéseként bakteridlis
konjugacid sordn az integracids donor szekvencidt hordozé pFOL1069 plazmid atjut a S.
Enteritidis 11-be. Az SE11-ben a konjugicié idépontjdban mar jelen van a fiziés (IS30-FljA)
transzpozaz fehérje (mely a pFOL1111 plazmidrél termelddik), igy az IS30 intermedier
megjelenésekor gyorsan lejatszdik a transzpozicids reakcié. Mivel a pFOL1069 nem képes
replikédlédni a recipiensben, ezért a kloramfenikol rezisztens Salmonella telepekre szelektdlva

az inszercids mutdnsokat kapjuk.
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Az iranyitott transzpozicié elve

operator fli operon
R 0 S

IS300rfA | _f/A |

IS 30-fA fuizi6
mRNS,
1. fehérjeszintézis
A fiiziés transzpozéz kétddése Az operétor ré'gié k6rny'ezgte a Salmonella
Fuzi6s transzpozaz az operator régidhoz romoszoman
operator fli operon
’ J
IL m
Az inszerciés donor plazmid Az 1S30 kétédése az IR
veégekhez
Mob funkciok operator fli operon
D rep funkciok
CmR
I1I.
(1830),
intermedier

CmR

intermedier

A donor plazmid beépulése

IV.
Kévetkezmény: inszerciok a target (operator)
szekvencia kérnyezetében
operator IR CmR IR fli operon

8B. abra Az iranyitott mutagenezis elve. I. A fiziés IS30-FljA fehérje termelddik a

pFOL1111 plazmidrdl. II. A fGziés transzpozdz kotddik az FljA célszekvencidjahoz, a fliC

operatorhoz. IIl. A fizids transzpozaz szintén koti az inszercidés donor pFOL1069 plazmidot a

reaktiv (IS30), intermedieren keresztiil. IV. Az inszercié sordn a teljes donor plazmid a

célszekvencidba épiil, ezzel mutacidt okozva a fliC operéator kornyezetében.
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Elvégezve a kisérletet (8. dbra) megéllapithattuk, hogy a kontroll kisérletekben (donor és
recipiens csak 6nmagdban van jelen) nem, vagy csak elhanyagolhaté mértékben kaptunk Cm"®
Salmonella telepeket. Amikor viszont mind a transzpozaz termeld, mind az integraciés donor
jelen volt, akkor a transzpoziciés gyakorisdg, 10™ érték koriil mozgott tobb fiiggetlen
kisérletben. A rendszer tehat reprodukdlhatéan miikodott (IV. tablazat).

Kontrollként olyan izogénikus transzpozicios rendszert hasznaltunk, ahol az IS30
transzpozazt nem fuziondltattuk semmilyen DNS-ko6t6 fehérjével (pJKI132, vad tipusu IS30
transzpozazt termeld plazmid), azaz ebben az esetben nem beszélhetiink irdnyitasrol. A
mutécids gyakorisag tekintetében a kontroll és az irdnyitott transzpozicids rendszer kozott

nem tapasztaltunk eltérést.

IV. tablazat Az iranyitott (FIjA-IS30) és a vad (IS30) transzpozaz transzpozicids
gyakorisdgai S. Enteritidis 11 jeli torzsben. (A konjugéciés donor térzs minden esetben az E.
coli S17-1 A pir pFOL1069 Cm® torzs volt.)

Kiilonb6zo Teljes csiraszam  Mutans csiraszam Transzpozicios
transzpozazt log CFU/ml: (Ap®, Cm®) gyakorisag:
termeld recipiens log CFU/ml:
torzsek:
SE11 10,48 <1,00 <-9,48
SE11+FIjA-IS30 10,27 6,48 -3,79
SE11+FIjA-IS30 10,39 6,64 -3,75
SE11+FIjA-IS30 10,16 6,39 -3,77
SE11+IS30 10,06 5,98 -4,08
SE11+IS30 10,20 6,19 -4,01
SE11+IS30 10,12 6,28 -3,84

3.3.4. Az izolalt mutansok analizise

A mutagenezis sordn 6sszesen 1200 Ap®, Cm® Salmonella telepet izolaltunk. Ezek koziil 600
egyedi mutans az FljA-IS30 fizids transzpozazzal végzett kisérletbdl-, masik 600 pedig a vad
tipusu IS30 transzpozéazzal végzett kontroll kisérletbdl szarmazott. Ezek mindegyikét
fenotipusosan vizsgaltuk, azaz motilitdsukat egyedi lagyagaros csOkisérlettel teszteltiik. Az
eredmények szerint a fliziés transzpozdzzal nyert mutansok dontd tobbsége, tobb mint 50 %-a

sériilt motilitast mutatott, és ezek koziil négy teljesen mozgasképtelennek bizonyult (9. dbra).
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Ezzel szemben a kontroll kisérletben a csokkent motilitdsiak ardnya nem haladta meg a 2,5%-

ot, nem mozgd mutdnst pedig egydltalan nem talédltunk (V. tdblazat).

V. tablazat A fizids és a vad transzpozazzal eldallitott mutansok mozgasképessége

A mutdns fenotipusok megoszldsa a modositott transzpozdz esetében:

Nem mozgo: Gyengén mozgo: Mozgé (vad): Osszesen:
4 309 287 600
0,7 % 51,5 % 47,8 % 100 %

A kontroll (vad transzpozdz) esetében:

Nem mozgo: Gyengén mozgo: Mozgé (vad): Osszesen:
0 13 587 600
0 % 2,2 % 97,8 % 100 %

Az izoldlt mutdnsok analizise sordn szamos esetben klénoztuk és szekvendltuk a
beépiilés helyét, elsdsorban azokra az esetekre koncentrdlva, amikor nem mozgé €s csokkent
motilitdsti mutdnsokrodl volt sz6. A négy nem mozgd mutans koziil hdrom esetben az inszercid
a fliD génben kovetkezett be. A fliD a bakteridlis csillé kampdjanak felépitésében jatszik
szerepet (,,hook associated protein”), és fizikailag kozvetleniil a fliC operatora mellett
helyezkedik el. A negyedik nem mozgé mutdns esetében a szekvencia adatok szerint az
inszercié az yjjY elnevezésii, ismeretlen funkci6ji ORF-ben kovetkezett be. Az yjjY gén
terméke a feltételezések szerint egy belsd membran fehérje, amelynek muticidja onmagaban
nem magyardzza a mozgasképtelen fenotipus megjelenését, azonban egy rejtett, nem
azonositott, mozgasért felelés génben meglévd muticid lehetdsége ebben a mutidnsban nem

zarhato ki.
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9. abra A vad tipusu (+) és a nem mozgo6 (-), fliD mutans Salmonella Enteritidis 11 torzsek
lagyagaros csObe oltva. A nem mozgé mutdnsok szaporoddsa a szirdsi csatornra
korlatozodik.

A csokkent motilitdsi mutdnsokban az inszerciok jelentds része egy ,.forrd taldlati helyet”
(hot spot) reprezentdl, ami szintén a fent emlitett yjjY génnel azonosithaté (10 szekvendlt
izolatum — VII tabl4zat). Miutdn a szekvendlt, gyengén mozgd mutansok kdzott nagy
szdmban taldltuk meg az yjjY mutdnst, teszteld primereket terveztiink az itt bekovetkezett
inszercié azonositdsdra. Ezel a PCR-rel nagy szdmban taldltunk yjjY mutdnsokat nem csak a
gyengén mozgo, de a motilis kategdridban is, a fizids transzpozdzzal eldallitott mutansok
kozott Az inszercios helyek szekvencidja azonban limitdlt homol6égiat mutat az 1S30-ra
jellemzd konszenzus, tn. CIG szekvencidval (V1. tablazat) (Olasz és mts. 1998). A gyengén
mozgd mutdnsok beépiilési helyei kozott sok olyat is taldltunk, amelyek csak egy vagy két
esetben fordultak elo. fgy mutaciét detektaltunk szamos ismert: ytfM, caiC, invG, malT, trkA
és feltételezett: STM0042, STM 1133, STM1251, STM2588, STM4463, STM4465 gén

szekvencidjaban is (VIL tabl4zat).
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VI. tablazat Az iranyitott mutagenezis soran nyert nem mozg6 és gyengén mozgd mutansok

inszercids helye, és az IS30 konszenzus target-szekvencidja (CIG). A tablazat alatt kiilon is

osszehasonlitottuk a CIG és az yjjY szekvencidjat, az azonossagokat pirossal kiemelve. (W: A
vagy T, N: G, A, T vagy C, R: G vagy A, Y: C vagy T)

MUTANS ERINTETT FENOTIPUS INSZERCIO PONTOS HELYE

GEN
SE11/2102 fliD Nem mozgo AAGTTAAAGAAGGCG AT TATCAGCTTGTACTG
SE11/2214 yijY Gyengén mozgd AGTGCATCAAGAACG CA ATTACGTACTTTAGT
SE11/2048 stm 0042 Gyengén mozgé TTGCTAAAGAAGGGG AT AGCGATGATAAACAG
SE11/2063 caiC Gyengén mozgé TCCATAAAAGAGGGA AC CTTGAACTTCGCCAT
SE11/2103 invG Gyengén mozgé TTGCTAACAATGACA GG CTCCTTITAGCTIGTAG
SE11/2341 malT Gyengén mozgé GAGGCAAAACAGGCA AC GTCCTGGTGTGTAAA
SE11/2335 STM1133 Gyengén mozgd CGGCTAAAGCGGGTA AA CACGTGTTTTGTGAA
SE11/2001 STM1251 Gyengén mozgd TATTTAATAGAGGCA GG TATGAAATTAGCGCT
SE11/2368 STM2588 Gyengén mozgd CTGCTTAACTTAACG AT ACCTTTTTTCGTCAG
SE11/2403 trkA Gyengén mozgd AAACTGCAAAACACG AT CGTCTTTTTTGGCGA
SE11/2518 STM4463 Gyengén mozgd CCGGCGAAGGACGCC GC TGGGGATTTACGGAA
SE11/2004 ytfM Gyengén mozgd CGCCTAAAGATAGCG GC GGCAATCTTAAAGGC
SE11/2262 STM4465 Gyengén mozgd ATCAGGCGGATATCC AT GCCCATCTTCGCCGC
CIG: az IS30 konszenzus célszekvencidja TAAAAAWGGCN RY CGCNWTTTTTA

TAAAAAWGGCN RY CGCNWTTTTTA CIG
AGTGCATCAAGAACG CA ATTACGTACTTTAGT yijY

VII tablazat A csokkent mozgéasképességli mutdansok €s az inszerciot szenvedett gének

funkciéja.
ERINTETT FENOTIPUS MUTANSOK FUNKCIO
GEN SZAMA
JiD Nem mozgé 3 A bakterialis csillo felépitésében jatszik szerepet
Y Gyengén ill. nem 10 Altalanos fiziologias szabalyozas

mozgo
stm 0042 Gyengén mozg6 1 Feltételezett natrium-galaktozid szimporter
caiC Gyengén mozg6 1 Krotonobetain / karnitin CoA ligaz
invG Gyengén mozg6 1 Kiilsé membranhoz kapcsolddé invazids protein
malT Gyengén mozg6 1 A mal gének transzkripcids aktivatora
STM1133 Gyengén mozg6 1 Feltételezett dehidrogenaz
STM1251 Gyengén mozg6 1 Feltételezett chaperon (small heat shock protein)
STM2588 Gyengén mozgd 1 Gifsy-1 profdg membran fehérje
trkA Gyengén mozgd 1 A TRK rendszer kélium felvevd fehérjéje
STM4463 Gyengén mozgd 2 Feltételezett arginin represszor
ytfM Gyengén mozgd 2 Feltételezett kiils6 membran fehérje
STM4465 Gyengén mozgd 1 Feltételezett ornitin-karbamoil transzferdz
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3.3.5. Az FljA-IS30 fazios transzpozaz fenotipusos hatasa

Minthogy a gyengén mozgd mutdnsok esetében tobbnyire olyan génekben tortént inszercid,
amelyek nem, vagy csak kozvetve hozhatok Osszefiiggésbe a mozgékonysaggal, felmeriilt a
gyanu, hogy a motilitds csokkenésért nem minden esetben az elszenvedett muticid, hanem
esetleg a bevitt és nagy mennyiségben termelddo fizids FljA represszor fehérje felelds. Ez a
gatl6 fehérje ugyanis - amely S. Enteritidisben természetes koriilmények kozott nincs jelen -
éppen a fliC gén gatlasat végzi. Igy egy olyan szerovaridnsban, ahol ez az egyetlen flagellin
gén van jelen az FljA-IS30 fuziés fehérje csokkent motilitdst eredményezhet. Ezt a
lehetdséget tisztazand6 kontroll kisérletet terveztiink, amelyben a vad IS30 és a ftziés FljA-
IS30 transzpozéaznak az SE11 torzs mozgasképességre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk ugy, hogy
az inszercids donor szekvencia (pFOL1069) nem volt jelen a rendszerben, tehat mutacié nem
torténhetett.

A kisérlet eredményeként azt tapasztaltuk, hogy mig a vad IS30 jelenléte esetén nem véltozik
a torzs fenotipusa, addig a fuzids transzpozdaz jelentésen képes csokkenteni a
mozgéasképességet Salmonella Enteritidis 11 térzsben (10. dbra). Ez a represszor hatdsnak
koszonhetd csokkent motilitds az id0 eldrehaladtdval viszont egyre kevésbé kifejezett, és 48

ora elteltével a vad tipustdl elkiilonithetetlenné valik a lagyagarba oltott torzs.

10. abra A vad tipusud transzpozaz (1, 2, 3) és a fuzids, FIjA-IS30 transzpozaz (4, 5, 6)

motilitasra gyakorolt hatdsa a S. Enteritidis 11 torzsben.
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Fontos hangsulyozni, hogy a represszor okozta csokkent motilitds csak szelektiv lagyagarban
figyelhetd meg. Szintén kiemelendd, hogy a teljesen mozgasképtelen mutdnsok - amelyeket
csak az irdnyitott transzpozici6 segitségével sikeriilt elédllitani — j61 megkiilonboztethetdek a
represszor hatdst elszenvedd torzstol. A flagellin mutdnsok fenotipusdval szemben a
represszor okozta mozgascsokkenés joval gyengébb és fokozatosan elmuld jelenség, igy a
lagyagaros mozgésteszt megfelel6 mddszer az irdnyitott transzpozdzzal 1étrehozott mutansok

szelekcidjara.
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3.4. Megbeszélés

A mobilis genetikai elemek, transzpozonok a genetikai eszkoztar régdta ismert €s alkalmazott
eszkozei. Mivel képesek a gazdaszervezet genomjdba integralddni, a genom kutatdsanak és
atalakitdsanak sokoldali eszkozeivé véltak. Legismertebb és legrégebben alkalmazott
felhaszndlasi teriiletik a transzpozon-mutagenezis, amelyre a moddszerek fejlddése sordn
szamos tovabbfejlesztett valtozatat hoztdk 1étre (TnPhoA). Az igy generdlt inszercidk eldénye
a kordbban gyakran hasznalt kémiai mutagenezis modszerekhez képest, hogy nem csupéan
fenotipusuk detektdlhatd, hanem egyuttal fizikailag is megjeldlik a mutidns gént, amivel
tovabbi genetikai manipuldcidkra és analizisre adnak lehetdséget.

A bakteridlis eredetli IS30 inszercids szekvencia (Dalrymple és mtsai. 1984) szdmos eldnyos
tulajdonsaggal rendelkezik, melyek alkalmassd teszik egy hatékony, transzpozon alapu
integricids rendszer kifejlesztésére. Az 1S30 elem targetspecificitdsa jol jellemzett (Olasz és
mtsai., 1998) valamint a transzpozaz fehérje doménstruktirdja mér részleteiben ismert (Nagy
és mtsai., 2004), ami segitséget jelent az inszerciés mutagenezis rendszer hosszabb tavu
fejlesztésében. Az 1S30 transzpozdz igen aktiv, 10*-10” transzpoziciés gyakorisdggal
jellemezhetd az elem transzpozicids intermedier formdjanak (IS30),) jelenlétében (Olasz és
mts. 1993, Kiss és Olasz 1999). A transzpozdz fehérje, amely a reakcidt katalizélja, mind cisz,
mind transz helyzetben miikddik, ami azt jelenti, hogy a transzpozdz gén kiilonvélaszthat6 az
aktiv (IS30), struktiratdl. A transzpozicié sordn az (IS30), struktira megoldddik, igy a

kialakult inszercids termék stabil.

A fent vazolt tulajdonsagok az IS30 inszercids elemet megfeleld kiinduldsi rendszerré tették
egy olyan inszerciés-mutagenezis modszer kialakitasara, amely képes a mutiacidkat egy adott
helyre vagy annak szlik kornyezetébe irdnyitani. Ennek érdekében az IS30 transzpozaz
célszekvencia specificitdsit ugy terveztiik megvaltoztatni, hogy egy teljesen mas funkcidju
DNS-koté fehérjét kapcsolunk hozza. Annak ellenére, hogy az IS30 transzpoziz jol
koriilhatarolhat6 target-specificitassal rendelkezik (Olasz és mtsai., 1998), kiilonbozé DNS-
koto fehérjék fuzigjaval kapott korabbi eredmények (Szabd és mtsai., 2003) arra engednek
kovetkeztetni, hogy az eredeti target preferencia megvéltoztathatd egy dj DNS kété domén C-
termindlis fuzi6javal. Szabd €s munkatérsai dltal a Lambda fag cl represszoranak (E. coli) és a
zebrahal (Danio rerio) Glil DNS koté fehérjéjének IS30 transzpozédzzal vald fuzidjaval

végzett kisérletek azt mutattdk, hogy a transzpozdz eredeti target-specificitdsa
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megvaltoztathat, és a fazids transzpozdz a gazdaszervezetek széles tartomanyaban

mikodoképes.

Az IS30 transzpozdzra vonatkoz6 eredmények ismeretében lehetségesnek tlint a tervezett
Salmonella vakcina markerezési munkdk végrehajtidsdhoz egy flagellin génekre tervezett,
IS30 alapti irdnyitott mutagenezis rendszer kialakitisa. A Salmonella Enteritidis flagellin
rendszerének PCR-es vizsgélata alapjan (2. fejezet) a monofdzisos szerovaridnsban
megtaldlhatd a fliC operator szekvencia, amely kozvetleniil az egyetlen flagellin
struktirgénként jelenlévd fliC mellett helyezkedik el, igy kézenfekvd célpontot kindl az
irdnyitott mutagenezishez. Ismert az operdtor DNS kotd fehérjéje is, az FljA represszor, amely
rdaddsul a S. Enteritidis torzsekben nem taldlhaté meg. Igy az FljA-val torténé irdnyitott
mutagenezis az eredeti represszor zavard hatdsatél mentes kornyezetben hajthaté végre. A
kisérlet végrehajtasdhoz ezért egy olyan fuzids fehérjét hoztunk létre, amely az IS30

transzpozazbdl €s az annak C-termindlisdhoz kapcsolt FljA flagellin represszorbdl llt.

A fizi6s konstrukci6 elkészitése utan elso 1€pésként annak aktivitdsat vizsgaltuk a kivalasztott
S. Enteritidis 11 torzsben. Mutagenezist végeztiink mind a vad tipusd IS30 transzpozazzal,
mind az altalunk készitett IS30-FljA fuzids konstrukcidval, és azt tapasztaltuk, hogy a két
transzpozdz kodzott nincs jelentds eltérés a transzpozicids gyakorisdg tekintetében, a vad tipus
8,31x107-1,44x10™ mig a fizids transzpozdz 1,62x10™*-1,78x10™ kozotti értékeket produkalt.
Ezen adatok megegyeznek a természetes gazda Escherichia coliban mérhets 107-107
értékekkel, tehat a vad és a fuzids fehérje is megfeleld aktivitdst mutat S. Enteritidisben.

Irdnyitott és kontroll Salmonella mutansok gytijtése céljabél hidrom-hdrom parhuzamos
mutagenezist végeztiink a SE11 t6rzson mind a fizids, mind a vad tipusu transzpozazzal. Az
irdnyitott és a kontroll mutagenezisb8l dsszesen 600-600 egyedi mutdns (Ap~, Cm®) SE11
telepet izolaltunk, ugy, hogy a fiiggetlen kisérletekbdl egyenként 200-200, mutédnst
valasztottunk ki, ezzel is csokkentve a testvér kolonidk kivdlasztisanak esélyét. Az izolalt
mutdnsok mozgési képességét fenotipusos mozgasteszttel megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy
az iranyitott, IS30-FljA fuzids transzpozdzzal sikeriilt 0sszesen négy nem mozgd mutdns
torzset eldallitanunk (4/600 = 0,7%), ezzel szemben a kontroll, vad IS30-cal nyert mutansok
kozott nem taldltunk egyetlen nem mozgd torzset sem (0/600 = < 0,17 %). A négy nem
mozgé mutans harom fiiggetlen kisérletbdl szarmazott, tehdt nem egy mutdns utddtelepeit
izolaltuk. Még szembeotlobbnek tiint a két mddszer kozotti kiillonbség azon mutdnsok szamat

tekintve, amelyek nem vesztették el ugyan teljesen a mozgasképességiiket, de a lagyagaros
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teszttel vizsgdlva lényegesen gyengébb motilitdst mutattak, mint a vad, sziiléi SE11 torzs.
Ezek a gyengén mozgé mutdnsok tobb mint egy nagysdgrenddel nagyobb ardnyban voltak
izoldlhatéak az irdnyitott kisérletbdl (309/600 = 51,5%), mint a vad transzpozdzzal végzett
mutagenezisbdl (13/600 = 2,2%). Ezek az adatok azt sugalltdk, hogy az FljA flagellin
represszor segitségével végzett irdnyitott mutagenezis meglehetdsen hatékonyan mukodik,
hiszen az igy nyert mutansok tobb, mint felében sériilt a mozgasképesség, emellett tobb olyan
mutanst is sikeriilt izoldlni, melyek irreverzibilisen non motil fenotipust mutattak.

A fuzids transzpozazt egyébként sikeresen kiprobatuk egy masik S. Enteritidis torzson is, ahol
szintén sikeriilt nem mozgd mutédnst eléallitanunk. (A kisérlet eredményei nem szerepelnek a

dolgozatban.)

Annak érdekében, hogy a muticiok pontos helyét meghatidrozzuk, szekvendltuk a donor
plazmid (az inszercids szekvencia) beépiilésének kornyezetét a nem mozgd és szdmos
gyengén mozgdé mutdns esetében. A négy nem mozgéd mutdns szekvendldsi adatait
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy négy esetb6l hdromszor a fliD flagellaris génben
kovetkezett be az inszercid. Elhelyezkedését tekintve a fliD kozvetlenill a fliC operatora
mellet taldlhat6, ugy hogy a két flagellingén (fliC, fliD) kozvetleniil hatarolja az operatort.
Mivel a flziés transzpozdz tervezett felismerési helye ez az operator volt, a fliD-ben tortént
inszercié minden bizonnyal az irdnyitott transzpozdz miikodésének eredménye. A negyedik
nem mozgd mutdns szekvencia elemzése azt mutatta, hogy az inszercié ebben az esetben az
yjjY nevil, ismeretlen funkcidji génben tortént. Nem taldltunk irodalmi adatot arra
vonatkoz6an, hogy ez a gén kozvetlen szerepet jatszana a szalmonelldk mozgaséaban.
Felmertilt viszont annak a gyanuja, hogy az yjjY esetleg a flagellaris gének expresszidjanak
szabdlyozéasaban jatszhat szerepet és esetleg azok termelddését befolydasolva hat a motilitasra.
Ezt a feltételezést latszott timogatni az a tény, hogy az yjjY az arcA kétkomponensii reguldtor
mellett helyezkedik el, amely szdmos mads fiziol6giai folyamat szabdlyozdsa mellett a
bakteridlis csillé termelddését is serkenti, igy a motilitdst is befolydsolja. Kétséges volt
viszont, hogy csupdn a reguldtor hatds képes lenne irreverzibilis, stabil nem mozg6 fenotipust
létrehozni, amilyet a negyedik mutdns esetében megfigyelhettiink. Valdszinlibbnek tlint az a
lehetdség, hogy ebben az esetben kettds (vagy tobbszords) muticid tortént, amelyek koziil mi
csak az yjjY-t tudtuk detektdlni, a nem mozgd fenotipusért pedig a masik, feltaratlan inszercié

felelt.
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Ezt a feltételezést a részlegesen nem mozgd mutansok szekvencia eredményei is megerdsiteni
latszanak. EbbOl a fenotipus kategdridbdl Osszesen 23 mutdnst szekvendlva ugyanis azt
tapasztaltuk, hogy az inszerciok kozel fele (10/23) ugyanabban a génben, az yjjY-ban
kovetkezett be. Emellett a mutins gének széles skdldjat taldltunk a gyengén mozgd
kategdridban, amelyek anyagcsere folyamatokban jatszanak szerepet (malT), iontranszportban
vesznek részt (trkA) vagy az invazid soran lépnek miikodésbe (invG), azonban a mozgédsban
jatszott szerepiik legfeljebb csak esetenként €s 4ttételesen feltételezhetd. Felmeriilt tehat a
gyantja annak, hogy a kialakult gyengén mozgé fenotipusért - amely nagy szamban csak a
fiziés transzpozdzzal generdlt mutdnsok kozott volt megfigyelhetd - nem a bekdvetkezett
inszerciok felelosek, hanem a nagy mennyiségben expresszalodo fuzids transzpozaz. A fuzids
transzpozaz DNS ko6t6 doménje ugyanis az az FljA represszor, amely eredeti funkcidja szerint
kotédik a fliC operator régidjahoz, és gatolja annak kifejezddését. S. Enteritidisben rdadasul
ez az egyetlen flagellin struktirgén, amely még kifejezettebbé teheti a represszor hatast. Ha
tehat jol miikodik a fizids transzpozdz DNS kot6 doménje, akkor szdmitani lehet annak

represszor hatéasdra is.

A represszor hatdst vizsgdld kisérlet eredményeként azt tapasztaltuk, hogy mig a vad IS30
jelenléte esetén nem vdltozik a torzs fenotipusa, addig a fizids transzpozdz jelentésen képes
csokkenteni a mozgasképességet Salmonella Enteritidis 11-ben akkor is, ha az inszercids
donor szekvencia nincs jelen a vizsgalt baktériumban. Ez a csokkent motilitds az id6
eldrehaladtdval egyre kevésbé kifejezett, mely feltehetéen azzal magyardzhatd, hogy az
osztddas sordn egyes baktériumok flagellintermelése a gatlas aldl felszabadul és a tesztelésre
hasznalt lagyagart fokozatosan bendvik. Mintegy 48 ora elteltével a lagyagarba oltott, fizids
transzpozazt termeld torzs a vad tipustdl elkiilonithetetlenné valik, ellentétben a valddi
mozgasképtelen mutansokkal. Ezdltal az irreverzibilisen nem mozgo, flagellinszintézisben
érintett mutdnsok az igynevezett gyengén mozgd — valdjdban csupdn represszorhatast mutatd
— csoporttél egyértelmiien elkiilonithetové valnak, ahogyan azt a tesztelés sordn is
tapasztaltuk. A jelenlegi rendszer tehat alkalmas a nem mozgé mutdnsok azonositdsara, bar
egy konnyen kilizhetd (példaul termoszenzitiv replikdcids origdjui) plazmidrdl termelddo,
vagy szigoribb promoter kontrollja alatt all6 transzpozdz nagyban egyszeriisitené a tesztelés
folyamatit. Ugyanakkor a flagellin represszi6 megjelenése a flizids transzpozdz hatdsira
egyértelmii bizonyitéka annak, hogy a fehérjefuzié sikeriilt, és az FIjA az IS30

transzpozazhoz fiziondltatva is megdrizte DNS ko6to funkcidjat.
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Tovébbra is nyitott maradt viszont az a kérdés, hogy az yjjY génben miért kovetkezett be ilyen
gyakorisdggal inszerci6. Mivel az yjjY ismereteink szerint nem jatszik szerepet a flagella
felépitésében, szintézisében, igy nem valdszinili, hogy az FljA represszornak kotohelye lenne a
kozvetlen kornyezetében. Nem valdszinii, hogy a magas taldlati ardny az IS30 transzpozaz
sajat target-specificitisinak eredménye lenne, mivel az yjjY mutdnsokbdl szarmazé
szekvencidk csekély hasonldsdgot mutatnak az IS30 forrétalalati helyével (CIG). Szintén ezt
tdmasztjak ald azok az eredmények, melyek szerint a Salmonella genomban kevés az IS30
szamdra megfeletd target szekvencia (Casadesus és mtsai., 1999). Més elemek — igy példaul
IS70 esetében — is ismert az a jelenség, hogy a transzpozdz nem a konszenzus szekvencidjat
ismeri fel hot-spotként (Hartung és mtsai., 2001), mivel a felismerésben mdas faktorok is

szerepet jatszhatnak, igy példaul az adott régié transzkripcidja, vagy a DNS szerkezete.

Eredményeink szerint az IS30-FljA fziés transzpozaz alkalmas arra, hogy segitségével nem-
mozg0, flagellin termelésben sériilt mutdnsokat nagyobb gyakorisdggal generdljunk mint a
vad tipusti IS30 transzpozdzzal. A mutagenezis eredményeként igen sok gyengén mozgd
torzset izoldltunk, melyek azonban minden bizonnyal a fuzids transzpozdz represszor
hatdsdnak koOszonhetéek. A mutagenezis f6 eredményeként viszont négy nem mozgd
Salmonella Enteritidis 11 mutdnst is izoldltunk, melyek koziil hdrom igazolhatéan a fIiD
flagellaris génben hordozza az inszerciét. Reményeink szerint ezek a torzsek képezhetik majd

az esetleges vakcina jelolt torzsek alapjat.
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4. Virulencia plazmid iizés a Salmonella Enteritidis 11 torzsbol

4.1. Bevezetés

4.1.1. A Salmonella virulencia plazmid szerepe

Egyes patogén baktériumok gyakran hordoznak nagyméretli plazmidokat, amelyek szerepe a
virulencia tulajdonsdgok hordozdsdban szdmos esetben bizonyitast nyert (Escherichia coli
(Hacker és mtsai., 1997), Yersinia (Revell és Miller, 2001), Salmonella (Rotger és Casadesus,
1999)). Sok Salmonella szerovarians — igy a S. Enteritidis — is rendelkezik szerovar specifikus
virulencia plazmiddal, melyek mérete altaldban 50 és 90 kb kozott véltozik, egy
szerovaridnson beliil azonban meghatarozott (11. dbra) (Chu és mtsai., 1999). A Salmonella
virulencia plazmid jelentds szerepet jatszik a baktériumnak a parenchimadlis szervekben
valamint a retikuldris-endotelidlis rendszerben valé fennmaraddsdban és szaporoddsdban
(Gulig és mtsai., 1993). Az a hozzdvetdlegesen 7 kb méretli, konzervativ, virulencidért felelos
régid, amely az spvRABCD géneket kddolja minden Salmonella virulencia plazmidon jelen
van. A plazmid okozta virulens fenotipusért elsdésorban az spv (Salmonella plasmid virulence)
operon felelds, amelyben a spvB és spvC génjei jatsszdk a legfontosabb szerepet (Matsui és
mtsai., 2001). A plazmidon az spv région kiviill tovabbi virulencidhoz kapcsol6déd
géncsoportok is taldlhatok. Ilyen a pef (plasmid encoded fimbriae) operon, amely a
bélhamsejtekhez vald bakteridlis adhézioban és feltehetden a gazda specificitds kialakitdsaban
jatszik szerepet (Baumler és mtsai., 1996). Jelentds lehet a fertdzési folyamatban az rck
(resistance to complement killing) gén funkcidja is, amely egy kiils6 membréan fehérjét kodol,
mely ellendllébba teszi a baktériumot a gazda komplement rendszerével szemben (Heffernan
és mtsai., 1992).

A virulencia plazmidok kilizése vagy az éltaluk kddolt virulencia gének eliminacidja altaldban
jelentds csokkenést okoz az adott patogén baktérium torzs megbetegitd képességében, mert
bar a plazmid mentes torzsek képesek bejutni a nyirokszervekbe, azonban a szaporodasuk a
gazda immunrendszere altal korlatozott, igy szisztematikus fert6zés nem alakul ki (Rotger és
Casadesus, 1999). Ezért a plazmid végleges elimindlasa egy esetleges €10, oralis Salmonella

vakcina torzs fejlesztésében is fontos 1€pést jelenthet.
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11. abra A S. Enteritidis virulencia plazmidjanak vazlatos genetikai térképe a fontosabb

funkciondlis régiok feltiintetésével.

4.1.2. Plazmidiizési lehetéségek

Annak érdekében, hogy e nativ plazmidok szerepét alaposabban tanulméanyozhassuk, illetve
az altaluk kodolt tulajdonsdgoktdl mentes mutdns baktériumokat elddllitsunk, célszerli a
virulencia plazmidot kilizni. Erre szdmos mddszert irtak le. Taldn az egyik legismertebb és
legelterjedtebb technika az etidium-bromidos kezelés, melyet gyakran kombinalnak hdsokkal,
magas hOmérsékleten valé passzéldssal (Poppe és Gyles, 1988). Maga az eljards igen
egyszertil és gyors, azonban egyes esetekben kevéssé hatékonynak bizonyult (Pickett és mtsai.,
2005).

Az alternativ plazmid eliminaciés technikdknak tobb valtozata ismert. Taldn leggyakrabban a
transzpozon kozvetitette direkt szelekciés mddszerek haszndlatosak, igy a Tn5-sacB (Hynes
és mtsai.,, 1989) vagy a TnS5-rpsL rendszer (Stojiljkovic és mtsai.,, 1991). Kozos
alapkoncepcidja e moddszereknek, hogy transzpozon inszerciéval olyan ,,0ngyilkos”

tulajdonsagokat (szukréz vagy streptomicin érzékenység) kozvetitd géneket juttatnak az
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elimindlni kivant plazmidra, amelyek jelenlétében a plazmidot hordozé baktérium elpusztul.
Azonban a tapasztalataink szerint (Olasz és mtsai., publikdlatlan) e direkt szelekcids
rendszerek komponenseinek a transzformdldsa, fenntartisa és megfeleld indukcidja igen
koriilményes, csokkentve a plazmidiizés hatasfokat. Az érzékenységet kozvetitd konstrukcid
fenntartdsa, atvitele ugyanis gyakran onmagédban is problémat jelent a tdlzott érzékenység
(példaul meglehetésen nehéz szukréz szennyezOdésektdl teljesen mentes taptalajt eldédllitani)
vagy stabilitdsi nehézségek miatt.

A plazmid-inkompatibilitdson alapul6 technikdk szintén széles korben elterjedtek. Ezek azon
a jelenségen alapulnak, hogy egy madsodik, hasonlé inkompatibilitdsi csoportba tartozo
replikon bejuttatisa a baktérium sejtbe gyakran vezet a nativ plazmid elimindcidjahoz,
koszonhetden (i) a két plazmid kozott a kozos replikdcids/particios elemek hasznélataért folyd
versengésnek (ii) a nativ plazmid kdépiaszdm szabdlyozds megingdsanak (Novick, 1987).
Habér hatékony és sokszor alkalmazott médszerrdl van sz6 (példaul Tinge és Curtiss, 1990),
hatranya, hogy alkalmazasakor a plazmid replikdcié és particié szabalyozasaért felelOs

régiokat azonositani és klénozni kell.

Célok

Az itt ismertetett munka sordn — mely a vakcina-jelolt torzs virulencia csokkentését célozta —
a nem mozgd Salmonella Enteritidis 11 szdrmazék SE2102 Cm® torzsbél a nagyméretii
virulencia plazmid kitizését terveztiikk végrehajtani. Terveink végrehajtisdhoz az eddig
leirtaktdl eltéré elven milkkodd, hatékony €s széles korben hasznélhaté transzpozon alapu

modszert probaltunk kidolgozni és alkalmazni.
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4.2. Anyagok és modszerek

4.2.1.Baktériumtorzsek

S17-1 A pir: Escherichi coli K-12 konjugativ torzs, pro thi recA Apir hsdR (r m*) Tp® Sm®
[Q RP4-2-Tc::Mu-Km::Tn7] (Simon és mtsai, 1983)
SE2102: A Salmonella Enteritidis 11 E 296 (SE11), 1-es fagtipusu, baromfi eredetii vad torzs

nem mozgd szarmazéka, mely inszerciét hordoz a fIiD génben (fliD::pFOL1069), Cm®.

4.2.2. Taptalajok, antibiotikumok

Bakteridlis taptalajként LB tapfolyadékot és agart (Sambrook €és mtsai., 1989) hasznaltunk.
Elektropordlds utdn a sejtek regenerdldsdhoz SOC médiumot hasznéltunk. Az
antibiotikumokat (Sigma) minden esetben az aldbbi koncentracioban haszndltuk: ampicillin

(Ap): 150 pg/ml, kloramfenikol (Cm): 20 pg/ml, kanamycin (Km): 20 pg/ml.

4.2.3. Plazmidok

pJKI132: (Farkas és mtsai., 1996) Ap®, replikdcids origéja: colEl. A pAW380 (Stalder és
mtsai., 1989) plazmid szdrmazéka, tartalmazza a lacl? gént és az IS30 transzpozdz nyilt
leolvasasi keretét a tac prométer kontrollja alatt.

pJKI336: Ap®, Km®, replikiciés origéja: R6K, RP4 oriT. A pLOFKm (Herrero és mtsai.,
1990) plazmid szarmazéka, hordozza az ISI0 transzpozdz nyilt leolvasasi keretét a rac
promoéter kontrollja mellett. Ezenkiviil tartalmazza a mini-Tn/0 transzpozont, amelyben a
Km® gén és az 6sszekapesolt IS30 IR végek az ISI0 elem két bal oldali vége ltal hatdrolva

helyezkednek el (Caspers és mtsai., 1984).

4.2.4. Standard mikrobiolégiai és molekularis bioldgiai eljarasok

Az itt nem részletezett molekuléris biologiai modszereket az el6z0 fejezet anyag és mddszer

részében leirtak szerint (3.2.4.) alkalmaztuk.
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Polimeraz lancreakcio (PCR)
A plazmid izési munkak sordn hasznélt PCR primerek szekvenciai €s fontosabb adatai a VIIL
tablazatban taldlhatok. A PCR paraméterei a 2.2.2. pontban leirtakkal azonosak, kivéve a
primer csatoldsi homérsékleteket, amelyeket a VIII. tdblazatban a primerszekvencidk mellett
tiintettiink fel. A transzpozon inszercié tesztel0 PCR-t a 4.2.6. pontban késébb részletesen

ismertetjiik.

VIII. tablazat A plazmid izé€si munkak soran haszndlt PCR primerek fontosabb adatai

Név Cél gén Szekvencia (5°-3’) Referencia Tm

IS10L. IS/OIR TTAAGATCTA CAAGATGTGT ATCCACCTTA AC

spvfor spvR AGGAGATATT ATGGATTTCT TGATTAA Jelen munka 55°C
spvrev spvD TGTAAGCTAG GAAGTATGTT GGATG

parl  parBS  GGCGTCAATG GTTGAGATGA CT Chu és mitsai., sz
par2  parBS  GTCCAGTTCA TCCTGAACCA CT 1999

spvC-1 spvC CCCATAAATA GGCCTAATCT Haneda és mitsai., 60°C
spvC-2 spvC TTACTCTGTC ATCAAACGAT 2001

Plazmid DNS tisztitas
A plazmidok tisztitdsa rendszerint a Birnboim-Dolly féle ltigos gyors plazmid izolél4s szerint
(Birnboim és Dolly, 1979) tortént, kivéve a nagyméretli Salmonella virulencia plazmid

izolél4sat, amelyet Kado-Liu médszere szerint végeztiink (Kado és Liu, 1981).

4.2.5. Plazmid 1izési Kisérletek hagyomanyos (fizikai-kémiai) médszerekkel

Etidium-bromidos (EtBr) €s szubletdlis hdmérsékleten vald passzélds: A plazmidot tartalmazé
torzset 2 ml kiilonb6z6 koncentraciéji (20, 30, 40 és 50 pug/ml) EtBr-ot tartalmazé LB
taplevesbe oltottuk. Az inkubalast 37 °C-on €s szubletalis hdmérsékleten (41-43 °C) végeztiik
allo és razatott tenyészettel egyarant. A torzset naponta friss, EtBr-os LB levesbe atoltva
0sszesen 40 1épésig passzaltuk. A tenyészetekbdl minden 6todik passzaldsi 1épés utdn mintat
vettiink igy, hogy a tenyészetet LB tdpagar felszinén egyes telepre szélesztettiik, majd az igy

nyert izolélt egyedi telepeket a plazmid jelenlétére PCR-rel teszteltiik.
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4.2.6. Transzpozon alapi plazmid tizés

Torzsek:
Donor : E. coli S17-1 pJKI 336 Ap®, Km®
Recipiens : Salmonella Enteritidis 11/2102 Cm® , fliD"

Transzpozon mutagenezis:

A mutagenezis soran elészor az IS70 transzpozont (Km® ) hordozé pJKI 336 plazmid
(Ap®) természetes konjugéciéval dtkeriil a Salmonella sejtbe. Mivel azonban itt defektiv
replikdcidés origdja miatt nem tud fennmaradni, igy a transzpozicié megtorténte utidn a
pIKI336 plazmid elvész a sejtbél (Ap®). A konjugdcié utdn a transzpozon inszerciét hordozo,
plazmidot elvesztett Cm®™ ,Km" ,Ap® Salmonella Enteritidis 11/2102 sejtekre szelektdlunk.

A konjugécio6 részletes menetét lasd a 3.2.6. részben.

Csoportos (,,poolozott’’) PCR-es tesztelés:

Az eléz6ekben kivalogatott mutdnsok koziil PCR-es teszteléssel probaljuk megtaldlni
azokat, melyek az inszerciét a virulencia plazmidjukon szenvedték el. A tesztelés sordn az spv
operont vizsgaltuk két primerpar (IS10L-spvfor és IS10L-spvrev) segitségével, melyek csak
akkor adnak reakciét, ha az inszerciés szekvencia (IS10-szarmazék) az spv teriiletére
ékelodott be. Mivel a tesztelés sordn a pozitiv valaszt adé6 mutdnsokat kerestiik, a vizsgalatot

,»poolozott” mintdkkal, vagyis tobb torzset egyszerre tesztelve lehetett végezni.

A tesztelés menete:
1. PCR templat prepardlasdhoz a tisztitott, egyedi mutdnsainkat ELISA lemezen, 100 ul
Cm tartalmu LB levesbe oltjuk.
2. Inkubacio, 37°C, O/N

»

A mutdnsokat nyolcasdval (az ELISA lemez oszlopaiként) 0sszegyljtjiikk: a 100 ul
tenyészeteket egy Eppendorf cs6be mérjiik.

Centrifugdlas 10000 rpm-en, 5 percig (Osszegytijtjiik a sejteket).

Elontjiik a feliildszot, a sejteket 100 ul steril MQ-vizbe visszavessziik.

Forralas 20 percig.

Fagyasztés 20 percig, -20°C-on.

Centrifugdlds maximum sebességen, 15 percig.

o ® &S s

A feliiliszot 1) csoébe tessziik at, ez lesz a PCR templat.
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Azokat a nyolcas csoportokat, amelyek a csoportos PCR-rel pozitivnak bizonyultak
folbontottuk, vagyis az abban szerepld mutdnsokbdl egyenként templatot preparaltunk, majd

ezekkel a templatokkal a PCR-t megismételtiik.

A PCR reakci6 az aldbbi program szerint zajlott: a kezdeti 94°C-os 3 perces denaturicié utan
35-sz6rds ismétlésben:

94°C-on 20 mésodperc denaturacid,

55°C-on 60 mésodperc primerkotodés,

72°C-on 180 masodperc szintézis.
A 35 ciklus utdn egy 72 °C-os, 7 perces végsod extenzids 1épés kovetkezett. Majd 4 °C-os

tarolds kovetkezett felhasznalasig.

Szekvencia analizis:

A pozitiv mutidnsok PCR termékeit az IS10L primerrel szekvenéltattuk, hogy
megbizonyosodjunk az inszerci6 pontos helyérél. A szekvendldsokat a godolldi
MezOgazdasagi Biotechnoldgiai Kozpont szolgaltatd laboratériumaban végeztettik ABI
Prism 301 Genetic Analyser (Applied Biosystems) késziilék segitségével.

A szekvencidk Osszehasonlitisit NCBI GenBank adatbanki adatokkal az NCBI BLAST
szoftvercsomag blastn (standard nucleotide-nucleotide BLAST) és BLAST 2 Sequences

similarity search (Altschul és mtsai. 1990) programjaival végeztiik.

Deléciogeneralas IS30 transzpozaz segitségével

Az SE 612 jeli mutanst, mely a fentiek alapjan az inszerciét az spv operonban, vagyis a
virulencia plazmidon hordozta a pJKI132 IS30 transzpozdz termelé plazmiddal
transzformaltuk. A transzpozdz termelddést IPTG segitségével indukdlva, Ot 1épésig
passzaltuk és az egyes passzdldsi 1épésekbdl kloramfenikol tartalmui lemezre szélesztettiink.
Az igy nyert egyedi telepek koziil 100-100 telepet kivalasztva steril fogpiszkaldval atoltottuk
kanamycin-kloramfenikol, valamint csak kloramfenikol tartalmu taptalajra. Itt kivadlogattuk a
kanamycin érzékeny telepeket, (amelyek elszenvedték az IS30 altal kivéltott deléciot) €s
vizsgaltuk a rezisztencidjukat elvesztett mutdnsok ardnyat az egyes passzdlasi 1épésekben. A
kivalasztott érzékeny telepeket a virulencia plazmid jelenlétére a plazmid specifikus parBS és

spvC primerekkel tovabb teszteltiik.
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4.3. Eredmények

4.3.1. Elézetes eredmények

Az el6z0 fejezetben targyalt irdnyitott transzpozon mutagenezis rendszerrel sikeriilt négy nem
mozg6 Salmonella Enteritidis 11 torzset 1étrehoznunk. Ezek koziil haromnak (SE11/2102,
2107, 2520) az inszercié pontos helye is ismert volt, igy ezekkel dolgoztunk tovabb. Elsd
1épésként sziikségesnek lattuk a mutdnsokban még jelenlévd, fuzids transzpozdz termeld
pFOLI1111 plazmid kitizését. Erre tobb okbdl is sziikség volt: (i) a transzpozaz jelenlétében
fenndllt a veszélye az esetleges tovabbi genetikai atrendezddéseknek a vakcina jelolt
torzsekben, (ii) a tervezett genetikai beavatkozdsokhoz sziikségiink volt az ampicillin
markerre (amelyet a pFOL1111, a flagellin bénitas sordan hasznalt fuzids transzpozaz termeld
plazmid is hordoz), (iii) a soron kovetkezd allatkisérletre valé tekintettel az antibiotikum
rezisztens plazmid jelenlétét nem tartottuk kivanatosnak. A plazmid izését a hagyomanyos,
etidium-bromidos passzdldsi moédszerrel hajtottuk végre. Ot passzdldsi 1épés utdn a
megvizsgdlt telepek mindegyike ampicillinre érzékeny volt mindhdrom muténs esetében (100,
vagy tobb megvizsgdlt telep kozott nem taldltunk rezisztens koldnidt) — vagyis a transzpozaz
termeld plazmid nagy hatékonysaggal elimindlodott.

A kovetkez6 1épésként naposcsibe modellen hasonlitottuk 6ssze a nem mozgd mutinsok és a
sziildi torzs virulencia tulajdonségait (részletesen lasd: 5. fejezet). Ezen eldzetes vizsgalatok
alapjdn a hdrom torzs kozott naposcsibe szerv-invaziods tulajdonsdgaik tekintetében nem
mutatkozott 1ényeges eltérés, mig a legmagasabb vakbél titert a SE11/2102 torzs érte el, igy a

tovabbi kisérletek céljabdl ezt a mutdnst valasztottuk ki.

4.3.2. Virulencia plazmid iizési eredmények hagyomanyos médszerekkel

A Salmonella virulencia plazmid kitizését a nem mozgdé SE11/2102 torzsbdl elsOként a
hagyomanyos, etidium-bromidos tdplevesben valé passzédldssal, magas, szubletdlis
homérsékleten vald passzaldssal, valamint ezek kombindcidjdval prébaltuk elérni.

A plazmidot hordozé torzset négy kiilonb6zd koncentracidju (20, 30, 40 és 50 pug/ml) EtBr-ot
tartalmazoé tdplevesbe oltottuk. Az inkubalast 37 °C-on és szubletdlis hOmérsékleten (41-43

°C) végeztiik all6 és razatott tenyészettel egyardnt. A torzset naponta friss, razatott EtBr-os
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levesbe atoltva passzaltuk, ezt a kisérletet 6sszesen 40 1épésig folytattuk, igy probalva minél
magasabb generacioszamot elérni. Ezzel parhuzamosan stacioner fazisu levestenyészetben is
passzaltuk a baktériumot, 2-3 naponta oltva at a torzset. A tenyészetekbdl minden 6todik
passzalasi 1épés utdn vettiink mintit s az igy nyert egyedi telepeket teszteltiik a plazmid
jelenlétére.

A kivalasztott telepekben a plazmid jelenlétét, a Salmonella virulencia plazmidokon mindig
megtaldlhaté spvC virulencia génre specifikus primer par segitségével, PCR-rel vizsgdltuk
(VIIL. tablazat). A kisérletek sordn osszesen 920 egyedi telepet vizsgaltunk meg PCR-rel a
virulencia plazmid jelenlétére, és azt tapasztaltuk, hogy ezek mindegyike hordozta azt (12.
abra). A kiilonbozd passzalasi 1€pésekbol izoldlt, plazmid jelenlétére megvizsgilt telepek

szamat a [X. tdbldzat mutatja.

IX. tablazat A hagyomanyos EtBr mddszerekkel végzett virulencia plazmid Gzési kisérletek
eredményei a Salmonella Enteritidis 11/2102 torzson. (A plazmid jelenlétét az spvC génre

specifikus PCR-rel végeztiik.)

Passzazsok szama A tesztelt telepek Plazmid mentes  Eliminalasi gyakorisag
szama
1-10 470 - <0,002
11-20 180 - <0,006
21-40 270 - <0,004
Ossz.: 1-40 920 - <0,001

4.3.3. A Salmonella virulencia plazmid transzpozon alapu eliminalasa

Miutin a hagyomdnyos uton végrehajtott plazmid tizési kisérletek kudarcot vallottak,
kénytelenek voltunk egy transzpozon alapi plazmid elimindciés modszert kidolgozni. A
modszer azon a felismerésen alapul, hogy a transzpozici6é folyamata gyakran vezet az érintett
cirkuldris DNS linearizdci6jdhoz majd degradacidjahoz (Szab6 és mtsai., 1999, Haniford és
mtsai., 2002).

A rendszer két — egymast kovetden alkalmazand6 - komponensbdl all. Az elsé a pJKI336
plazmid, amely egy mini Tn/0 transzpozon konstrukciét hordoz, és e mellett az IS10
transzpozazt kodolja. A Tnl0 transzpozon egység az IS10 IR végek éltal hatdrolva a

kanamycin rezisztencia gént €s az 6sszekapcsolddott IS30 IR végeket hordozza. A masodik
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komponens az ampicillin rezisztens pJKI132 plazmid, amely az IS30 transzpozazt kédolja
(14. abra).

Els6 1épésként a Tnl0 transzpozon segitségével a pJKI336 plazmid transzfere utdn random
mutagenezist hajtottunk végre. Ennek sordn a konjugiciés donor az E. coli S17-1 pJKI336
Ap®, Km"® térzs volt, amely a SE2102 Cm® recipiens torzsbe juttatta 4t a Tn/0 transzpozon
konstrukciét hordozé pJKI336 plazmidot. A konjugicié utdn az inszercidt szenvedett,
kanamycin (és kloramfenikol) rezisztens SE2102 baktériumokra szelektdltunk. A mutagenezis
sordn a transzpoziciés gyakorisig 1x107 és 3x107 értékek kozott véltozott recipiens
baktériumra vonatkoztatva. A S. Enteritidis 11/2102 torzson kozel 3000 egyedi kanamycin
rezisztens inszerciés mutdnst allitottunk eld. Ebbdl a mutdns gylijteménybdl kellett
kivélasztanunk azokat a mutdnsokat, amelyek a Tn/0 inszerciét a virulencia plazmidon
szenvedték el. A vizsgdlat végrehajtdsara egy olyan PCR-es sziirérendszert terveztiink, amely
segitségével képesek voltunk az inszercidkat detektdlni a virulencia plazmid egy viszonylag
nagy, 6 kb-os régidjaban, az spv operonon (spvRABCD, Chu és mtsai., 1999). A tesztelend
szakasz méretét tigy valasztottuk meg, hogy az elég nagy ,,feliiletet” nyujtson a véletlenszerti
mutagenezishez, ugyanakkor az is fontos szempont volt, hogy lehetdség szerint egy, vagy
néhany egyszeri PCR reakcidval lehessen dolgozni. (5 Mb-os Salmonella genommal
szamolva, feltételezve, hogy a virulencia plazmid csak egy kopidban van jelen,
hozzéavetdlegesen 800 mutdns koziil egyben szdmithattunk taldlatra egy 6 kb-os plazmid
szakasz tesztelése esetén.)

A teszteld PCR rendszer primereit ugy terveztilk meg, hogy az operon szélein elhelyezkedd
spvR és spvD génekbdl az operon kozepe felé ird két primer (spvfor, spvrev) és az 1S10 végre
specifikus IS70L primerek kombinécidja csak akkor adjon pozitiv reakciét, ha ott jelen van a
Tnl0 inszerci6é (12. dbra). Mivel a Taq polimerdz optimadlis esetben sem képes 6 kb hosszu
szakasz atirasara, ezért az Osszedllitott PCR csak akkor ad jelet, ha inszercid tortént az spv

régiéban. Igy ezzel a médszerrel a muténsok ,,poolozott” tesztelése is lehetségessé valt.
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SpVvR SpVA spvB spvC spvD
— «—
P Pg
B
Km"® SpvR SpVvA spvB spvC spvD
1S10 IRL (1S30), IS10IRR
P1 P P: P2
P1  P3 P3

12. abra Az abra A része az intakt spv operont mutatja, a Pr és Pr primerek a plazmid
jelenlétének tesztelésére szolgéltak (Pg: spvCfor, Pr: spvCrev) A B rész az inszercio teszteld
primerek elhelyezkedését mutatja egy lehetséges szitudcidban, amikor a muticié az spvR

génben kovetkezik be (P1: spvfor, P2: spvrev, P3: ISIOL).

A fent ismertetett PCR rendszer segitségével, az eldallitott 2850 mutdns 8-as csoportokban
torténd sziirése utdn két pozitiv ,,poolt” sikeriilt azonositani, amelyek felbontdsa sordn két
egyedi PCR pozitiv mutdnst taldltunk. Annak érdekében, hogy az inszerciok pontos helyét
meghatarozzuk, a PCR termékeket szekvendltattuk az IS/0L primerrel, igy azonositottuk a
beékelddott  transzpozonok  ,.flanking”  régiéjat. A szekvendlds eredményeként
bebizonyosodott, hogy az inszerciok a virulencia plazmidon, az spv régié szabdlyozé
génjében, az spvR-ben, valamint az spvC virulencia génben kovetkeztek be. A tovdbbi
kisérletekhez a S. Enteritidis 11/2102/612 Cm®, Km" (A tovébbiakban: SE 612 Km®) spvR

mutanst valasztottuk ki (13. abra).
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13. abra Az SE 612 Km" torzs azonositdsa, mely az inszercit a plazmidon kédolt spvR
génben hordozza (spvfor-ISIOL primerpar hasznalatéval). Mélsilymarker: O’Range Ruler™™

100 bp DNA Ladder (Fermentas).

Miutdn birtokunkban volt a SE 612 Km® torzs, mely a Tnl0 transzpozon konstrukcit a
virulencia plazmidjin stabilan beékelddve hordozta, megprobéltuk végrehajtani a virulencia
plazmid teljes elimindciGjat az IS30 transzpozdz segitségével. A SE 612 Km" torzsbe
bejuttattuk a transzpozdz termeléd pJKI132 plazmidot, majd a virulencia plazmidon
bekovetkezd genetikai atrendezddéseket a torzs kanamycin rezisztencidjanak eltlinésével
terveztiik nyomon kévetni. A SE 612 Km" térzs ugyanis a - kanamycin rezisztencia kazetta
mellett elhelyezkedd - Osszekapcsolddott, reaktiv IS30 IR végeken keresztiil lezajlo
atrendez6dések miatt (Olasz és mtsai., 1993) nagy gyakorisdggal elveszitheti antibiotikum
rezisztencidjat, ezzel megfeleld markert szolgaltatva a delécidt elszenvedett (vagy a teljes

virulencia plazmidot elvesztett) védltozatok kivélasztasdhoz (14. dbra).
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tra NsSZpozon
IS10vég KmP I510véqg

EH——1-7AEm—Q

IS30 IR
1. Random inszemcia

ol "

IS10 transzpozaz

2_Az 1530 ranszpozaz kotddése

fehérje
. >
ISI0vég  Km" -éf%Hé '5'0‘-'&9 1$30 transzpoziz
fehérje
1530 IR

virulencia plazmid {(Kmt)

/\‘ 1530 transzpazici

3. Delécid a plazmidon 4 _ A vinulenciaplazmid
elveszigse a
—=<— Enearizacid
IS30vég IS10 vég eredmén}'eként

C sonkolt virulencia plazmid (Km=)

14. abra A transzpozon alapu plazmid eliminacié folyamat dbrdja.

A Tnl0 alapud transzporon konstrukcié (amely a Km rezisztencidt és az Osszekapcsoldodott

IS30 1R végeket hordozza) egy defektiv replikacidji konjugativ plazmidon helyezkedik el

(pJKI336, az abran nincs jeldlve). A plazmid nem képes replikdlodni a Salmonella sejtekben,

igy a Km® recipiensek megjelenése azt mutatja, hogy ott Tnl0 inszercié tortént (1. 1épés:

random inszercié). Amint sikeriilt az inszerciét a virulencia plazmidon hordoz6é muténst

taldlnunk, transzformaltuk az IS30 transzpozaz termeld plazmiddal (pJKI132, az dbrdn nincs

jelolve). Az 1S30 transzpozdz fehérje felismerve az Osszekapcsolddott IS30 IR végeket

azokhoz kotédik (2. 1épés). Ezdltal delécidk képzddését indukdlhatja (3. 1épés), mely egyes

esetekben a plazmid teljes elvesztéséhez vezet (4. 1€pés).
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Az IS30 transzpozdz indukciéja mellett a torzset levestenyészetben passzdlva kovettiik a
kanamycin érzékeny koldonidk ardnyanak valtozdsat két parhuzamos kisérletben. Azt
tapasztaltuk, hogy mar az els@ passzdlasi 1épést kovetden (hozzdvetdlegesen 12 genericid
elteltével) 79 és 26% volt a kanamycin érzékeny mutdnsok ardnya, mig az 6todik passzazs

végére (kb. 60 generdcié milva) ez az arany elérte a 89 és 77%-ot (X. tablazat).

X. A, B tablazat A kanamycin érzékenység alakuldsa a S. Enteritidis 612 Km® torzsben az

IS30 transzpozaz indukcidjat kovetden. A két tablazat két fiiggetlen passzalds eredményeit

mutatja.

A)

Passzalasi 1épés Km" arany (n) Km" arany (n) Vizsgalt telepek szama
1. 79,5% (78) 20,5% (20) 98

2. 74,7% (68) 25,3% (23) 91

3. 84,6% (77) 15,4% (14) 91

4. 90,3% (84) 9,7% (9) 93

5. 89,2% (83) 10,8% (10) 93

B)

Passzalasi 1épés Km" arany (n) Km" arany (n) Vizsgalt telepek szama
1. 26,5% (26) 73,5% (72) 98

2. 46,2% (43) 53,8% (50) 93

3. 51,1% (48) 48,9% (46) 94

4. 86,0% (80) 14,0% (13) 93

5. 77,2% (71) 22,8% (21) 92

A kanamycin érzékeny torzsek Osszességét és tobb mint 50 kanamycin rezisztens torzset
tovabb vizsgéltuk a parBS és az spvC virulencia plazmid specifikus primerparokkal (VIIIL.
tdblazat) annak érdekében, hogy a deléci6 mértékérdl és gyakorisagarol pontosabb képet
kapjunk. A PCR-es vizsgdlat eredményeként azt taldltuk, hogy a kanamycin érzékeny torzsek
esetén (ahol tudhatd, hogy biztosan tortént genetikai atrendezddés) a tesztelt génszakaszok az
esetek dont6 tobbségében (98%) hidnyoztak, és csak elenyészd szamban (2%) lehetett spvC
vagy parBS pozitiv torzset taldlni. A vdrakozdsoknak megfelelden forditott ardnyok voltak
megfigyelhetok a kanamycin rezisztens telepek esetén. Ott ugyanis a tesztelt torzsek 93%-a
hordozta az spvC gént (és csak 7%-bdl hidnyzott). Ugyanakkor parBS negativ, kanamycin

rezisztens torzset egyaltaldn nem izolaltunk (XI. tabl4zat).
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XI. tablazat A virulencia plazmid deléciok megoszlasa a Km® és Km® SE 612 utéd kol6nidk

esetén az IS30 transzpozaz mitkodését kovetden. (Az adatok PCR-es tesztelés eredményei.)

Tesztelt Km® kolénidk esetében Km"® koléniik esetében
szakasz Jelen van Hidnyzik Jelen van Hianyzik
spvC 2% 98% 93% 7%
parBS 2% 98% 100% -

A PCR-rel tesztelt, kanamycin szenzitiv, deléciés SE 612 szarmazékok egy részén plazmid
profil vizsgélatot is végeztiink ellendrizendd, hogy torzseink a virulencia plazmidjukat
valoban elvesztették. Tapasztalataink szerint azok a torzsek, melyekbdl hidnyzott az spvC
gén, megvaltozott plazmid profilt is mutattak (15. dbra). Az esetek tobbségében a teljes
virulencia plazmid eltlint (15. dbra, 6., 7. mintdja), vagy ha nem is elimindlddott teljesen,
mérete akkor is szemmel lathatéan csokkent a delécié kovetkezményeként (15. édbra, 4.
minta). Olyan kanamycin szenzitiv (tehat biztosan delécios) torzset is izoldltunk, amely olyan
kis kiterjedésti deléciot szenvedett csak, hogy a plazmid profil alapjan sem latszott eltérés az
eredeti méretli virulencia plazmidhoz képest (15. dbra, 5. minta), és a PCR eredmények

alapjan az spvC-t is hordozta.
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MinLa: sy placinid:

1. Marker

2. S.Enteritidis 11 + +  ép

3.8E 11 (spvEo:Tnl0) + +  ép

4 SE11 A211 - +  delécins
5.8C 11 A203 I delécids
6. SE 11 A155 - - hianyak
T.8E 11 A7Y - - hianyzik
8. SE 11 A54 + +  delécios
9. Marker

15. abra Kiilonboz6 delécids mutansok és a sziiléi S.Enteritidis 11 plazmid profilja. Az ép
virulencia plazmid a 36,5 MDa magassdgaban lathaté6 (SE11, 2. minta). A gél kozepén,

minden mintdban megtaldlhatd erds csik a kromoszémalis DNS maradvénya.

71



4.4. Megbeszélés

Egyes szerovarokhoz tartozé Salmonella torzseket altaldban jellemzi egy olyan nagyméretii
virulencia plazmid, mely a szisztémds fertozés kialakitdsaban lényeges szerepet jatszhat. A
Salmonella virulencia plazmidok mérete széles hatdrok (50-90 kb) kozott valtozhat; a S.
Enteritidis esetében 60 kb méretiiek. A plazmidok alacsony képiaszdmban vannak jelen a
sejtben, replikacidjuk és utddsejtekbe vald tovabbjutdsuk (particidjuk) szigortan szabélyozott.
A plazmidon elhelyezkedd legfontosabb virulencia determindns a konzervalt spv régid, amely
minden - ilyen plazmiddal biré - szerovaridns virulencia plazmidjan jelen van, és
legfontosabb szerepe, hogy a baktériumnak a gazda nyirokszerveiben valé szaporoddsat
biztositsa.

Tobb forrdsbdl ismert, hogy a virulencia plazmidok hidnya a szisztematikus fert6zés
kialakuldséat a melegvérii dllatok szervezetében jelentésen megneheziti. Bizva abban, hogy ez
a virulencia csokkenés az altalunk elédllitott, flagellinhidnyos SE2102 (Salmonella Enteritidis
11 szarmazék) vakcina jeloltben is bekovetkezik, elhatdroztuk a virulencia plazmid kitizését a
torzsbol.

Plazmidiizési eljarasként eldszor a hagyomdnyos etidium-bromidos tdplevesben vald
passzalast alkalmaztuk, amelyet egy parhuzamos kisérlet keretében magas homérsékleten vald
tenyésztéssel egészitettiink ki. Az etidium-bromid, mint interkaldl6 4dgens gyenge
mutagénként és 4ltaldnos stressz faktorként DNS replikdcidés nehézségeket okozhat a
baktériumnak. Ezzel azoknak a sejteknek a szelekcidjat eredményezheti, melyek elveszitik az
in vitro szaporodasi koriilmények kozott felesleges virulencia plazmidot, igy téve szert révid
tavi szaporoddsi elényre. Ujabb stressz faktorként reményeink szerint ehhez jarult hozzd a
magas hdmérséklet, és a szokdsosnal hosszabb/rovidebb stacioner fazis.

A szobanforgd plazmid jelenlétének nyomonkovetésére az egyik legfontosabb plazmidon
kédolt virulencia gént, az spvC-t haszndltuk, s jelenlétét PCR-rel teszteltiik. Azért ezt a
szakaszt vdlasztottuk, mert igy gondoltuk, hogy ettdl a virulencia géntdl mindenképpen meg
kell szabadulni ha virulencia csokkenést akarunk elérni. Igy lehet ugyan, hogy esetleg
elszalasztunk egyéb delécids virulencia plazmid szarmazékokat (lasd 15. 4abra, 5. minta), de
ha azok hordozzdk az spvC gént, akkor szdmunkra nem annyira jelentdsek, hogy megérné

komplikaltabb moédszerrel is keresni azokat.
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Mindezek ellenére sajnos a klasszikus médszerekkel valé plazmid izési prébalkozasaink nem
jartak sikerrel. Kozel 1000, etidium-bromidos és ho kezelésen atesett izoldtum tesztelése utdn
sem talaltunk plazmid hidnyos torzset. A tesztelt izolatumok a passzdldsi folyamat kiillonb6zd
1épéseibdl, kiilonbozd etidium-bromid koncentraciéju és homérsékleten inkubalt taplevesbol
szarmaztak. A legtovabb passzdlt telep 40 atoltasi Iépésen — mintegy 480 generdcién —
keresztiil volt kezelve, azonban igy is megOrizte plazmidjit. Tapasztalataink szerint az
etidium-bromidos médszerrel val6 passzéldssal a virulencia plazmid elimindldsi gyakorisdga a
S. Enteritidis 2102 t6rzsbol kisebb mint 0,001. Ez a meglehetdsen alacsony érték valdsziniileg
annak koszonhetd, hogy a plazmid erds replikdcids és particios szabdlyozds alatt all, mely
gondoskodik arrél, hogy az osztddas sordn minden lednysejtbe jusson virulencia plazmid. Ez
a szabdlyozds erdsen lecsokkenti annak az esélyét, hogy az olyan sztochasztikus hatdsok, mint
az etidium-bromidos kezelés elimindljdk a plazmidot, és igy egyes leszdrmazdsi vonalakbol
plazmidmentes véltozatok alakuljanak ki. Eredményeink e tekintetben megerdsitik Pickett és
munkatdrsai eredményeit, akik kiilonboz6 Chlamydia fajok esetében kiillonbdz6 hagyoményos
elimindl6 szerek (tobbek kozott az etidium-bromid) plazmid kdpiaszdmra gyakorolt hatdsat
vizsgaltdk, és meglepd mddon azt tapasztaltdk, hogy a Chlamydia plazmidok képiaszdma
megnovekedett (Pickett és mtsai.,, 2005). Ennek az ellentmonddsos jelenségnek a
magyardzatit a szerzok abban l4tjak, hogy a sejtéldskodd Chlamydia a (kozvetleniil a sejtet
ért) stressz hatdsara beindulé SOS valasz részeként noveli a plazmid kopiaszamot. Hasonlo
jelenség nem zéarhaté ki szalmonelldkban sem, azonban a legtobb esetben (igy
Streptomycesekben (Crameri €s mtsai., 1986), Oenococcus oeniben (Mesas €s mtsai., 2004) és
sok Salmonella szerovaridnsban (Poppe és Gyles 1988) a kémiai plazmid eliminalési

kisérletek sikerrel jartak.

Miutén a hagyomanyos, fizikai-kémiai modszerekkel val6 plazmid (iz€s nem jart sikerrel, és a
bevezetdben ismertetett modszerek alkalmazasét is nehézkesnek véltiik, igy dontottiink, hogy
a virulencia plazmid kilizésére transzpozicids folyamatokon alapulé médszert dolgozunk ki.

A munka els6 fazisdban egyszerli transzpozon mutagenezist hajtottunk végre a SE2102
torzson, amelynek az volt a célja, hogy a baktérium virulencia plazmidjat a Tn/0 transzpozon
koédolta kanamycin rezisztencia génnel megjeldljilk. A transzpozon szintén hordozta azt az
Osszekapcsolodott IS30 IR végekbdl all6 DNS szakaszt, mely csak IS30 transzpozaz
jelenlétében aktiv, s amely a munka masodik részében a plazmid eliminici6éjdhoz vezetd

genetikai dtrendezddések kiindulépontja volt.
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Az Uj plazmidiizési moédszer a Salmonella Enteritidis 2102 torzs esetében hatékonyan
mikodott. A kezelés hatdsdra a vizsgdlt mutdnsok tobb mint 50%-a virulencia plazmidjat
elvesztette. Ennél is magasabb lett a kanamycin szenzitiv mutidnsok aranya, melyek nem
feltétleniil vesztették el a teljes plazmidjukat, azonban legaldbb akkora delécid lejatszodott
plazmidjukon, amely az ott elhelyezkedd kanamycin rezisztencia gént érintette. Eljarasunk
hatékonysdgiat mutatja, hogy mindkét elvégzett parhuzamos kisérlet esetében a delécids
mutdnsok ardnya tobb mint 70% volt (X. tablazat).

A modszer tovabbi elénye, hogy nem csak a teljes plazmid kitizésére alkalmas, hanem —
amint azt a PCR és plazmid profil eredmények egybehangzéan mutatjdk - segitségével
részleges deléciok is 1étrehozhaték. Ezek a delécidés mutansok foként ismeretlen plazmidok
esetében jatszhatnak fontos szerepet, hiszen a deléciés szdrmazékok analizisével a plazmid
funkciéja is meghatdrozhaté. A delécioval nyert csonkolt plazmidoknak ugyancsak fontos
szerepe lehet, ha az eredeti, nativ plazmid visszatérését kivanjuk megakadélyozni. Ilyen
esetben ugyanis a teljes eliminici6 helyett egy, a kivant génektdl mentes, de replikdciora még
képes csonka plazmid kialakitasa és fenntartdsa lehet a megoldés. Ez a szempont fontos lehet
a vakcina jelolt torzs fejlesztése sordn is, ha a virulencia plazmid képes a visszatérésre a
plazmid mentes torzsbe. A vakcina jelolt torzsben a virulencia plazmid elimindcidja (vagy egy
kisebb méretli delécids plazmid szarmazék) egy tjabb megkiilonboztetd jegyet jelent a vad
torzshoz képest.

A médszernek fontos tulajdonsdga, hogy egyszerti, és olyan plazmidok eliminaciéja esetében
is alkalmazhat6, amelyek nem hordoznak fenotipusos markert, mivel PCR segitségével
viszonylag gyorsan azonosithat6 a célplazmidon bekdvetkezett Tn/0 inszercid. Olyan esetben
pedig, amikor ismeretlen szekvencidju, de meghatdrozott fenotipussal rendelkezd plazmidot
szeretnénk kilizni, szintén haszndlhaté. Ilyenkor a fenotipus eltiinése jelzi a Tn/0 inszerciot.

A leirt transzpozon alapt plazmidiizési technika altalanosan hasznalhat6 mas fajok esetében
is, ha a sziikséges komponensek (plazmidok, transzpozdzok, antibiotikum markerek)
mikodnek az adott baktériumban. Sajat (jelen dolgozatban nem ismertetett) adataink szerint

enterotoxikus Escherichia coli-ban szintén jol mikodik a médszer (Imre €s mtsai., 2006).

A transzpozonok régéta alkalmazott eszkozok a plazmid 1zési eljardsok soran. Eleinte a
hagyomanyos mddszerek esetében haszndltdk a kilizendd plazmid jelolésére, nyomon
kovetésére példaul a Tnl, TnS5, Tn/0 elemeket (Poppe és Gyles 1988). Majd a direkt

szelekcios modszerek esetébenben gyakran az ,,0ngyilkos” gén plazmidra juttatdsat oldottak
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meg segitségiikkel: Tn5-sacB (Hynes és mtsai., 1989), Tn5-rpsL (Stojiljkovic és mitsai.,
1991).

Az 4ltalunk kidolgozott plazmid izési technika legfontosabb tijdonsdga, hogy az eljaras sordn
a mobilis genetikai elemeknek nem csak azt a tulajdonsdgat hasznélja ki, hogy a cél plazmidra
val6 athelyezddésiikkel fizikailag megjelolik az elimindlandé replikont, hanem az elem
genetikai atrendezOdéseket indukdlé hajlamét is kiakndzza. Az IS30 transzpozdz A4ltal
katalizalt reakciok koziil a legismertebb az inszercid, de képes delécid, inverzid és fizid
végrehajtdsdra is (Olasz és mtsai., 1993). A fent leirt médszer azon a jelenségen alapul, hogy
az 1S30 transzpozaz nagy gyakorisdggal hajt végre delécidkat az 0sszekapcsolddott IR végek
jelenlétében. Amennyiben az (IS30 transzpozaz jelenlétében igen aktiv) IR végek a kilizni
kivant plazmidon helyezkednek el, dgy a lejatsz6d6 genetikai atrendezddések gyakran
vezetnek a replikon eliminécidjdhoz. A replikon eltiinésének oka lehet, hogy a transzpozaz
altal katalizalt deléci6 a plazmid replikécids origdjat, vagy més, a plazmid fennmaradasédhoz
nélkiilozhetetlen DNS szakaszt érint, de a fent emlitett dtrendezddések jelentds delécid nélkiil
is vezethetnek az érintett cirkularis DNS linearizdcidjdhoz majd degradicidjahoz (Szabd és
mtsai., 1999). A mddszer ezen sajatossdga miatt mintegy ,,melléktermékként” nagy szamban
keletkeznek kisebb-nagyobb delécidkat szenvedett csonkolt plazmid valtozatok, amelyek a
plazmid éltal koédolt tulajdonsagok delécids térképezésére is alkalmasak lehetnek. Ilyeneket
magunk is mutattunk ki (15. dbra).

Mindezen tulajdonsdgai alapjan a fenti transzpozon alapu rendszer nem pusztin hatékony
plazmidizési eszkoz, de segitséget nydjthat ismeretlen funkcidjui plazmidok megismerésében

is.
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5. A vakcinajelolt torzsek artalmatlansaga és a korai védekezo képességet

stimulalo hatasa

5.1. Bevezetés

Mint az irodalmi attekintésben (1.4.) vazoltuk, a vakcindzds a gazdasiagi haszondllatok
(els6sorban a baromfi) Salmonella elleni védelmének egyik gyakran alkalmazott eszkoze.
Nyilvanvald, hogy a megfeleld védohatds érdekében egy hatékony Salmonella vakcinanak a
sejt kozvetitette és a humordlis immunvalaszt egyarant indukélnia kell. Ennek megfeleléen az
€10, ordlis vakcindk rendszerint sokkal hatékonyabb védelmet biztositanak a Salmonella
fert6zések ellen, mint az elolt vakcindk, ugyanis mig az elobbiek stimulédljdk mind a sejtes,
mind a humordlis immun folyamatokat, addig az inaktivalt vakcindk fOként a keringd
ellenanyag termelést serkentik (Van Immerseel és mtsai., 2005). Ezen az alapvetd problémén
til az elolt (parenterdlisan alkalmazand6) Salmonella vakcindk szamos hatranyos
tulajdonsagara hivtdk fel a figyelmet. Az inaktivalt vakcindk esetében megfigyelhetd gyenge
védbhatds magyardzata lehet a vakcindknak szervezetbdl valé gyors kiiiriilése és a védelemért
felelos antigének vakcina gydrtds sordn torténd lebomldsa (Barrow, 1991). A vakcina torzs
ugyanis indukcié hidnydban gyakran nem expresszdl egyes fontos immunogén antigéneket
(Barrow és Wallis, 2000). Tovabb4, a parenterdlisan alkalmazott ellt vakcindk nem képesek
kivaltani a szekretoros IgA termelést, amely igen fontos szerepet jatszik a mucosa
korokozokkal szembeni védelmében (Barrow és Wallis 2000). Feltehetoen a fent részletezett
okok miatt, az elolt vakcindkkal végzett kisérletek sordn eltéré hatékonysdgot tapasztaltak,
mely nagyban fiiggdtt a vakcina tipusatél (Timms és mtsai., 1990, Gast és mtsai., 1992,
Woodward és mtsai., 2002). Ezzel szemben az €l6 vakcindk sokkal nagyobb hatékonysagot
mutattak a bél kolonizaci6 és a szervinvazid gatlasdnak terén. Hatékonysiaguk valdszintileg
elsOsorban a gazda szervezetébe val6 limitélt bejutdsnak €s az igy aktivalt lokalis és dltalanos
sejtes immunitdsnak koszonheté (Nagaraja és Rajashekara 1999, Babu és mtsai., 2003).

Az €10, attenudlt orélis vakcina védd hatdsa egy virulens torzs kolonizacidjaval szemben tobb
S. Enteritidis és S. Typhimurium vakcina torzs esetében jol dokumentalt (Curtiss and Kelly,
1987, Barrow és mtsai., 1990, Cooper €s mtsai., 1990, 1992, 1994a,b, Hassan és Curtiss,
1994, 1996, 1997). Ezekben az esetekben az ¢él0 vakcindval szemben tamasztott
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kovetelmények kozott a hatékony védo képességen til mindig szerepel a gazdaval szembeni
artalmatlansag és a gyors kiliriilés. Ennek megfelelden az esetleges vakcina jelolt torzsiink in

vitro és in vivo vizsgalata sordn mi is ezeket a szempontokat tartottuk elsdésorban szem elott.
5.2. Anyagok és modszerek

5.2.1. Baktériumtorzsek

SE11: Salmonella Enteritidis 11 E 296, 1-es fagtipust, baromfi eredetii vad torzs
SE2102: a Salmonella Enteritidis 11 nem mozgé valtozata (SE11 fliD::pFOL1069, Cm®)
SE2107: a Salmonella Enteritidis 11 nem mozgé valtozata (SE11 fliD::pFOL1069, Cm®)
SE2520: a Salmonella Enteritidis 11 nem mozgé véltozata (SE11 fliD::pFOL1069, Cm®)
SEA77: Az SE2102 virulencia plazmid mentes véltozata

SEA155: Az SE2102 virulencia plazmid mentes valtozata

SEA211: Az SE2102 virulencia plazmid delécidés (4spvRABCD) valtozata

SE 10091: Salmonella Enteritidis 10091 (Imre és mtsai., 2005)

SE 147: Salmonella Enteritidis 147 térzs (Methner és mtsai., 1995)

ST F98: Salmonella Typhimurium F98 torzs (Barrow és mtsai., 1987)

ST Zoosaloral: Salmonella Typhimurium Zoosaloral-H, kommercidlis él6 vakcina torzs
E. coli C600: Escherichia coli K-12 laboratériumi torzs, negativ kontroll (Sambrook és

mtsai., 1989)

SzUl6i tbrzs: S. Enteritidis 11

flagellin bénitas l\‘

Nem mozgé: SE 2102 SE 2107 SE2520

plazmid (izés 1\’

Plazmid mentes: SE A77 SE A155 SE A211

16. abra: A S. Enteritidis 11 jelll torzs és kiillonb6z6 szarmazékainak viszonya. A SE2102,
SE2107 és SE2520 jeli torzsek irdnyitott transzpozon mutagenezissel (3.3. fejezet) lettek
eldéllitva a SE11 torzsbdl, mig a SEA77, SEA155 és SEA211 torzsek a SE2102 plazmidiizott

valtozatai (4.3. fejezet).
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5.2.2. Taptalajok, antibiotikumok

Standard bakteridlis taptalajként LB (Sambrook és mtsai., 1989) és TSB tapfolyadékot (17 g
pepton, 3 g szdéjakivonat, 2,5 g gliikéz, 5 g NaCl, 2,5 g Na,HPO, 1 1 deszt. vizben), valamint
LB tdpagart hasznaltunk. Az allatkisérletekben a szervinvazio €s a bél baktérium titer értékek
meghatdrozasdhoz Rappaport-Vassiliadis (RV) szelektiv dusitét (tdplevesként valamint a
higitdsokhoz) és Bromtimolkékes (BTK) differencidlé tapagart (Merck) (a baktérium titer
meghatdrozasdhoz) haszndltunk a szalmonelldknak a hattérflératdl eziton valé konnyebb
elkiilonithetdsége miatt. Az antibiotikumokat (Sigma) minden esetben az alabbi
koncentracioban haszndltuk: nalidixinsav (Nal): 50 pg/ml, spektinomicin (Spe): 50 pg/ml,
kloramfenikol (Cm): 20 pg/ml. A kanamycin (Km) esetében 250 pg/ml volt a sejtkultirdk
esetében alkalmazott koncentricio.

A sejt invazios €s IL-8 indukcids vizsgalatok soran médiumként 5% magzati borju savoval
kiegészitett MEM-et (Minimum Essential Medium) (Sigma), mig interakciés médiumként 1%
D-mannézzal és 5% magzati borju savoval kiegészitett DMEM-et (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) (Sigma) hasznaltunk.

A sejtek feltarasdhoz haszndlt lizis oldat dsszetétele a kovetkezd volt: 0,025% tripszin és 1%

Tween 20 feloldva 0,01 M NaH,PO, (pH=8) oldatban.

5.2.3. in vitro sejt invazios Kisérletek

A sejt invazios kisérletek (Barrow és Lovell, 1989) Vero és csirke embri6 fibroblaszt (CEF-
chick embryo fibroblast) sejtek felhasznaldsaval zajlottak az aldbbiak szerint:
1. A Vero/CEF sejteket haromszor egymés utdn PBS-sel (Sambrook €s mtsai., 1989)
mostuk
2. A tesztelendd baktérium egyéjszakas, stacioner TSB levestenyészetét 200-szorosara
higitottuk DMEM (Sigma) haszndlatdval, ezt hasznéltuk a fert6zéshez. (A pontos
kiindulasi baktériumszam megdllapitdsdhoz tizes 1éptékii higitasi sort készitettiink, a
higitdsokat BTK agar felszinére szélesztettiik (inkubécio: 37 C°, O/N).)
3. Az igy nyert higitott baktérium kultira 3ml-ét adtuk a Vero/CEF sejtek tenyészetéhez
petricsészében (36 mm atmérdjlii, Nunc). A fert6zott sejteket 2 6ran at 37 C°-on, 5%

CO; mellett inkubaltuk.
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4. Az inkubdci6 utdn a feliiliszobdl higitasi sort készitettiink, meghatdrozand6 a 2 Oras
baktérium csiraszamot.

5. A sejteket tartalmazé petricsészékhez 3 ml kanamycinnel kiegészitett MEM-et
(Sigma) adtunk, majd inkubaltuk 1,5 éran 4t 37 C°-on, 5% CO, jelenlétében.

6. Az inkubdcio leteltével eltavolitottuk a MEM-et, majd haromszor mostuk PBS-sel a
sejt tenyészetet.

7. Feloldottuk a sejteket 3 ml lizis oldat hozzaadasdval (inkubécié: 30 perc 37 C°-on,
CO; nélkiil), majd az inkubécié utan pipettaval szuszpendaltuk.

8. Az igy nyert lizatum feliilisz6jabol higitasi sort készitettiink, majd BTK lemezekre
szélesztettiik, igy hatdrozva meg a Vero/CEF sejtek belsejébe jutott baktériumok

szamat.

A kanamycin rezisztencia esetleges kialakuldsat a tesztelt baktériumtorzseken rendszeresen

ellenOriztik.

5.2.4. in vitro IL-8 indukcios kisérletek

A Salmonella torzsek IL-8 indukcids képességét csirke embrid fibroblaszt (CEF) sejteken
vizsgaltuk valds idejii (real-time) PCR segitségével. A sejtkultira indukcidja az aldbbiak

szerint zajlott:

1. A CEF sejteket haromszor egymads utan PBS-sel mostuk

2. A tesztelendd baktérium egyéjszakds, stacioner TSB levestenyészetét 200-szorosdra
higitottuk DMEM (Sigma) haszndlatdaval, ezt hasznéltuk a fert6zéshez. (A pontos
kiindulési baktériumszam megallapitdsahoz tizes 1éptékii higitasi sort készitettiink, a
higitdsokat BTK agar felszinére szélesztettiik (inkubécié: 37 C°, O/N).)

3. Az igy nyert higitott baktérium kultira 3ml-ét adtuk a Vero/CEF sejtek tenyészetéhez
petricsészében (36 mm atmérdjli, Nunc). A fert6zott sejteket 4 6ran at 37 C°-on, 5%
CO; mellett inkubaltuk.

4. Az inkubdci6 utan a DMEM-et eltavolitjuk, majd steril PBS-sel haromszor mossuk a
sejteket.

5. Hogy a petricsészérdl kirosodds nélkiil levalasszuk a sejteket, a sejtkultdrat 0,25%

tripszint tartalmazé PBS 2 ml-ében inkubéljuk 5-10 percig 37°C-on.
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A soron kovetkez6 RNS kivondst a BIO-RAD Aurum Total RNA Mini Kit-jével, a cDNS-sé

val6 4tirdst pedig a iScript cDNA Kit-jével végeztiik a gydrt6 ttmutatdsai szerint.

A Real-time PCR futtatdsahoz BIO-RAD iCycler iQ™ tipusi késziiléket hasznéltunk, az
eredmények szamitogépes értékelését pedig a Gene Expresion Macro™ Version 1.1 program

segitségével végeztiik.

A reakci6 elegy osszetétele az alabbi volt:

Osszetevik: térfogat:
MQ viz 9 ul
2xiQ™ SYBR Green Supermix 12,5 ul

(SYBR Green PCR puffer, iTaq DNA polymeraz, dNTP mix,
SYBR Green I, 20 nM fluorescein, 6 mM MgCl,)

Primerek 10 pmol/pl 0,75 wl
c¢DNS templét (10xhigitott) 2ul
teljes térfogat: 25 ul

Az IL-8 (és GAPDH, mint referencia héztartisi gén) real-time PCR-hez hasznélt PCR
program, melynek elsd fazisaban (az 1-2. szakasz sordn) az adatgyijtés és elemzés, mig

masodik részében (a 3-5. szakasz sordn) az olvadaspont analizis zajlott:

1. szakasz: (1x) 94,0°C 03:00 perc
2. szakasz: (40x)
1. 1épés: 94,0°C 00:15 perc
2. 1épés: 62,0°C 00:20 perc
3. szakasz: (1x) 95,0°C 01:00 perc
4. szakasz: (1x) 65,0°C 01:00 perc
5. szakasz: (60x) 65,0°C 00:05 perc

Az olvadaspont meghatarozds soran az 5. szakaszban minden mdsodik lezajlott

ciklus utdn 0,5°C-kal emeltiik a hdmérsékletet, igy jutva el 60 ciklus utdn 95°C-hoz.
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XIL. tablazat A real-time PCR-ek sordn hasznalt primerek szekvenciai

Primer  Szekvencia Forras

IL-8 F CTGCGGTGCC AGTGCATTAG Sadeyen €s mtsai., 2004
IL-8 R AGTACACCTC TCTTCCATCC Sadeyen €s mtsai., 2004
GAPDHF TCTACACACG GACACTTCAA GGGC Szmolka, nem publikalt
GAPDHF TGGACTCCAC AACATACTCA GCAC Szmolka, nem publikalt

5.2.5. Kisérleti allatok és allatkisérleti modell

Az allatkisérletek sordn him ivard Ross tipusi naposcsibéket hasznéltunk, melyek a Babolna
Keltet6  Kft-t6l, nagysziiléi SPF (Salmonella és mas korokozoktdl mentes)
tenyészallomanybol és vegyes ivard White Leghorn fajtdji SPF naposcsibéket, melyek a
CEVA Rt-t6] szarmaztak. A naposcsibéket a keltetés napjian széllitottuk intézetiinkbe, ahol
érkezésiik utdn véletlenszerlien, azonos szamu egyedbdl allé csoportokba osztottuk dket. A
szerv invazios vizsgadlatokhoz 44 x 40 cm-es alapteriileti miianyag dobozokban hat egyedes
csoportokban tartottuk a madarakat hat napos korukig, mig a védOhatds vizsgilata sordn
elkiilonitett termekben, negyvenes indulé Ilétszammal dolgoztunk. A kisérlet sordn

antibiotikum mentes baromfi befejez6 tdpot (Rakoskeverd Kft) kaptak ad libitum.

Szerv invazios és kolonizacios képességek vizsgalata

A naposcsibék a kikelésiik napjan, érkezésiiktol szamitott egy Ordn beliil lettek fertdzve a
megfeleld baktérium szuszpenzidjaval. A fertézéshez a vizsgdlandé baktérium torzs stacioner,
antibiotikum mentes leves tenyészetét (37 C°, O/N) kétszeresére vagy huszszorosdra
(kisérlettdl fiiggden) higitottuk LB levessel. Az igy nyert higitott tenyészet 0,5 ml-ével, steril
begyszonda segitségével egyedileg fertdztiink minden kisérleti allatot. A fert6zés soran
koriilbeliil 1-2 x 10’ CFU vagy 1-2 x 10° CFU mennyiségii baktérium keriilt az 4llatok
emésztorendszerébe, attdl fiiggden, hogy milyen doézisu fert6zést tartottunk célszeriinek
vizsgalni. A csibék a fertdzés eldtt csak vizet kaptak, takarményhoz (melyet Salmonella és
antimikrobidlis anyag mentességre akkreditdlt laboratoriumban ellendriztettiink) el0szor a

fert6zés utan egy oraval jutottak.
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Az allatokat a fert6zést kovetd 6todik napon dolgoztuk fel. Az altalanos sebészeti sterilitas
szabdlyait betartva eltdvolitottuk a kisérleti allatok 1€pét, mdjdnak egy koriilbeliil 0,2 grammos
szeletét és vakbelét. A mdjat és a lépet homogenizalva tizszeres mennyiségli, megfeleld
antibiotikummal kiegészitett RV szelektiv dusitoba tettiik, majd 48 6ran at inkubéaltuk 41 C°-
on. Ebbdl oltottunk ki steril kaccsal 24 és 48 o6ra elteltével antibiotikumos BTK agarra, igy
tesztelendd a szalmonelldk megjelenését a madarak szerveiben.

Az éllatok vakbéltartalmabol ugyancsak 0,2 grammot mértiink ki, majd ebbdl a béltartalombdl
antibiotikummal kiegészitett RV dusitéban tizes alapu higitdsi sort készitettiink. A higitasi sor
minden 1épésébdl azonnal 10 pl-t egy antibiotikumos BTK agar harmadara szélesztettiink
steril oltokacs segitségével, majd a lemezeket 37 C°-on éjszakdn at inkubdaltuk. A mdasnapra
kindtt Salmonella telepeket megszdmolva hatdroztuk meg a csibék vakbelében 1évo baktérium
titert.

Minden kisérlet esetében hasznaltunk intakt kontroll csoportot, amelyet ugyanolyan
koriilmények kozott tartottunk, mint a kisérleti csoportokat, attél eltekintve, hogy nem lettek
fertozve. A csoport feldolgozasa némiképp eltérden zajlott a kisérleti csoportokétdl, hiszen itt
nem vizsgdltuk a szervek fert6zottségét, csupdn a vakbéltartalom 0,2 grammjit oltottuk
antibiotikum mentes RV szelektiv dusitoba, amelyet 41 C°-on inkubaltunk. Ebbdl a duisitobol
oltottunk ki steril oltékaccsal 24 és 48 ora elteltével antibiotikum mentes BTK lemezekre.
Ezeket egy éjszakan at 41 C°-on inkubdltuk, majd mésnap vizsgéltuk a Salmonella gyanus
telepek megjelenését. Az esetleges gyanus telepek mindsitését Salmonella D csoportsavoval
és polivalens Salmonella antisavéval tovdbba sziikség esetén a torzs biokémiai

tulajdonsagainak vizsgdlataval tisztaztuk.

A korai védéhatas és az artalmatlansag vizsgalata

A védohatéds vizsgdlatdhoz a kisérleti allatokat két (egy elsd, ,,vakcina”, és egy mdsodik,
»challenge”) torzzsel egymds utan fertoztiik. Az elsé fert6zés az érkezés napjan tortént 1-2 x
10 CFU mennyiségli Salmonelldval, hasonléan mint az invdziés vizsgélatok sordn (lasd
fenn). Ezt kovette a ,,challenge” SE 147 Nal® torzzsel val6 réfertdzés, amelyre 24 6rdval a
»vakcina” torzs utan keriilt sor. A ,,challenge” torzset — életszertien — kisebb d6zisban kaptdk
a madarak: a torzs stacioner, egyé€jszakds LB leves tenyészet 1000-szeres higitdsanak 0,5 ml-
ét kaptak az 4llatok (1-2 x 10° illetve 1-2 x 10° CFU/csibe) steril begyszonda segitségével. A

kisérleti elrendezést a XII. tdbldzat mutatja.
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XIII. tablazat A védohatas vizsgalatanak kisérleti elrendezése és a fertdzési csiraszamok

Vakcina torzs Challenge torzs
Név Fertozés Név Fertozés
Csoport [CFU/csibe] [CFU/csibe]
1. Vakcina kontroll 1 SE11 Spc® 10° - -
2. Principalis 1 SE11 Spc® 108 SE 147 Nal® 10’
3. Challenge kontroll - - SE 147 Nal® 10’
4. Principalis 2 SE A155Cm" 10° SE 147 Nal® 10’
5. Vakcina kontroll 2 SE A155 Cm® 10 - -

A kisérleti mintdk feldolgozasa a szerv invazids és kolonizaciés vizsgalatokhoz képest néhany
kisebb médositassal tortént. A vakbéltartalom feldolgozédsa a kordbbiakhoz hasonléan zajlott;
a vakcina kontroll csoportokndl spektinomicin és kloramfenikol tartalmu, mig a rafertozott
(,,challengelt”) csoportok esetében nalidixinsav tartalmid RV dusitét és BTK tédptalajt
hasznaltunk a higitds illetve kioltds sordan, hogy mind a ,,vakcina”, mind a ,,challenge” torzs
csfraszdmat meghatdrozhassuk. Hasonl6an jartunk el a mdj mintdkkal is, melyeket egy
homogenizéldsi 1épés utdn a vakbéltartalomhoz hasonldéan higitottunk és titraltunk. A maj
homogenizéalasat steril mlianyag tasakban, 50-szeres mennyiségii RV dusitéban, Stomacher
(Seward Stomacher 80 Biomaster) homogenizatorral végeztiikk. A 1€p mintdk feldolgozas az
elOkisérletekben leirtaknak megfelelden zajlott, kivéve a 48 6ras kioltdsokat, amelyet eztttal
elhagytunk.

A bakteriol6giai mintavételi eljarast kiegészitettiik a klodkatamponok gytijtésével, melyet a
tobbi vizsgalattal egyidoben végeztiink gy, hogy a feldolgozasra keriilt allatoknak mindig
legyen klodkatampon eredménye is. A mintavételre kereskedelmi forgalomban kaphato, steril
fuilltisztitot hasznéltunk, melyet mintavétel utdn RV dusitéban inkubdltunk 24 6rdn at, majd
ebbdl antibiotikumos BTK-ra szélesztettiink, igy vizsgdlva a madarak Salmonella iiritését.

A kisérleti allatok elsd hatos csoportjat a fertdzést kovetd o6todik napon dolgoztuk fel. Ezt
kovetéen minden djabb hét elteltével megismételtiik a feldolgozast a fenti séma szerint,
mindig 6-6 allatot felhaszndlva csoportonként, egészen a negyedik hétig.

A negyedik hét végén, az utolsé feldolgozas alkalmdval a Vakcina kontroll csoportokban vért
vettiink, az éllatok Salmonella flagellin specifikus immunvalaszat tesztelendd. A savokat

szendvics blokkolé ELISA-val (DAS ELISA) (van Zijderveld és mtsai., 1993), a S. Enteritidis
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flagellin specifikus 9G3 monoklondlis ellenanyag segitségével vizsgaltuk (Szmollény és

mtsai., 1999).

Statisztikai elemzés
Az in vitro sejtinvaziés eredmények és az in vivo korai védoéhatdst vizsgdlo kisérletek
eredményeinek statisztikai analizisét egyutas variancia analizissel kombindlt T-préba

alkalmazasaval végeztiik.
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5.3. Eredmények

5.3.1. Az in vitro sejtinvazios és IL-8 indukcios vizsgalatok eredményei

Invaziés eredmények Vero sejteken. A Salmonella Enteritidis 11 torzs markerezési és
virulencia csokkentési 1€pései sordn az elso, az allatkisérleteket megel6z6 virulencia teszt a
sejtinvazids vizsgédlat volt, melyet Vero sejteken végeztink (17. &dbra). Az invazids
vizsgdlatok sordn a gyakoribb Salmonella szerovariansok képvisel6ihez (S. Typhimurium
F98, S. Hadar 18), kiilonb6z6 S. Enteritidis reprezentdnsokhoz (S Enteritidis 147, S Enteritidis
10091) és a nem invaziv E. coli K-12 kontrollhoz hasonlitottuk SEI11 mutdnsainkat.
Eredményeinket a 14. abran foglaltuk 0ssze.

Az altalunk hasznit modellben a kisérletben szerepld torzsek koziil a S. Typhimurium F98
bizonyult a leginvazivabbnak, amely 4,86 log;o CFU/ml (7,24)(104 CFU/ml) €16 csiraszamot
ért el a Vero sejtek belsejében. Nem sokkal maradt el ettdl az értéktdl a S. Enteritidis 147
(4,83 logjo CFU/ml) és a S. Hadar 18 (4,4 log;o CFU/ml) sem, igy ez a hdrom torzs képezte a
vizsgalatba vont torzsek leginvazivabb csoportjat.

A fentiekhez képest atmeneti (koztes) invazids csiraszamot mutatott a S. Enteritidis 10091
(2,94 logjp CFU/ml) és a S. Enteritidis 11 (2,98 log;o CFU/ml ) sziiléi torzs, melyek
koriilbeliill két nagysdgrenddel alacsonyabb titert értek el, mint a leginvdzivabb S.
Typhimurium F98.

A Salmonella torzsek koziil a legalacsonyabb invazios képességgel a SE11 mutédnsai
rendelkeztek, a flagella mentes SE2102 0,25 log;o CFU/ml-es értéket, mig a virulencia
plazmid mentes SE2102 szarmazék SEA77 ezzel szinte megegyezd 0,23 log;y CFU/ml-es
értéket mutatott. Ezen invazids értékek alapjan mindkét mutdns szignifikdnsan kiilonbozik a
sziiléi SE11 torzstol (SE2102: P=0,018; SEA77: P=0,013), azonban a két mutans invazids
képességei kozott nincs szignifikans eltérés: P=0,734). Ezek az invazios értékek azt jelzik,
hogy a fenti két mutans in vitro, Vero sejteken gyakorlatilag nem invaziv, hiszen ezeknél az

értékeknél alacsonyabbat csak a negativ kontroll E.coli C600 mutatott (0,04 log;o CFU/ml).
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17. abra A S. Enteritidis 11 mutansok, valamint a fontosabb Salmonella szerovariansok egy-
egy reprezentdns torzsének invazids értékei Vero sejt modellen. Az invazids értékek a Vero
sejtek belsejében mérhetd €16 Salmonella csiraszdm tizes alapui logaritmusat mutatjdk. (Az

eredmények legaldbb két parhuzamos kisérlet adatain alapulnak.)

Invaziés eredmények CEF (chicken embryo fibroblast) sejteken. A Vero sejteken vald
tesztelést kovetden folmeriilt a kérdés, hogy a gazda-specifikus sejttenyészet is alkalmas-e a
Salmonella in vitro invazié tanulmanyozéasara? Ezért CEF primér sejteken is megvizsgéltuk a
mutansaink invazios képességét (18. dbra). Invaziv pozitiv kontrollként ezittal a S. Enteritidis
147-es torzs szolgalt, amely ismét a Vero sejt invaziohoz hasonld, magas értékeket mutatott
(4,67 log;o CFU/ml ). Erdekes, hogy a SE11 sziil8 torzs ezittal tobb mint egy nagysdgrenddel
magasabb invazids értéket mutatott, mint Vero sejteken (4,24 log;o CFU/ml ). Ennek mutansai
viszont a CEF-en is igen kevéssé voltak invazivak: a SE2102 0,69 log;o CFU/ml-t, a
plazmidmentes SEA155 0,51 log;o CFU/ml-t ért el. Adataink alapjan a sziilé1 SE11 torzstdl
mind az SE2102 (P=0,0035), mind a SEA155 (P=0,006) jelentdsen eltért a CEF invazids
tulajdonsagaik tekintetében, migy a két mutidns kozott nem volt szignifikdns kiilonbség
(P=0,5315).
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18. abra A S. Enteritidis 11 sziil6i torzs, a SE2102 nem mozgd, és a SEA155 virulencia
plazmid mentes mutdnsok invaziéja, CEF (chicken embryo fibroblast) modellen. Az invazids
értékek a CEF sejtek belsejében mérhetd €16 Salmonella csiraszam tizes alapd logaritmusat

mutatjak. (Az eredmények két parhuzamos kisérlet adatain alapulnak.)

Interleukin-8 (IL-8) indukciés eredmények CEF (chicken embryo fibroblast) sejteken.

A sejt invazids vizsgélatokat kovetden kivancsiak voltunk arra is, hogy legfontosabb torzseink
milyen mértékben képesek kivaltani az egyik legfontosabb lazkeltd citokin, az interleukin-8
termelddését. A vizsgdlatokhoz CEF kultdrdt haszndlva, a sejtek baktérium indukalta IL-8
termelését pedig RNS szinten, real-time RT PCR segitségével probdltuk nyomon kovetni.

Eredményeinket a 19. dbra oszlopdiagramja foglalja 6ssze.
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19. abra IL-8 indukciés real-time PCR eredmények CEF (chicken embryo fibroblast)
sejteken. A grafikon a kezeletlen kontroll sejtkultira (CEF) IL-8 mRNS szintjéhez
normalizdlva (ezt egynek véve) mutatja a kiillonboz6é baktériumokkal kezelt sejttenyészetek

IL-8 mRNS szintjét.

Eredményeink szerint a mutans Salmonella torzsekkel kezelt CEF sejtkultiurdk IL-8 termelése
jelentdsen alacsonyabb a sziiloi torzs altal kivaltott IL-8 termelésnél. A 18. dbra alapjan
megfigyelhetd, hogy mig a vad S. Enteritidis torzsek IL-8 indukcidja mintegy 20-szorosan
haladta meg a fertézetlen CEF kultira IL-8 termelését, addig a mutans torzsek (SE2102,
SEA155) esetében ez az érték mindossze 3-4-szeres. Ha a nem invaziv E. Coli C600-as torzs
indukcigjat tekintjiik alapértéknek, akkor a sziiloi SE11 torzs IL-8 indukcigja tobb mint
tizszeresen, mig a mutdnsoké mindossze 1,5-szeresen haladta meg az artalmatlan

laboratériumi E. coli torzs interleukin indukciéjat.

5.3.2. A naposcsibe szerv invazios és vakbél kolonizacios kisérletek eredményei

Az in vivo kisérletek sordn els6ként az irdnyitott transzpozon mutagenezissel 1étrehozott nem
mozg6 torzsek virulencidjat vizsgaltuk meg. Ezen eldkisérletek sordn harom olyan flagella

mentes mutanst teszteltiink, melyek potencidlis kiindulé torzsei lehettek a tovabbi virulencia
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csokkentd munkdknak, azonban eldszor tisztdzni szerettiik volna a rezidudlis virulencidjukat
és kolonizicios képességeiket. Torzseink virulencidjanak vizsgélatdhoz naposcsibe modellt
hasznaltunk, a kisérletek sordn a baktériumok virulencidjat a belsé szervekbe (m4dj, 1ép)
torténd invazié mértékével, mig a kolonizdciés képességeket a vakbéltartalomban elért
csiraszammal jellemeztiik. Osszehasonlitdsi alapként a vad tipust sziiléi SE11 torzset (pozitiv
kontroll) és a kereskedelmi forgalomban legrégebb ota elérhetd, teljes mértékben
artalmatlannak ismert S. Typhimurium Zoosaloral-H (Dessau-Tornau GmbH) é16 vakcina
torzset (negativ kontroll) hasznéltuk.

Osszesen hdrom vizsgilatot végeztink az eldkisérletek sordn, melyek eredményei
Osszevontan a XIV. tdblazatban lathatok. A két kontroll torzs (a sziildi SEI1 és a ST
Zoosaloral), valamint a SE2102 jeli nem mozg¢ torzs mindharom vizsgélatban szerepelt, igy
ezekrdl 0sszesen 18-18 allatbdl gytijtottiink adatokat. A masik két nem mozgd mutans, a SE
2107 és a SE 2520 csak egy kisérletben szerepelt, igy ezek esetében csupdn 6 allatbol
szarmazo vizsgélati adat allt rendelkezésre, amint azt a XIV. tdbldzat is mutatja.

A vakbélben mért Salmonella csiraszamok tekintetében a ST Zoosaloral kontroll térzs mutatta
a legalacsonyabb értéket (4,4 log;p CFU/g béltartalom), ennél hozzavetdlegesen két
nagysdgrenddel magasabb titert ért el a sziiléi SEI1 (6,5 log;o CFU/g). Erdekes médon a
legmagasabb csiraszdmot a nem mozgd (flagella mentes) mutinsok mutattdk, melyek
mindegyike magasabb titert ért el a naposcsibék vakbelében, mint a vad tipust sziil6i torzs.
Az értékek 6,82 €s 8,37 log;o CFU/g kozott véltoztak, a legmagasabb értéket a SE2102 jeli
nem mozgd mutdns érte el.

Némiképp meglepd eredményeket mutattak a szervinvazids adatok is, melyek sordn azt
vizsgéltuk, hogy a kisérleti allatok szerveibdl a fertdzéshez hasznalt Salmonella térzs milyen
ardnyban tenyésztheté ki. Taldn a legszembeo6tlobb eredmény, hogy a hdarom, azonos
genetikai hatteri nem mozgd mutdns igen eltéré értékeket mutat mind a médj, mind a 1ép
invazio tekintetében. A mindharom kisérletben szereplé SE2102 mutdns sokkal invdzivabban
viselkedett (mdj: 33%-os pozitivitds, 1€p: 100%-o0s pozitivitds), mint izogén mutdnstarsai
(mdj: 0-16%, 1ép: 50-66%-o0s pozitivitds), €s elérte illetve meghaladta a vad tipusd, sziil6i
SE11 torzs invazios éretékeit (mdj: 33%, 1ép: 61% pozitiv) is. Ha csupdn a mésik két flagella
mentes mutdnst tekintjiik, akkor az eldkisérletek alapjan az invazids képességek stagnélast,
illetve a m4jak esetében enyhe csokkenést mutatnak a sziildi SE11 torzshoz képest, mig a
SE2102-es mutdns ezzel némileg ellentétes tendencidt mutatott.

Erdekes, nem vért eredménynek tartottuk az SE11 torzs és szdrmazékai esetében azt is, hogy a

1ép-invaziés értékeik rendre magasabbnak bizonyultak a mdj invaziéndl, hiszen ez
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ellentmondani latszik a szerv invazié esetén természetesnek tartott bél - mdj - limfoid szervek
sorrendjével. Szintén érdekes volt latni, hogy az altalunk hasznélt kisérleti rendszerben a
kereskedelemben kaphat6 ST Zoosaloral vakcina torzs is jelentds (mdj: 55%, 1ép: 50%)
rezidudlis invazids képességgel rendelkezik. Mindezek targyaldsdra a késdbbiekben még

visszatériink.

XIV. tablazat Az iranyitott transzpozon mutagenezissel eldallitott nem mozgé S. Enteritidis
11 torzs mutansainak (SE2102, SE2107 és SE2520) szerv invazios és vakbél kolonizacids
tulajdonsdgai naposcsibében (SPF Ross fajtdju csibék, fertdzési csiraszdm: 1-2x10’

CFU/csibe) 24 és 28 6ras szelektiv dusitast kovetden.

ST
SE11 SE2102  SE2107 SE2520 >
Maj 6/18 6/18 0/6 1/6 10/18
[pozitivivizsgal] 33% 33% 0% 16% 55%
Lép 11/18 18/18 3/6 4/6 9/18
[pozitiv/vizsgalt] 61% 100% 50% 66% 50%
Vakbel titer 6,55 8,37 6,82 8,02 4,41

[logso CFU/g]

Az eldzetes kisérletek eredményei szerint tehét a flagella mentes SE11 szdrmazékok a sziildi
torzshoz képest nem mutattak egyértelmii és dltalanos virulencia csokkenést, igy ezt tovabbi
genetikai beavatkozdssal, a virulencia plazmid kitizésével (1asd 4. fejezet) reméltiik elérni. A
munka folytatdsdhoz a SE2102 torzset vélasztottuk ki, mely ugyan invézivabb volt, mint a
masik két mutdns torzs, de mellette szolt, hogy a SE2102-r6l rendelkeztiink a legtobb
allatkisérleti adattal (harom parhuzamos kisérlet eredményei), valamint ez a torzs mutatta a
legjobb kolonizéacids képességet, amit egy €10, ordlis vakcina jelolt torzs esetében igen fontos

szempontnak tartottunk.

Az in vivo artalmatlansagi vizsgdlatok kovetkezd fazisdban igy a nem mozgo, virulencia
plazmid Gz6tt mutdnsok jatszottdk a kozponti szerepet, mig sziiléi kontroll torzsként a SE11
mellett a SE2102 flagella mentes mutans szerepelt. A plazmid {izott véaltozatok koziil a SEA77
és a SEA155 teljesen mentes volt a virulencia plazmidtdl, mig a SEA211 jelii térzs egy olyan
delécios virulencia plazmidot hordozott, amelyrdl hidnyoztak a f6 virulencia determindns

spvRABCD gének (4. fejezet, 12.4bra).
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Az éllatkisérleti rendszer megegyezett az elOkisérletek soran alkalmazott naposcsibe modellel,
azzal a médositdssal, hogy a kordbbi SPF Ross naposcsibékrdl SPF White Leghorn fajtara
tértiink 4t tekintettel arra, hogy az irodalomban is ilyen csibék felhasznéldsardl szolo
kozlemények szerepeltek (Methner és mtsai., 1995). Két parhuzamos vizsgalatot végeztiink;
elsé alkalommal 107 CFU/csibe, masodszorra 10® CFU/csibe fert6z8 dézist alkalmaztunk. A
mintavétel menete azonban nem valtozott a kordbbiakhoz képest, a m4j és a 1ép fertdzottségét
kvalitativan vizsgdltuk, mig a vakbél kolonizacié mértékét csiraszamlalassal hatdroztuk meg.

A vizsgalatok eredményeit a XV A-B. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

XV A-B. tablazat A S. Enteritidis 2102 nem mozgd torzs plazmid zott valtozatainak
(SEA77, SEA155, SEA211) szerv invaziés és vakbél kolonizdciés tulajdonsdgai
Osszehasonlitva a kiilonboz0 sziiloi torzsekkel (SE11: vad tipusu sziildi torzs, SE2102: nem
mozg6 sziild). A vizsgalatokat a CEVA-t6l szarmazé, SPF White Leghorn naposcsibéken

végeztik.

A) Fert6z6 dozis: 10" CFU/csibe.
SE11 SE2102 SEA77 SEA155 SEA211

M3j 6/6 2/6 3/6 3/6 1/6
[pozitiv/vizsgalt] 100% 33% 50% 50% 16%
Lép 6/6 1/6 3/6 2/6 3/6
[pozitiv/vizsgalt] 100% 16% 50% 33% 50%
Vakbél titer 6.3 5.7 6.7 7.0 6.4
[logs, CFU/g] ’ ’ ’ ’ ’

B) Fert8z6 dézis: 10® CFU/csibe.
SE11 SE2102 SEA77 SEA155 SEA211

Maj 6/6 3/6 3/6 6/6 3/6
[pozitiv/vizsgalt] 100% 50% 50% 100% 50%
Lép 6/6 5/6 4/6 3/6 5/6
[pozitiv/vizsgalt] 100% 83% 66% 50% 83%
Vakbél titer
llogsg GFU/d] 8,5 7,8 8,6 8,2 7,8

A kisérletek eredményeit értékelve megallapithatjuk, hogy a két vizsgdlat eredményei a
fert6z6 Salmonella dozis jelentds (egy nagysdgrendnyi) emelése ellenére azonos tendencidt
mutatnak. A legvirulensebb torzsnek ezittal a sziiléi SE11 bizonyult, hiszen folyamatosan
100%-o0s szerv pozitivitdst okozott a két kisérlet sordn. Ehhez képest a kordbbiakban

invazivabbnak tiind SE2102 nem mozgd mutdans ezitttal kb. feleakkora invaziét mutatott mint
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a sziild SE11. Ez az eredmény megerdsitette eredeti varakozdsainkat, amelyeket az elézetes
szerv invazids eredmények részben cafolni latszottak, hiszen ott ez a nem mozgd mutéins a
lépre nézve invazivabbnak mutatkozott, mint a SE11 (XIV. tdbldzat), mely relativ eltérést a
sziil6i SE11-es torzs ezen (White-Leghorn) SPF csibékben mutatott magasabb szerv-invazios
értékeivel magyardzhatjuk. Ennek okét viszont az esetlegesen hidnyzé vagy gyenge E. coli
flérdban kereshetjiik.

A plazmid mentes mutdnsok jelentds csokkenést mutattak a vad SE11 sziilohoz képest mind a
madj, mind a 1ép invazié tekintetében, mig a SE2102 torzshoz viszonyitva csupén a 1€p invazid
tekintetében figyelheté meg enyhe csokkenés. Egymadssal vald 6sszehasonlitdsban a plazmid
mentes mutansok esetében viszonylag egyenletes értékeket figyelhetiink meg: egyediil a
SEA155 méj invazidja mutat kiugré (100%-os) értéket, azonban ez az érték valdszinlleg a
csibék kozti egyedi érzékenységi kiilonbségeknek és az alacsony mintaszdmnak készonhetdk,
hiszen a SEA155 és SEA77 azonos genetikai hétter(i plazmid mentes mutdnsok.

A két eltérd csiraszammal tortént fertdzést osszevetve a fertdzési dozis hatdsa mind a szerv
invazi6é, mind a vakbélben mért Salmonella titer esetén egyértelmiien megmutatkozik. A
magasabb (108 CFU) csiraszammal valé masodik fertozést kovetden — a varakozasnak
megfelelden - a vakbél titer 1,2-2,2 nagysdgrenddel, mig a szervinvazié csoportonkénti 0-4
poztivitdssal haladta meg az elsd kisérlet azonos csoportjaét.

Az artalmatlansagi vizsgélatok sordn elvégzett, 6sszesen ot kiilonallo allatkisérlet néhany
paraméterében (fert6z6 dozis, naposcsibe fajtdja) eltért ugyan egymadstél de a torzsek
egymashoz viszonyitott kiilonbségeinek hasonlésdga alapjan legaldbb az invazids
eredményeik 6sszevonhatdk. Igy a kisérleti elrendezésbél adédéd esetleges kilengéseket is
kiegyensulyozhatjuk. A konnyebb attekinthetdség kedvéért ezt az Gsszesitést végeztiik el a 20.
abra grafikonjan, melyen az egyes torzsekre vonatkozo szerv pozitivitdsok szdzalékos értékei

lathatok.
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20. abra A S.Enteritidis 11 és szarmazékainak Osszesitett szerv invazids eredményei SPF
Ross és White Leghorn naposcsibéken, 10’-10® CFU/csibe fertézési csiraszammal. A torzsek

neve melletti zardjeles ért€k az Osszes vizsgalt szerv szamat mutatja.

Az Osszesitett eredmények szerint a sziild SE11 torzs stabil, magas invazivitdst mutat mind a
mdj (60%), mind a 1€p (76%) mintdk esetében. Ezeknél az ért€keknél a nem mozgd mutansok,
és ezek plazmid mentes szarmazékai is rendre alacsonyabb értékeket mutattak, eltekintve egy-
egy kiugréan magas 1€p vagy mdj invaziotdl. Végiilis tendencidjdban egyértelmiien csokkend
virulencidt mutatnak mind a flagella mentes, mind a flagella és plazmid mentes mutins

torzsek.

5.3.3. Korai védohatas és artalmatlansag

Miutin mutdnsaink az Ot napos idOtartamud rovid tdvid naposcsibe modell kisérletekben
csokkent virulencidt mutattak gy gondoltuk, hogy a munka ezen fazisidban érdemes
megvizsgilni korai védohatasukat és iiriilési tulajdonsdgaikat. Ugyanakkor nyilvdnvalénak
tiint, hogy egy hosszabb id6tartami kisérlet keretein belil is meg kell vizsgélni
artalmatlansdgukat. Ennek érdekében ismét frissen kikelt naposcsibéket fertdztiink a vakcina
jelolt SEA155 és — kontrollként — a sziil6i SE11 torzzsel, majd egy nappal késobb a virulens S.
Enteritidis 147-tel, mint challenge (réfert6z6) torzzsel kezeltiik az allatokat. Az édllatok ismét

Ross tipusu hushibridek voltak (Bébolna).
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A fenti kérdések vizsgalata céljabol két kisérletet végeztiink, melyek egyrészt abban tértek el,
hogy a S. Enteritidis 147-es torzs challenge dézisa az els6 kisérletben 2x10° CFU/csibe, mig a
mésodik kisérletben 2x10° CFU/csibe volt. Tovabbi eltérésként a mésodik kisérletben a mdj
és a 1ép Salmonella tartalmat kvantitativan is vizsgaltuk. Tekintettel arra, hogy ezen challenge
dozis kiillonbség az egyes csoportok kozotti kiilonbségeket nem befolyédsolta, az adatok
kisérletenkénti részletes bemutatisa mellett (1. kisérlet: XVI. tablazat, 2. kisérlet: XVIIL
tdblazat) eredményeinket 0sszevontan, négy halé diagram formdjdban mutatjuk be (21., 22,

23., 24. édbra).

—e— Vakcina kontroll1
Vakbél titer eredmények —=— Principalis 1

Challenge kontroll
Principélis 2

—x— Vakcina kontroll 2

log10 CFU/ml

WAPrO0OITOONOOOO

1 2 3 4

A fert6zés idopontjatol eltelt hetek szama

21. abra A Kkorai védohatast vizsgalo Kisérletek osszevont vakbéltiter eredményei. A
grafikon a vakbélben mért Salmonella csiraszam tizes alapi logaritmusdnak atlagat mutatja
(2x6 csibe/idépont/csoport) (Vakcina kontroll 1: csak SE11-el kezelt, Principalis 1: SE11-el
»vakcindzott”, SE147-tel ,,challengelt”, Challenge kontroll: csak SE147-tel kezelt, Principalis
2: SEA155-tel ,,vakcindzott”, SE147-tel ,,challengelt”, Vakcina kontroll 2: csak SEA155-tel
kezelt. A kisérleti elrendezést 1dsd még: XIII. tablazat.)

Ezek szerint a vakbél titerek alapjan a két vakcindzott csoport (Principdlis 1 = SE11 sziil6i
torzzsel ,,vakcindzott”) és (Principdlis 2 = SEA155 nem mozgd, plazmid mentes mutdnssal

,vakcindzott”) szignifikdns védelmet nyujtott a challenge torzs ellen az 1. és a 2. héten (21.

abra).
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—e— Vakcina kontroll1

Maj eredmények —=— Principalis 1
Challenge kontroll
Principélis 2

—x— Vakcina kontroll 2
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0 ¢ g

1 2 3 4

A fert6zés idépontjatol eltelt hetek szama

% pozitivitas
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22. abra A korai védoéhatast vizsgalé kisérletek osszevont maj invazios eredményei. A
grafikon a pozitiv szerv mintdk ardnydt mutatja az Osszes (2x6 csibe/idépont/csoport)
vizsgalthoz képest. (Csoportnevek felolddsa lasd: 21. dbra aldirds, részletes kisérleti

elrendezés: XIII. tablazat.)

—e— Vakcina kontroll1
Lép eredmények —=— Principalis 1
Challenge kontroll
120 o
Principalis 2
o 100 - —x— Vakcina kontroll 2
pu — I
2 80
o
e 40 -
20
]/.\\—l\
0
1 2 3 4
A fert6zés idépontjatol eltelt hetek szama

23. abra A korai védohatast vizsgalé Kkisérletek Osszevont 1€p invazios eredményei. A
grafikon a pozitiv szerv mintdk ardnydt mutatja az Osszes (2x6 csibe/idépont/csoport)
vizsgilthoz képest. (Csoportnevek felolddsa lasd: 21. abra alairds, részletes kisérleti

elrendezés: XIII. tablazat.)
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A mdj és 1ép pozitivitds tekintetében a védelem a 3. és 4. hétig kimutathaté volt, azzal a
kiillonbséggel, hogy a 3-4. héten a 1épben nem csak a challenge torzs, hanem mindkét vakcina
torzs is joval magasabb szdzalékban fordult el mint a mdjban (22., 23. dbra). Az immunizalt

csoportokban a challenge torzs mindvégig lényegesen alacsonyabb titerben volt jelen, mint a

Challenge kontrollban.
—e— Vakcina kontroll1
kloaka tampon eredmények —=— Principalis 1
Challenge kontroll
120 L
Principélis 2
o 100 # —x— Vakcina kontroll 2
‘© |
z 80
Q.
< 40 -
20 ’\-
O X ]
1 2 3 4
A fert6zés id6pontjatol eltelt hetek szama

24. abra A korai védohatast vizsgalo kisérletek osszevont klodka tampon eredményei. A
grafikon a pozitiv mintdk ardnyit mutatja az 0sszes (2x6 csibe/idépont/csoport) vizsgilthoz
képest. (Csoportnevek felolddsa 14sd: 21. dbra aldirds, részletes kisérleti elrendezés: XIII.

tabldzat.)

A védoképesség mindkét vakcindzast illetden ugyancsak mindvégig jelentds volt a klodka
tamponok alapjan is (24. dbra). Mig a Principdlis csoportokban a harmadik hét utin mar nem
lehetett challenge torzset visszaizoldlni, addig a baktériumokkal végzett egyedi fertézések
adatai azt mutattdk, hogy mindharom torzs (Challenge kontroll és két kiilonb6z6 Vakcina

kontroll) meglehetds gyakorisaggal iiriilt a 4. héten is (24. dbra).

Az eredmények statisztikai értékelését a X VIII. tdblazat mutatja. A tdbldzatban nem szerepld

csoportparok esetében a szignifikancia szintje minden esetben: P<0,05.
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XVL. tablazat A korai védelmet vizsgalé 1. kisérlet eredményei.
A tébléazat az atlagos vakbél titereket (6 csibe/csoport) és a szerv invazids adatokat (Salmonella pozitiv/vizsgélt szerv) mutatja. (Csoportnevek

feloldasa lasd: 21. abra alairas, részletes kisérleti elrendezés: XIII. tablazat.)

I. 2. 3. 4. 5.

Vakcina Principalis 1 Challenge Principalis 2 Vakcina

kontroll 1 kontroll kontroll 2
1. | Vakbéltiter(log;o) 8,77 5,25 8,34 5,60 7,85
hét | Kloaka tamp. 6/6 3/6 6/6 2/6 6/6
Lép 6/6 0/6 6/6 4/6 6/6
Mij 6/6 0/6 6/6 4/6 6/6
2. | Vakbéltiter 5,63 <3,0 5,82 <3,59 525
hét | Kloaka tamp. 6/6 0/6 2/6 2/6 6/6
Lép 6/6 2/6 6/6 5/6 6/6
Maj 5/6 0/6 6/6 2/6 5/6
3. | Vakbéltiter 4,20 <3,0 4,12 <3,0 3,68
hét | Kloaka tamp. 5/6 0/6 4/6 0/6 6/6
Lép 4/6 0/6 5/6 0/6 6/6
Mayj 0/6 0/6 5/6 0/6 0/6
4, Vakbéltiter <3,62 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
hét | Kloaka tamp. 4/6 0/6 2/6 0/6 4/6
Lép 4/6 0/6 5/6 2/6 1/6
Mayj 0/6 0/6 2/6 0/6 0/6
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XVILI. tablazat A korai védelmet vizsgalé 2. kisérlet eredményei.

A vakbél atlag titerek (6 csibe/csoport) és az invazids adatok mellett (Salmonella pozitiv/vizsgélt szerv) a szervek atlagos Salmonella titerét is

feltiintettiik (6 csibe/csoport). (Csoportnevek feloldasa lasd: 21. dbra aldirds, részletes kisérleti elrendezés: XIII. tdblazat.)

1. 2. 3. 4. 5.
Vakcina Principalis 1 Challenge Principalis 2 Vakcina
kontroll 1 kontroll kontroll 2
1. | Vakbéltiter(log;) 6,64 <3,0 6,23 <4,60 6,32
hét | Kloaka tamp. 6/6 0/6 6/6 1/6 6/6
Lép 6/6 4,72 0/6 <2,69 6/6 4,16 2/6 <4,19 6/6 <3,77
M34j 6/6 3,63 0/6 <2,69 6/6 3,98 1/6 <2,69 6/6 <2,69
2. | Vakbéltiter 5,98 <3,0 6,75 <3,0 4,40
hét | Kloaka tamp. 6/6 0/6 6/6 0/6 6/6
Lép 6/6 3,87 0/6 <2,69 6/6 4,35 0/6 <2,69 6/6 <2,92
Mij 6/6 2,85 0/6 <2,69 6/6 3,57 2/6 <2,69 4/6 <3,00
3. | Vakbéltiter 4,89 <3,0 4,35 <3,0 <3,12
hét | Kloaka tamp. 5/6 0/6 5/6 0/6 2/6
Lép 6/6 3,87 1/6 <2,69 6/6 3,14 0/6 <2,69 3/6 <2,69
MAj 3/6 2,85 0/6 <2,69 6/6 2,69 0/6 <2,69 1/6 <2,39
4. | Vakbéltiter <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0
hét | Kloaka tamp. 5/6 0/6 3/6 0/6 0/6
Lép 2/6 <2,39 0/6 <2,69 4/6 <2,39 1/6 <2,69 2/6 <2,39
M34j 1/6 <2,39 0/6 <2,69 2/6 <2,39 0/6 <2,69 1/6 <2,39
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XVIIL. tablazat A korai védelmet vizsgal6 1-2. Kisérlet statisztikai értékelése.

A tébléazat adatai a fejlécben szerepld csoportok eredményeinek paronkénti dsszevetését mutatja heti €s szervenkénti bontdsban. A tablazat

celldiban szerepld elsé érték a szignifikancia szint %-ban (P-érték), a masodik (zdréjeles) adat pedig a két csoport dtlaganak kiilonbsége. N.E.:

nem értékelhetd. A tdblazatban nem szerepld csoportparok esetében (pl. Principélis 1 — Vakcina Kontroll 1, stb.)a szignifikancia szintje minden

értékelhetd esetben: P<0,05. (Csoportnevek felolddsa 14sd: 21. dbra alairas, részletes kisérleti elrendezés: XIII. tdblazat.)

Principalis 1- Vakcina K.1 - Vakcina K.1 - Vakcina K.2 -
Principélis 2 Vakcina K.2 Challenge K. Challenge K.
Szignifikancia% (kiilonbség) | Szignifikancia% (kiilonbség) | Szignifikancia% (kiilonbség) | Szignifikancia% (kiilonbség)
1. Vakbéltiterl. kisérlet 43,5 (-0,35) 1,81 (0,93) 32,5 (0,38) 15 (-0,55)
hét | Vakbéltiter2. kisérlet N.E. 55,1 (0,32) 45,7 (0.4) 88 (0,08)
Lép N.E. 0,03 (0,94) 9,84 (0,38) 2,26 (-0,56)
Maj N.E. 1,52 0.77) 5,42 (-0,53) 0,02 (-1,3)
2. Vakbéltiterl. 0 (-4,31) 32,5 (-0,38) 60,3 (-0,20) 13 (-0,58)
hét | Vakbéltiter2. N.E. 0,64 (1,54) 15,8 (-0,77) 0,02 (-2,34)
Lép N.E. 0,02 (0,96) 4,3 (-0,47) 0 (-1.43)
M3j N.E. 70,3 (-0,15) 1,52 (:0,77) 10,6 (-0,62)
3. Vakbéltiterl. N.E. 19,2 (0,53) 94 (0,03) 23 (-0,5)
hét | Vakbéltiter2. N.E. 32,6 (0,67) 33,1 (0,55) 85,5 (-0,12)
Lép N.E. 50,7 (-0,3) 0,31 (-0,9) 16,6 (-0,6)
Mij N.E. 0 (2,98 60,3 (0,29) 0,04 (-2,69)
4. | Vakbéltiterl. N.E. 0 (3,63) 0 (3,63) N.E.
hét | Vakbéltiter2. N.E. N.E. N.E. N.E.
Lép N.E. N.E. N.E. N.E.
M3ij N.E. N.E. N.E. N.E.
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Végiil szerettiink volna megbizonyosodni arrdl is, hogy a flagellin és virulencia plazmid

mentes SEA155 muténs és a vad tipusi SEI11 4ltal a negyedik kisérleti hét végére kivaltott

szerologiai vélasz valéban eltérd. Ennek bizonyitdsdra a Diagnosticum Rt segitségével S.

Enteritidis flagellin specifikus ellenanyaggal blokkol6 szendvics ELISA
végeztiink (25. dbra).
B0
&0 48,05
== 4 " O SE11 vad tizzsel
B fertbzatt canpn:[rt
= | SEd155 Mb thrzzsel
|:-‘I'| T
0 fertdzitt csoport
10 82
} =
0

vizsgalatot

25. abra A flagellin specifikus ellenanyag kimutatdsa DAS ELISA segitségével. A diagram

az allatok savdjaban jelenlévo flagellin specifikus ellenanyagok éltal okozott gatlds szazalékat

mutatjak. (A nyil jelzi a pozitivitas hatdrat.)

A vad torzzsel fertdzott csoportban a két kisérlet soran megvizsgélt 20 allat koziil 12 (60%)

haladta meg a DAS ELISA-val pozitivnak tekintett 40%-os gatlast, mig a flagellin mentes

mutans esetében nem taldltunk pozitivitds hatarat tdllépd mintat (0%).
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5.4. Megbeszélés

Munkénk utolsé szakaszaként a S. Enteritidis 11 jelli torzs transzpozon alapi molekuldris
genetikai mddszerekkel eldéllitott mutdnsainak virulencia tulajdonsagait és korai védd hatasat
vizsgéltuk in vitro és in vivo koriilmények kozott.

In vitro elsOként Vero sejteken, majd csirke embri6 fibroblaszt (CEF) sejteken is vizsgaltuk a
mutansaink sejt invazids képességét, abban a reményben, hogy az igy nyert adatok eldzetes
becslésre adnak lehetdséget a késObbi in vivo invazids képességekre vonatkozdan. Az
invazids kontroll torzseket ugy probaltuk kivédlasztani, hogy megfeleld viszonyitdsi alapot
jelentsenek mind a sziiléi S. Enteritidis 11, mind a (reményeink szerint attenudlt) mutdns
szarmazékai szdmdra. Ezért a kontrollok kozott szerepelt a kordbbiakban Vero sejt kultiran
invazivnak bizonyult S. Typhimurium F98 torzs (Barrow és mtsai., 1989), valamint a S.
Enteritidis torzsek kozott baromfira invaziv S. Enteritidis 147 jelti torzs (Methner és mtsai.,
1995).

Eredményeink alapjan azonos tendencia figyelhetd meg a Vero és a CEF invazid esetében.
Mindkét eredménysor szerint a sziil6i SE11 magas (az invaziv kontroll torzsekhez hasonld)
invaziods értékeket mutatott, mig a nem mozgd (SE2102) valamint a nem mozgé és plazmid
mentes (SEA77, SEA155) mutdnsok egyarant non-invazivnak bizonyultak. A nem mozgé és
annak plazmid mentes véltozatai kozott nem volt 1ényeges invazidbeli eltérés. A plazmid
mentes és motilis SE11 vizsgalatatdl e sorozatban el kellett tekinteniink, igy nem jelenthetd ki
egyértelmiien, hogy a sejtinvazié csokkenését egyediil a flagella hidnya okozta, de
eredményeink, és kordbbi vizsgdlatok is ezt a hipotézist latszanak igazolni. Jones és
munkatédrsai (1981) S. Typhimurium esetében figyelték meg, hogy a motilis fenotipus
eldnyosen befolydsolja a HeLa sejtekkel valé kapcsolddést, S. Enteritidisen pedig van Asten
€s munkatarsai (2000) allapitottdk meg, hogy a flagellin gén inaktivacidja jelentOsen
csokkentette a mutdns Caco-2 sejtekbe vald invazidjat. Az altalunk is haszndlt Vero sejteken
pedig S. Typhimurium és S. Infantis szerovaridnsok nem mozg6 torzsei voltak sokkal kevésbé
invazivak, mint motilis tarsaik, ugyanakkor a virulencia plazmid mentes S. Typhimurium és S.
Gallinarum torzsek invazids képességei nem csokkentek szamottevoen (Barrow és Lowell
1989).

Muténs torzseink interleukin-8 stimuldlé hatdsa, hasonléan az invéziés képességekhez

jelentdsen elmaradt mind a sziild torzs SEI1, mind a kiilsé kontroll S. Enteritidis 147
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indukalta értékektol. A SE2102 és a SEA155 kozott ebben a tekintetben sem figyelhettiink
meg jelentos kiillonbséget.

Mivel az IL-8 indukdlé hatds szoros Osszefiiggésben all az adott baktérium invazids
képességeivel (Eckmann és mtsai., 1993) — minél invazivabb egy baktérium, anndl erésebb az
IL-8 stimuldlé hatdsa az epithelidlis sejtekre nézve — ezért feltételezhetéen az IL-8 indukcid
csokkenésének hatterében is elsdsorban a flagella termelés hidnya all, mig a plazmid-
mentesség csupdn masodlagos szerepet jatszhat. Az IL-8 az egyik legfontosabb kemotaktikus
faktor, amely eldsegiti az effektor immunsejtek (granulocitdk, makrofagok) fert6zés helyére
valé dramlasat, ezzel kulcsszerepet jatszik a lokalis fert6zés felszamoldsiban.

A biztatd sejt invazios kisérletek folytatdsaként, amelyekben mér a flagella hidnyos SE2102
mutans is csokkent invazids értékeket mutatott, in vivo koriilmények kozott is teszteltiik a
vakcina jelolt torzseket. Az allatkisérletek sordn ordlisan fertdzott SPF naposcsibéket
hasznaltunk, melyek éretlen bélflérdjuknak és immunrendszeriikknek koszonhetéen igen
fogékonyak a Salmonella tfertézésekre.

Az in vivo elOkisérletek kezdeti fazisaban az elsoként eldallitott non-motil mutdnsok keriiltek
tesztelésre szerv invazid és vakbél kolonizacid tekintetében (XIV. tdblazat), majd a masodik
kisérletsorozatban a SE2102 flagella mentes mutdns plazmidlizétt valtozatait vizsgaltuk
ugyanigy (XV. tablazat).

Erdekes, hogy a vizsgdlatba vont non-motil mutdnsok bar genetikai értelemben azonosak
voltak, hiszen a kordbbi szekvencia adatok alapjan ugyanabban a fliD flagellaris génben,
ugyanabban a poziciéban hordoztdk az inszercidt, a szerv invazids értékeik mégis nagy
eltéréseket mutattak (XIV. tdbldzat). A 1€p invazié értéke ezekben a kisérletekben szinte
mindig meghaladta a mdj invazié értékeit, mely arra utal, hogy a makrofdgok €s granulocitdk
szalmonelldkkal terhelt sejtjeit a 1ép nagyobb hatékonysdggal gytijti be.

Osszességében elmondhatd, hogy a nem mozgé mutdnsok in vivo szervinvazids képessége
nem csokkent olyan jelentésen, mint azt az in vitro sejtinvazios kisérletek utan vartuk volna.
Magyarédzatul szolgalhat erre, hogy a naposcsibe sokkal komplexebb rendszert jelent az in
vitro sejtkultirdkhoz képest (Baumler €s mtsai., 2000). Ennek péld4djat lattuk a S. Hadar (és S.
Typhimurium) torzsek quorum sensing novekedésgatld hatdsanak vizsgdlata kapcsdn is
(Nogrady és mtsai., 2003a, 2003b).

A plazmid mentes mutansokon végzett invdzids-kolonizdcids vizsgédlatok sokkal
kiegyensulyozottabb eredményeket hoztak, mint a kordbbiak. Ebben szerepe lehetett az

idevagd kisérletekben haszndlt ,laboratériumi” mindségli SPF White Leghorn
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naposcsibéknek (CEVA), melyek feltehetden egységesebb genetikdji populaciét képviseltek,

mint a Ross hibrid csibék.

Szintén érdekesen alakult a mutdnsok 4ltal az elOkisérletek sordn elért vakbéltiter: a flagellin
mentes mutdnsok mindegyike magasabb csiraszamot ért el a vakbélben, mint a sziil61 torzs. A
jelenségre magyardzatul szolgélhat, hogy a flagellin mentes torzsek konnyebben elkeriilhetik
a bélimmunitds védekezd folyamatait (TLRS, granulocitdk, makrofagok), és az is lehet, hogy
a flagellin termelés hidnydban a baktériumok nagyobb hatékonysdggal tudnak egyéb, a
kolonizédcidban fontos szerepet jatszo feliileti fehérjéket termelni.

A kovetkezd, White Leghorn csibéken végzett vizsgélatok sordn a vakbélben mért
csiraszamok a sziiloi torzs és a mutdnsok esetében nagyjabol egyformdk voltak, mely értékek
megerdsitik, hogy a naposcsibék bélbeni kolonizacidjat az elvégzett mutiaciok lényegében
nem csOkkentették. Nem szabad azonban figyelmen kiviil hagyni azt, hogy az egyéni
fogékonysagbeli kiilonbségek alacsony allat 1€tszam mellett a vakbéltiter és szerv invazids
értékekre is jelentds befolydssal lehetnek.

Véleményiink szerint a vakcina jelolt torzsek kezdeti magas béltiter értéke a védohatés
szempontjdbol elonyos tulajdonsdgokat jelez, hiszen a vakcina torzsek bélben vald sikeres
megtelepedése az eredményes immunizalds egyik fontos feltétele. A vakcina torzs korai
sikeres kolonizdcidja megakaddlyozhatja tovdabbd a vad torzsek megtelepedését és igy a
fert6zés kialakuldsat (kompetitiv kizards, quorum sensing). Ebben a tekintetben nem
keriilhette el figyelmiinket az a tény, hogy az tun. ,,gold standard” —nak tekintett €10, attenualt
S. Typhimurium Zoosaloral H vakcina torzs kolonizacids képessége joval a SEl1-es sziild
torzs és mutdnsainak értékei alatt maradt.

A szerv invazié csokkenése tekintetében nehezebb ilyen egyértelmi célt megfogalmazni, mert
ugyan nyilvanvalé az Osszefiiggés a szervinvadzid és a megbetegité képesség kozott, de az
invazids képesség tulzott csokkentése esetleg tilzottan gyengitheti a vakcina torzs 4ltal
kivaltott immunitést is. E tekintetben minden bizonnyal tovabbi pontosit6 vizsgalatokra lenne
sziikség, hiszen az irodalomban nem taldltunk adatot arra, hogy a ,,vakcina” illetve a ,,vad”
torzsek esetleges azonos csiraszdma ellenére milyen koértani elvéltozdsok lehetnek akar a

Iépben, akar a mdjban az egyes virulencia faktorok hidnyédnak fiiggvényében.

A korai védelemre és a hosszabb tdvon mért artalmatlansdgra irdnyulé kisérleteink
eredményébdl levonhaté az a kovetkeztetés, hogy az éltalunk alkalmazott modell (babolnai

Ross napos csibe modell) a korai védelem mérésére alkalmas: a vakbél, m4j, 1ép és klodka
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mintdk challenge Salmonella tartalma és a fert6zottség gyakorisiga alapjdn mindkét
“vakcina” torzs (SE11, SEA155) megfeleld korai védelmet nyujté képessége bizonyithatd.
Természetesen - mint a tobbi, kisérleti és piacon 1év0 vakcina esetében — a védelem nem
100%-0s. Ezen tul megéllapithatd, hogy az SE11 sziild torzs a SEA155-6s nem mozgo,
virulencia plazmid mentes mutdnsdhoz képest kifejezettebb védohatast tandsitott. Ami tobbek
kozott azzal is magyardzhatd, hogy a mutdnsnak a sziiléhoz képest kisebb hatékonysaggal
miikodo ,,quorum sensing” tipusu gatld hatasa lehetett (N6grady és mtsai, 2003a, 2003b).
Ennek alapjdn — természetesen — nem gondolndnk, hogy ezen ,,vad” izolatumot ajanljuk S.
Enteritidis elleni vakcindzdsra, hiszen erre sem a marker hidnydban, sem a virulencia plazmid
jelenlétében nem érdemes gondolni.

A tovabbi munkdank sordn az itt megszerzett ismereteket hasznositva igyeksziink majd — ezen
SEll-es vagy mds S. Enteritidis torzson — olyan modositast végrehajtani, mely a
védoképességet megfeleld szintre hozza. Ami az artalmatlansdgi tulajdonsagokat illeti, ezen
adatokat annak fényében kell megitélniink, amelyeket egyéb, jol bevalt vakcina torzsekrol
eddig megismerhettiink. Az ilyen adatok (XIV. tdbldzat, Nagy, 1999) azt jelzik, hogy a
vakcina torzsek artalmatlansdgat nem a szervekben vald kimutathat6sdguk, hanem esetleges
elhullast okoz6 képességiik (illetve annak hidnya) alapjan itéljik meg. Esetiinkben elhullés
egyik vakcindzott csoportban sem volt, viszont a sulygyarapodasi kiillonbségek egyértelmiien
mutattdk, hogy a challenge torzshoz képest a SE11 torzs is joval kedvezObb egészségi
allapotot jelzett, a mutdns vakcina kontroll pedig még ennél is jobb adatokat mutatott. (Az
teststly eredmények nem szerepelnek a dolgozatban.)

Osszességében elmondhatd, hogy a vakcinaként kiprébalt SE11 sziild torzs és annak nem
mozg6, virulencia plazmid mentes SEA155 jelti mutdnsa az alkalmazott 10° CFU/csibe
dézisban biztonsdgosan haszndlhaté naposcsibék szdjon at valé fertdézésére és mindkettd

jelentds korai, rovid tava védettséget biztosit Salmonella Enteritidis ellen.
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Zaro6 megbeszélés

Mint az irodalmi bevezetOben ismertettilk, az élelmiszerek altal koOzvetitett bakteridlis
megbetegedések sordban Magyarorszagon és szamos mas eurdpai orszagban az elsd helyen a
szalmonell6zis all, bar néhdny orszagban a legutébbi években a Campylobacter fert6zés valt
gyakoribbd. Mindkét kérokozo tekintetében jelenleg a baromfi eredetli termékeket tartjuk
elsodleges  élelmiszer fertdzési forrasnak. A  szalmonell6zisok  gyakorisdgaban
Magyarorszagon 1996-t6l kezdve allt be jelentds €s — a legutobbi évig — tartdés csokkenés
(Epinfo 2006), mely jol egybeesett a Salmonella elleni vakcindzasok 1994-ben elkezdett hazai
bevezetésével és rohamos elterjedésével. Tekintettel arra, hogy a hazai humén fertdzottség
jelenlegi szintje (kb 80-100 eset/100 000 lakos) még mindig joval folotte van az eurdpai
atlagnak, érdemes attekinteni a vakcinds védekezésben rejld lehetdségeket és a teriilet kutatési
feladatait szem eldtt tartani, annak elOrebocsdtasaval, hogy a legjobb vakcina is csak

legfeljebb egy lehet a Salmonella elleni védkezés eszkoztaraban.

A vakcinazast egyébként csak az utébbi években soroljuk az éllatok szalmonellozisa elleni
védekezés mindennapos gyakorlatban alkalmazhaté lehetéségei kozé. Az Orvendetes
eldrehaladds oka tobbek kozott a Salmonella virulencia faktorokrél, azoknak a koérfejlédésben
jatszott szerepérdl és a bél-immunitds kialakuldsdnak részleteirdl szerzett ismereteink
bdviilése, tovabbd az az igény, mely elsdsorban a tomeges baromfi hds és tojistermelés
koriilményei kozott kivanja a Salmonella fert6zottséget visszaszoritani. Mint a bevezetdben is
ramutatunk, a rendelkezésre 4ll6 irodalmi és gyakorlati tapasztalatok azt mutatjdk, hogy ennek
az igénynek a kutatok és a vakcina gyartdk alapjaban véve jol megfeleltek. Az egyes
allatfajokndl - kiilonosen baromfindl - a paratifuszt okozd Salmonella serovarok elleni
vakcinds védekezés napjainkra ,,polgarjogot” kapott. A baromfi és néhdny mds dallatfaj
esetében ugyanis az emberre vonatkoz6 ételfertdzési veszély - kiilondsen az iparszeri
tomeges tartds és feldolgozas miatt - oly mértékben megnovekedett, hogy a kordbbi orvosi
szemlélet altal helytelennek itélt immunizaldsi eljarasokat (inaktivélt és/vagy élo-attenualt
baktériumokkal) is fontoléra kellett venni. E célb6l ma mar tobb elolt, parenterdlisan
alkalmazando (I. generécids) ill. €16 attenuélt, ordlisan alkalmazandé (II. generdcids) vakcina
van forgalomban, melyek a S. Enteritidis ill. S. Typhimurium elleni sepcifikus védelmet

szolgaljak. Az €10, attenudlt, ordlisan alkalmazand6é vakcina torzsek kétségteleniil
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hatékonyabb helyi és 4altaldnos immunitdst nydjtanak, azonban az attenudcié (virulencia
csokkenés) mértéke a hatékonysdggal forditott ardnyban van s ezért igen nehéz olyan
Salmonella torzset eldallitani, melynek alkalmazdsa kelléen hatékony, de ugyanakkor teljes

mértékben aggalytalan legyen.

Tovéabbi nehézséget jelent az, hogy az egyes szerocsoportokat képviseld vakcina torzsek a
tobbi szerocsoport ellen legfeljebb csak rovid ideig tarté immunitdst nytjtanak. A tartésabb
védelem - ismételt vakcindzds esetén is — tobbnyire csak a homoldg szerocsoportra
vonatkozik. Példaul a S. Typhimurium €s S. Enteritidis €16 ordlis vakcindzasok 4ltal eloidézett
keresztvédelemre vonatkozdan témacsoportunk is végezett immunizdldsi €s rafert6zési
kisérleteket, melyek alapjan ismételt immunizaldsokat kévetd 10 napon beliil mind a kisérleti
S. Enteritidis (aroA”) vakcina torzs mind a Zoosaloral-H vakcina torzs a S. Enteritidis
challenge (vad virulens torzs) ellen kielégitd védettséget adott. A Zoosaloral H vakcinatorzs
azonban homoldg rendszerben erdsebb védelmet adott (Nagy, 1999). A S. Typhimurium
vakcindnak a S. Enteritidis elleni csokkentebb védoértékét tapasztalva, egyre tobben
foglalkoznak S. Enteritidis €16 oralis vakcindk eldallitasaval is, melyek koziil — mint korabban
emlitettem — egyesek mar tobb orszdgban is forgalomban vannak, masok még fejlesztés ill.

engedélyeztetés alatt allnak.

Az ilyen vakcina torzsek azonban a gazda szervezetet rendszerint a vad torzsektdl
megkiilonboztethetetlen médon hangoljdk 4t, s igy a vakcindzas a természetes fert6zottségtol
szerologiai modszerekkel nem vagy kevésbé megkiilonboztethetd (II. generdcids vakcindk).
Legutébb viszont felmeriilt az igény olyan, célzott genetikai beavatkozasokkal eldallitandé
€l0 vakcindkra, melyek a vad torzsektdl elkiilonithetd szeroldgiai vélaszt produkalnak
(immunolégiai markeriik van), ugyanakkor a szervezet védekezd képességét a lehetd
legcélszeriibb 1ddben és modon fokozzdk. Mindezen feltételeknek csakis a célzott genetikai

véltoztatdsok révén elddllitott vakcina torzsek felelhetnek meg (III. generacids vakcindk).

Ahhoz, hogy a fenti elvardsoknak megfeleld, sikeres vakcindkat dolgozzunk ki, el6bb ismerni
kell a koérokozonak a szervezeten beliili viselkedését, s annak genetikai alapjait. Ezeket
természetesen eddig is szdmos kiilfoldi csoport vizsgalta, els6sorban egérben, de a napos
csibére vonatkozdan kevés pathogenetikai adattal rendelkeztiink. Ezért ilyen irdnyd — ezen
disszertacioban nem részletezett - kisérletekben a baromfiban eléfordulé szerotipusok koziil

az emberre legveszélyesebb Salmonella Enteritidis fertdzés kiilonbozo fazisait naposcsibék
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kisérleti fertdzése kapcsdn kisértiik figyelemmel. A fert6z6dés utdni els6 fontos 1épés a
szalmonellaknak a bélhdmsejtekhez — azok mikrobolyhaihoz - valé kotddése az adhézid,
melynek a Salmonella Enteritidis esetében egy un. SEl4-es fimbria az egyik
legmeghatdrozébb eszkoze, de egyes adatok szerint a csillo antigének (flagellinek) is
szerephez jutnak. Ezt kovetden a Salmonella a sejtmembrannal 1ép kozvetlen kapcsolatba, s
az invaziot el0készitd fehérjéket az SPI-1 dltal kodolt III. tipusu szekrécids rendszere révén,
(dn. molekuléris fecskendOk segitségével) juttatja a célsejtekbe.. Ezt koveti a Salmonella
bekebelezése, mely legintenzivebb ¢&s legsikeresebb a bél nyiroktiiszdit fedd, un. M
(microfold)-sejtjei és a makrofagok 4dltal, mely utébbiak segitségével a szalmonelldk eljutnak
a tavolabbi szervekbe (Iépbe, mdjba, petefészekbe), s ott megtelepedve fejtik ki tovabbi
kérokozé hatdsukat. Mint az eddigiekbdl kideriilt, a Salmonella elleni védekezés egyik
hatékony eszkdze a napos-kori, szdjon at torténd immunizdlds, hiszen igy a bélben
megtelepedett vakcina torzs a természetes fertozéshez hasonléan tudja athangolni a
nyédlkahartyat. Fontos tehat, hogy vakcina torzsek a bélben j6l meg tudjanak telepedni, de
gyengitett invazids készséggel rendelkezzenek, tovabba, hogy a vad torzsektdl szeroldgiailag

is jol elkiilonithetok (markerrel rendelkezok) legyenek

A fentiekbdl kovetkezden kutatdsainkat a Salmonella Enteritidis elleni korai bél-immunitds
kifejlesztésére irdnyitottuk, remélve, hogy igy a naposcsibék legfogékonyabb kordban
nyujtunk védelmet, s ezdltal az emberre nézve legveszélyesebb szerotipus okozta baromfi hus

€s tojas szennyez0dést is megeldzhetjiik.

Ezért a disszertaciéban targyalt kisérletek sordn arra torekedtiink, hogy — a mar kereskedelmi
forgalomban 1év6 vakcindk mellett — olyan tovabbi potencidlis vakcina jeloltként széba johetd
torzseket allitsunk eld, melyek a fenti kovetelményeknek megfelelnek, vagyis szeroldgiai
megkiilonboztetésre alkalmas markerrel rendelkeznek, s a bélben egy idore megtelepedve, ott
hatékony immunitdst valtsanak ki, ugyanakkor virulencidjukban megfeleléen gyengitettek
legyenek. Erre a célra kézenfekvonek latszott a S. Enteritidis torzsek csilldinak (flagelldinak)
,bénitdsa”, melyhez viszont elobb meg kellett ismerniink a Salmonella flagellin gén rendszer
PCR-es feltérképezésének lehetdségeit. Az igy szerzett ismeretek és a PCR rendszer
segitségével a S. Enteritidis fliC gén célzott bénitdsat igyekeztiink elérni. E célbdl egy
irdnyitott transzpozicids rendszert hoztunk 1étre, mely a transzpozon inszercidkat a flagelléris
génekre koncentrdlja. Ennek lényege volt, hogy a kivalasztott S. Enteritidis torzsbe egy

plazmidot juttattunk, melynek IS30-FljA (IS30 transzpozazhoz kapcsolt FljA flagellin
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represszor) fuzids fehérje terméke a flagellin gének kozvetlen kornyezetében okozva
mutacidkat azok miikodését blokkolja. Az igy Osszedllitott rendszerrel valdban sikeriilt a
flagella termelést ledllit6 mutdciot végrehajtani, bar a muticiok nem a fliC, hanem a
szomszédos fliD flagellaris génben kovetkeztek be (3.3. fejezet). A munka tovébbi
tudoményos érdekességének tekintjilk a részlegesen mozgé (yjjY) mutdnsokra vonatkozé

megfigyeléseket is, melynek részletes kifejtését illetden ugyancsak a 3. fejezetre utalunk.

Jelen munka szempontjabdl a tovabbhaladast arra tudtuk épiteni, hogy, az eldallitott és
majdani in vitro és in vivo vizsgalatra kijelolt ,flagella bénitott” mutdnsok stabilan
mozgdsképtelenek (non-motilisak) lettek, a flagella termelés hidnya pedig egy potencidlis

vakcina torzs negativ-markere lehet.

A kovetkezO feladat a mar markerezett, nem-mozgd S. Enteritidis torzsek virulencidjanak
tovdbbi csokkentése volt. A feladatot a Salmonella virulencia plazmid kitizésével kivantuk
megoldani, melyre egy IS/0-IS30 kombindlt transzpozicids rendszert alkalmaztunk. Ennek
soran a reaktiv (IS30), IR végeket is hordoz6 IS /0 transzpozonnak a S. Enteritidis virulencia
plazmid spv régidjaba valo beépiilését kovetden, az 6sszekapcsolddott IS30-eredetii IR végek
aktivalaséra (egy hordozé plazmidrdl termel6dd) IS30 transzpozaz fehérjét vittiink be. Ezzel a
teljes plazmidot elveszitett, illetve csonkolt virulencia plazmiddal rendelkezd, delécids

valtozatokat allitottunk elo.

Ezek utan felmeriilt a kérdés, hogy az elvégzett genetikai valtoztatdsok (flagellin bénitds és
plazmid 0zés), milyen véltozasokat hoztak létre a vakcina jelolt torzsek virulencidjaban
(bélbeni megtelepedés képességében és a szervi invdzidban). A kérdés megvalaszoldsa
céljabol SPF mindségii napos csibéket fertdztiink, s azt tapasztaltuk, hogy a vakcina-jelolt
mutansok szerv-invazids készsége dozistol fliggd volt, de a sziilohoz képest jelentOsen
csokkent, mig a bél kolonizdcids képesség tekintetében a sziild torzstdl alig kiillonboztek. Ez
szamunkra tulajdonképp kedvezd eredmény volt, mivel a vakcina torzsek bélbeni
megtelepedése az eredményes immunizdlds egyik fontos feltétele, ugyanakkor a szervi

invazié lényeges csokkenése a megbetegito készség csokkenését jelezte.
Az els6 1épésben kitlizott célokat tehat elértiik: negativ markerrel rendelkezd szerv invazids

virulencidjukban csokkentett, de a bél kolonizaciés készséget megtarté S. Enteritidis

mutansokat allitottunk elo.
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Kisérleteink tovabbi célja volt, hogy az igy elddllitott S. Enteritidis mutdnsoknak a vad
virulens S. Enteritidis torzsekkel szembeni korai védelmet nyujté készségét, valamint
tiriilésiiket és artalmatlansagukat (tovabb is) vizsgédljuk. Az elvégzett két kisérlet adatai
Osszességében azt jelzik, hogy a vakcina jelolt torzsek megfeleld szintii korai védelmet adtak.
Természetesen a vad sziildi torzs védOhatdsa kifejezettebb volt, de nem sokkal maradt el a
nem mozgod, virulencia plazmid mentes mutdns sem. Ez jelzi, hogy a mddszer jo, és

alkalmazhat6 tovabbi, vakcina jelolt torzsek eldéllitasara is.
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Konkluaziok

Munkénk sordn, amely molekuldris markerrel ellatott, €16, ordlis Salmonella Enteritidis
vakcina jelolt torzsek molekuldris bioldgiai eszkdzokkel valo elddllitasat célozta, a kovetkezo,

nemzetkozileg is Uj eredményeket értiik el:

PCR-es teszteld rendszert terveztiink, amely alkalmasnak bizonyult Salmonella torzsek
flagellin termeld génjeinek és a flagellin fazisvaltd rendszer elemeinek vizsgalatira. E
modszerrel megerdsitettiik, hogy a Salmonella Enteritidis torzsek flagellin fazisvaltasra valo
képtelenségének oka, hogy azokbdl mindig hidnyzik a H2 fazisért felelds fIjB gén, a flagellin
represszor fIjA gén, valamint a teljes fazisval6 rendszer (hin, hixL, hixR). Jelen van azonban a

SliC és annak operator szekvencidja, amelyek folyamatosan expresszaljdk a H1-es flagellint.

Annak érdekében, hogy a vakcina jelolt torzseinket molekuldris markerrel 1assuk el, irdnyitott
transzpozon-mutagenezis rendszert dolgoztunk ki a Salmonella flagellin génekre. Ennek sordn
a flagellin represszor fI[jA gént fuziondltattuk az IS30 transzpozédz génjével, majd az igy
1étrejott IS30-FljA fuzios fehérje miikodését a Salmonella Enteritidis 11 jelli torzsiinkben
vizsgaltuk. Megadllapitottuk, hogy a fuziés transzpozdz nagyobb gyakorisiggal okoz

mutdcidkat a f7iC operator célszekvencia kornyezetében, mint a vad tipusu IS30 transzpozaz.

A hagyoményos moédszerekkel nehezen kitizhetd, nagyméretli Salmonella virulencia plazmid
kitizésére 1j, transzpozon alapu eljarast dolgoztunk ki. A mddszer 1ényege, hogy az IS30
transzpozaz jelenlétében igen aktiv, Osszekapcsolddott IS30 IR végeket a kilizni kivant
plazmidra juttatjuk, amely aztan az IS30 transzpozdz hatdséara olyan genetikai dtrendez6dések
kiindulépontjava vdlik, amelyek igen nagy gyakorisdggal vezetnek a replikon
elimindci6jdhoz. A moédszer Salmonella Enteritidisben 50% feletti virulencia plazmid zési
gyakorisdggal miikodott. A leirt mddszer eldnye, hogy j6 hatékonysdga mellett delécids
plazmid valtozatok generaldsédra (igy delécids térképezésre) is alkalmas lehet, tovabba — mint

egyébiitt kozoltiik - mds baktériumfajokban (Escherichia coliban) is miikodik.
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Az elédllitott nem mozgd (SE2102) valamint a ,,virulencia plazmid mentes, nem mozg6”
(SEA155) Salmonella Enteritidis 11 szarmazékok virulencia tulajdonsagait in vitro Vero €s
CEF sejteken, valamint in vivo, naposcsibe modellen vizsgédltuk. A sziilé torzshoz képest
mind a SE2102, mind a SEA155 mutans in vitro sejt invazios képessége igen jelentOsen
csokkent. Szintén csokkent in vivo koriilmények kozott a mutdnsok naposcsibe szerv invazios
képessége, mig a vakbélben elért €16 csiraszdmok nem valtoztak jelentdsen a sziild SE 11-hez

képest.

499

A SEI11 torzs egyik, ,,virulencia plazmid mentes, nem mozg6” mutdnsanak korai védekezo
képességet stimuldlé hatdsat vizsgdlva megéllapitottuk, hogy egyszeri alkalmazdssal a
rafert6z6 vad virulens torzs szerv invazidjaval szemben a sziil0 torzshoz hasonlé mértékd,

jelentds, az élet elsé négy hetében jol érvényesiild korai védelmet nyujtott.
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