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Osszefoglalas

»Multirezisztens E. coli térzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia génjeinek
molekularis epidemiolégiai elemzése” c. értekezésemben a tetraciklin, a gentamicin és a
plazmidon kédolt kinolon rezisztencia harmas témakérére épitve, feladatainkat elsésorban az
allati és human eredetli, kommenzalista illetve kérokozd E. coli baktériumok antibiotikum
rezisztencia és virulencia génmintazatainak jellemzése és e gének kdzotti esetenkénti
kapcsolatok molekularis epidemiolégiai szemléletl elemzése képezte.

K6zelebbi célunk volt:

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

rezisztencia (és virulencia) gének atadasaban.

2. Haszonallatokbél és human mintdkbdl szarmazé aminoglikozid (gentamicin)
rezisztens klinikai és kommenzalista E. coli t6rzsek antibiotikum rezisztencia és

virulencia genotipusainak minél atfogobb jellemzése.

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

sertésekbdl szarmazd, kommenzalista multirezisztens E. coli térzsekben.

A korabban, csoportunk altal részletesen tanulmanyozott, tetraciklin rezisztenciaért
(tet(B)) és enterotoxigenitasért felelés pTC plazmid jellemzése utan jelen munka keretében
egy magyar és egy cseh sertés eredet(i F18" ETEC torzs tet(A) gént hordozd konjugativ
plazmidjainak részletes elemzését nemzetkodzileg elséként végeztik el. A fenti ETEC térzsek
eltéré méretd, Incl1 tipusu tet(A) plazmidjai multirezisztenciat és sajatos elrendezési 1-es

tipusu integront hordoztak, ismert virulencia génekkel viszont nem tarsultak.

Nagy atereszt6képességl PCR-microarray rendszerekben, 6sszesen ~130 rezisztencia
és virulencia gén mintazata alapjan emberben és élelmiszertermelé allatokban eléfordulod
klinikai és kommenzalista E. coli térzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia gén
rezervoar szerepérdl, és ezen belll egyes rezisztencia és virulencia gének egyulttes
eléfordulasardl nemzetkézileg els6ként szolgaltattunk 6sszehasonlitdé  genotipizalasi

adatokat.

Végll, els6ként mutattuk ki a sertés eredet(i E. coli térzsek plazmidon k&zvetitett kinolon
rezisztencigjat Europaban, és nemzetkézi elséséggel jellemeztik a qnrS1 gént hordozé
plazmidot haziallatokban. A qnrS1-pozitiv sertés E. coli térzsek harom olyan MLST klonjat

irtuk le, melyeket eddig sertések k6z6tt nem ismertink.



Altalanos bevezetés

Ertekezésem a fenti cim jegyében végzett eddigi munkaim ésszefoglalasat adja. Ezen
munkak részben az elmult évek soran témacsoportunkban végzett ilyen iranyu kutatasok
szerves folytatasat képezik, részben pedig azokra épullé késdbbi, EU FP6 palyazati
munkaprogramokbdl (EuroPathoGenomis, MedVetNet) az elsésorban ram harul6é feladatok
teljesitését tikrozik. Az itt targyalt, egymassal 6sszefliggésben, de nem feltétlen szoros
kapcsolatban lév6 feladatok az E. coli baktériumok bizonyos antibiotikum rezisztencia és
virulencia génjeinek esetenkénti kapcsolataira iranyultak, mely kérdések témacsoportunkat
legalabb két évtizede foglalkoztatjak, bar ezen gondolatkér csak a legutdbbi idékben kezdett
nemzetkdzi szinten is megfeleld figyelmet kapni. Ezért térekedniink kellett arra, hogy céljaink
meghatarozasaban a sajat szakmai logikank altal diktalt és a nemzetkdzi konzorciumi

szereposztasban vallalt feladatokat 6ssze tudjuk egyeztetni. Ennek eredményeként a

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

kédolt kinolon rezisztencia harmas témakdre épitettem, mely témakérdk a torténeti és

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

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

Az értekezés szerkezetét illetéen, a fenti témakdrok eltérd jellegzetességeire vald
tekintettel, témavezetémmel egyetemben ugy véltik, hogy helyesebb a disszertaciét a jol
meghatarozhaté témakra épiteni, €s az egyes témakat az eurdpai egyetemeken szokasos
disszertaciés formaknak megfeleléen, ,lrodalmi bevezetd”, ,Mddszerek”, ,Eredmények”,
.Megbeszélés” alcimekre bontva részletesen bemutatni. Ennek megfeleléen a jelen
disszertacio irodalmi ismertetéje a tudomanyos el6zmények részleteibe nem bocsatkozik,
mert azokat az egyes fejezeteknél specifikusan kivanja ismertetni. Ehhez hasonléan az
értekezést a harom f6 téma harmonigjat bemutatd egységes, révid megbeszéléssel
tervezem zarni.

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

- A fenti vizsgalatokrél szol6 munkaim dontd tébbségét mint elsé szerz6 természetesen

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



nélkulozhetetlen segitséget mindazoktdl, akik az eddig publikalt és a kozeljovében
megirandé kozleményekben tarszerz6im és azok k&szdnetnyilvanitasaban felsorolt
munkatarsaim voltak, helyesebbnek lattam, ha disszertaciomban az egyes szam elsd
személy hasznalatat mell6zé6m, s e helyett allitAsaimat tdbbes szam elsé személyben
fogalmazom meg.

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

Kiad6, Budapest, 1992) alapjan, magyaros irasmddban igyekeztem szerepeltetni.



1. Irodalmi attekintés és célok

A dolgozat cime altal jelzett téma elsddlegesen az E. coli baktériumok antibiotikum
rezisztencigjanak, s ezen belll is tulnyomoéan a rezisztenciaért felelés gének és ezek altal
szabalyozott, egyes rezisztencia mechanizmusok és az esetenként tarsult virulencia gének
tanulmanyozasat, molekularis epidemioldgiai szemlélettel igéri. Ennek megfelelben,
barmennyire lehetetlen vallalkozasnak tlnik is, réviden szikséges attekinteni az
idevonatkozé legfontosabb eddigi ismereteinket ahhoz, hogy a cimben megjelélt feladatok

ismertetésére ratérhesstink.

1.1. Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia

Az E. coli baktériumok antibiotikum rezisztencia tulajdonsagaira és ezeket koédold
génekre vonatkozé tébb kézikdnyvnyi attekintésekbdl itt csupan annyit sziikséges régziteni,
hogy kulénb6zé hatdsmechanizmusu szerek széles skalajan aligha talalunk olyan vegyduletet,
mely ellen az E. coli baktérium ne tudna elébb vagy utébb, megfeleld rezisztenciara szert
tenni. Ennek alapvetd oka a baktérium hallatlan genetikai flexibilitasa, mely képessé teszi a
legklldonbdzébb  extrakromoszdémalis rezisztencia mechanizmusok (efflux  pumpak,
antibiotikum hatasatdl védé és/vagy azt lebontd enzimek) génjeinek felvételére, valamint
kromoszdémalis (DNS ill. rRNS) mutacidokon keresztiil a megfelelé genetikai tulajdonsagok
kialakitasara.

A fentiek alapjan nem csoda, ha az egyre altalanosabba valé széles hatasspektrumu
antibiotikumok human-, és allatgyogyaszati alkalmazasanak kévetkeztében mind a patogén,
mind pedig a normal bélflora kommenzalista E. coli baktériumai kézott egyidejlileg tébb
antibiotikummal szembeni multidrog rezisztencia (MDR) is egyre gyakoribba valik és okoz
esetenként sulyos Klinikai komplikacidkat. Tekintettel arra, hogy az allatok gydgykezelése
(korabban pedig a ma mar tiltott preventiv kezelése) a rezisztenssé tett allati eredetl E. coli
toérzseket az élelmiszeren keresztil az ember bélcsatornajaba juttathatja, az EU 2003-as un.
zoondzis rendelete alapjan az egyes enteralis zoono6zisokat okozd baktériumokat (VTEC,
Salmonella, Campylobacter), valamint az indikator (kommenzalista) E. coli t6rzseket

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



1.2. A patogenitas és virulencia

Az Escherichia coli baktériumokat, mint a normal human bélfléra alkotéit ismertiik meg,
de Escherich (1855) mar felfedezésikkor jelezte, hogy egyes esetekben, pl. leanygyermekek
hagyuti megbetegedései kapcsan, kéros folyamatok elinditéi és fenntartdi is lehetnek. Az
elmult évszazadban az E. coli kutatasok tébbsége elsbésorban arra a kérdésre kereste a
valaszt, hogy mi a kiilénbség a patogén és a kommenzalista (normal béllako) térzsek kézott.
A korabbi évtizedekben a kdzponti kérdés az volt, hogy milyen antigén tulajdonsagok (O:, K:,
H: és/vagy fimbria antigének) jellemzik a megbetegedések kapcsan szintenyészetben a
szokasos el6fordulas helyétdl (vastagbéltél) tavoli szervekbdl vagy vérbdl izolalt E. coli
térzseket a kommenzalista térzsektdl.

A klasszikus szerotipizalasi vizsgalatok kezdetben, egyes sulyosabb megbetegedések
vagy jarvanyok esetében, jarvanytani, klinikai valamint diagnosztikai elemzésekkel és
kisérleti allatfert6zésekkel alatdmasztva segitették és még ma is hatékonyan segitik az
egyes szerotipusok kérokozoként valdé azonositasat. E témaban (Orskov, Orskov 1984) az
elmult évszazad masodik felében tudomanytérténeti jelentéségli munkassagot fejtett ki Ida
és Fritz Orskov, a koppenhagai ,Statens Serum Institut” (SSI) E. coli Referencia
Laboratériumanak (WHO) két kiemelked6 egyénisége.

Az utobbi néhany évtizedben azonban egyre inkabb el6térbe kerllt a koérképek
kialakulasaért felelés és a koérokozd képesség érvényesilését seqitd E. coli virulencia
faktorok ismeretének jelentésége. Az idevonatkozd kutatasok eredményei |ényegesen
atalakitottak/atalakitjak az E. coli diagnosztikarél és az esetleges immunprofilaxisrél alkotott
elképzeléseket is. Az e téren mikddd egyes kutatdcsoportok rendszerint attél fliggben
talaltak kilénb6z6é virulencia faktorokat (legtdbbszér toxinokat, vagy adhézios ill. invaziés
fehérjéket), hogy mely korképek vizsgalatat céloztak meg.

Bar az E. coli baktériumok koérokozd képességére vonatkozé ismeretek folyamatosan
béviilnek, a szakirodalom mara kelléen egységes a tekintetben, hogy a béllaké (intestinalis)
patogén térzsek kozoétt vannak verotoxikus/enterohaemorrhagias E. coli (VTEC/EHEC),
enterotoxikus E. coli (ETEC), enteropatogén E. coli (EPEC), enteroaggregativ E. coli
(EAEC), enteroinvasiv E. coli (EIEC) patotipusu térzsek, mig a bélcsatornan kivdili
(extraintestinalis) patogén térzsek képesek a gazdaszervezetnek a szamukra megszokott
miliéjébdél, a bélcsatornabdl kilépve is megtalalni/megteremteni a szaporodasukhoz és
patogenitasuk kifejtéséhez sziikséges feltételeket. Utdbbiak eddig ismert patotipusai az
uropatogén E. coli (UPEC), a szeptikémiat okozo E. coli (EXPEC), vagy szarvasmarhakban a
masztitiszt okozd E. coli. E két — intestinalis és extraintestinalis — patogén csoport kézo6tt
helyezkedik néhany olyan un. citotoxikus, pl. a citoletalis distending toxint (CDT) vagy a

citotoxikus nekrotizal6 faktort (CNF) termelé E. coli (NTEC) t6rzs, melyek szokasos helye a
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bélcsatorna, de nem egyszer jelennek meg azon kivili, egyes szervekben (pl. hugyutakban,

I[épben, majban) vagy a vérpalyaban, talyogokban is.

Mindezen patotipusok és jellemzé virulencia faktoraik részletes ismertetése messze
tulmenne a bevezetd feladatan, ezért ehelylitt az un. patogén E. coli-ra vonatkozé kézikényvi
adatokra kell hagyatkoznunk (Elsinghorst 2002), melyekbdl az az altalanos kép rajzolodik ki,
hogy a fenti korokoz6 képességekért felelds virulencia faktorok tlulnyomd tobbségét
plazmidon-, vagy a kromoszomaba épilt fagokon-, ill. profagokon kodolt gének
szabalyozzak, melyek a horizontalis géntranszfer eredményeként bizonyos tipusu
térzsekben kdénnyebben és nagyobb gyakorisaggal, masokban pedig ritkdbban honosodnak
meg, s teszik azokat tébbé-kevésbé patogénné. Itt kildn ki kell térnlink az un. a patogenitasi
szigetekre (PAIl), melyek a virulencia gének atvitelének és Uj virulencia mintazatok
kialakitasanak egy nemrég felfedezett ,eszkdzét” képviselik (Hacker et al. 1997). A
.patogenitasi szigeteket” altalaban jellemzi: i) egy vagy tébb virulenciafaktor (adhezin, toxin,
invazin, stb.) génjének jelenléte, ii) a korokozd térzsek genomjaban jelen vannak, de
hianyoznak az ugyanazon baktériumfaj nem patogén térzseibdl, iii) nagyméretli genomialis
régidkat fednek le, méretik 10 kb-t6l egészen 200 kb-ig terjedhet (Hacker, Kaper 1999). A
mobilis genetikai elemekre jellemz6en a patogenitasi szigetek instabil régidk: atvitelik
és/vagy deléciojuk kdnnyen bekévetkezhet az ,azonos iranyultsagu” un. direct repeat (DR)
végek, vagy mas mobilis genetikai elemek segitségével, de az atviteli folyamatokban
kojugativ plazmidok, transzpozonok valamint bakteriofagok is szerephez juthatnak.
Patogenitasi szigeteket el6szér UPEC térzsekben irtak le, késébb azonban tébb enteralis E.
coli patotipusroél (pl. EPEC és EHEC), valamint egyéb baktériumfajrél (Salmonella, Shigella)
is kiderllt, hogy a virulenciagénjeik ilyen PAI formaban helyezkednek el a kromoszoman

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

Nem szabad azonban elfelejtenlink azt a gyakorlatban is ismert tényt, hogy mint sok mas
baktérium, az un. patogén E. coli is csak fakultativ kbrokoz6. Megbetegité képessége nem
csupan a virulencia faktorok jelenlétének és azok expresszidjanak fuggvénye, hanem e
képesség kifejtéséhez szikséges a megfeleld csiraszam és a megfeleléen hajlamositott
szervezet is. A hajlamossag pedig a genetikai adottsagoktol (receptorokat, vagy elsédleges
immunvalasz képességet szabalyozdé génektél) kezdve az életkor, a taplalkozas és a
kulénbdzb helyi vagy altalanos prediszpozicids tényezék, tarsfertézések fliggvénye lehet.

Emellett egyre tébben véljik ugy, hogy bar a patogén és kommenzalista E. coli, mint két
véglet, a klinikai diagnosztikdaban nélkilézhetetlen tampontot jelent, kdz6ttik azonban egy
széles ,szirke zona” lehet, melynek patogenitasi- és virulencia skalajan az egyes toérzsek

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

kérdésben vald eligazodast igyekszik segiteni.

1.3. Az antibiotikum rezisztencia és virulencia tulajdonsagok kapcsolatanak

lehetéségei

Mivel az antibiotikum rezisztencia gének jelentds része mobilis genetikai elemek
(plazmidok, transzpozonok, inszerciés (IS) elemek, integronok) révén jut a rezisztens
baktériumokbdl az adott antibiotikummal szemben érzékenyekbe, nagyon fontos, hogy a
szerzett rezisztenciat meghataroz6 géneket és azok kérnyezetét minél jobban megismerjuk,
s esetleges terjedésikrél mielébb informaciot szerezziink. Fontos ez annal is inkabb, mert
egyes esetekben a rezisztencia és virulencia determinansok ugyanazon plazmidon, vagy
netan egyéb mobilis genetikai elemen (pl. genomi szigeten) egylttesen is jelen lehetnek, bar
az utdbbirdl egyeldre tényleges bizonyitékunk még nincs, s altalaban e két eltéré kategoriat
képviseld genek kapcsolatat a legutdbbi ideig nem tették vizsgalat targyava.

A rezisztencia és virulencia gének fent vazolt egylttes hordozasanak egyik altalunk
részletesen vizsgalt példajat szemlélteti a nemrég teljes szekvencia szinten elsék kdzott
ismertetett pTC plazmid, mely a valasztott sertések hasmenését okozd, F18" ETEC
térzsekre jellemzé enterotoxin plazmidok prototipusa (Fekete et al. 2012). A pTC plazmid a
tetraciklin rezisztenciat a tet(B) génen, az enterotoxin (STa, STb) termelé képességet pedig
egy PAl-szer( un. toxin specifikus I6kuszon (TSL) kodolja (Fekete et al. 2003). Nem tudjuk
még azonban, hogy ez az un. hibrid prototipus plazmid a hazai és kérnyezd orszagbeli
sertés ETEC térzsek kdzott valojaban mennyire elterjedt és mennyire valtozékony. Jelenleg
nem ismert az sem, hogy az egyéb, nem-tet(B) osztalyt képvisel6, de igen gyakori (pl. tet(A)
tipusu tetraciklin rezisztencia gént kozvetitd) plazmidok jelentésége a virulencia és egyéb
rezisztencia gének hordozasaban, hogyan itélheté meg.

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

kielegitésére és a felmerilé kérdések megvalaszolasara vallalkozott ugy, hogy kiindulasi
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alapnak a MDR-val jellemezhetd E. coli térzseket valasztotta és igyekezett ezekrél az
élelmiszerlanc egyes pontjain molekularis epidemiologiai adatokat gydjteni.

Adatgy(ijtési munkaink soran felmerillt az a gondolat is, hogy a mar régebb 6ta kialakult
tetraciklin és aminoglikozid (kdzelebbrél gentamicin) rezisztenciak genetikai hattere mellett
vizsgalatokat végezziink a hazankban és/vagy szomszédainknal Ujabban elétérbe kertild
(emerging) kinolon rezisztenciakkal kapcsolatban is, melyek plazmidon kédoltak is lehetnek
és mint ilyenek a tetraciklin rezisztencidhoz hasonlbéan, a valasztott sertésekben, mint
antibiotikumokkal leggyakrabban kezelt élelmiszertermelé gazdasagi allatokban leginkabb

el6fordulhatnak.
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1.4. Célok

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

tetraciklin-, a gentamicin-, és a plazmidon kdédolt kinolon rezisztencia témakoérdékben az

alabbi fébb célokkal és cimek alatt végeztik:

1.

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

Haszonallatokbol és human mintakbadl izolalt aminoglikozid (gentamicin) rezisztens
klinikai és kommenzalista E. coli térzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia

genotipusa, egyes gének esetleges kapcsolt el6fordulasa.

Plazmidon koédolt kinolon rezisztencia és esetlegesen tarsult virulencia gének
keresése és azonositasa: kinolon rezisztenciat hordoz6 plazmidok jellemzése
egészséges sertések Dbélcsatornajabdl szarmazé multirezisztens E. coli

torzsekben.



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

multirezisztens enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) térzsekben

2.1. Bevezetés

Sertésekben az enterotoxikus Escherichia coli (ETEC) baktériumok leggyakrabban két,
gazdasagilag is jelentds koérképben, az ujszildtt- és a valasztott malacok hasmenésében
jatszanak szerepet A valasztott malacok hasmenésének patomechanizmusaban a virulencia
faktoroké a f6szerep: jellemzd fimbriadlis adhezinjeik (K88/F4, F18) segitségével a
baktériumok a vékonybél hamsejtieihez tapadnak, majd héstabil- (STa, STb, EAST1)
és/vagy hoélabilis  enterotoxinok  (LT) termelésével a felszivd bélhamsejtek
1999).

Habar a sertés ETEC t6rzsek okozta megbetegedések csdkkentése céljabdl szamos
intézkedés tértént, kezdve a higiénia névelésétdl a vakcinazasig (Haesebrouck et al. 2004),
a fert6zés fékentartasanak legrévidebb Utja mindmaig az antimikrobialis kezelés maradt,
amelynek elkertlhetetlen kévetkezménye az antibiotikum rezisztens térzsek szelekcidja
(Fairbrother et al. 2005). Tovabbi problémat jelent a multidrog rezisztens (MDR) térzsek
fokozott megjelenése, amelyek a megfeleld virulencia faktorokkal felfegyverkezve nemcsak a
terapias lehetéségeket korlatozhatjak (Rosengren et al. 2009), de rezisztencia és virulencia
gén rezervoart képezhetnek a normal bélfléra kommenzalistai szamara is (Mathew et al.
1999).

Az ETEC virulencia faktorok (adhezinek, enterotoxinok) génjei, valamint az antibiotikum
rezisztencia gének - beleértve az ETEC szempontjabdl |ényeges tet tetraciklin rezisztencia
géneket is - tdbbnyire plazmidokon helyezkednek el, tovabbi mobilitdsukrol egyéb mobilis
genetikai elemek: integronok, transzpozonok, inszercios (IS) elemek gondoskodnak. Ennek
megfeleléen a tet(A) gyakran a Tn1721 (Allmeier et al. 1992), a tet(B) pedig rendszerint a
Tn10 (Lawley et al. 2000) transzpozonok részei. Az STa hdstabil enterotoxint kddol6 estA
gént a Tn16871 (So, McCarthy 1980), mig az STb termelésért felelés estB gént a Tn4521
transzpozonokon (Lee et al. 1985), illetve a pTC plazmid toxin-specifikus l6kuszan (TSL)
irtak le (Fekete et al. 2003 és 2011). A tovabbi enterotoxin géneket és mobilitasukat illetéen
feltétlentl meg kell még emliteni az E. coli enterotoxinok kozoétt elséként felfedezett, a kolera
toxinnal k&zeli rokonsagban allé LT hdélabilis enterotoxint (LT) és ezt plazmidon kddol6 elt
géneket, melyek esetében IS elem kozvetitett folyamatot ugyancsak leirtak (Schlér et al.

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



géneket a korabbiakban hasznalt sta, stb és It szimbdlumok helyett Ujabban egyre
gyakrabban hasznaljadk a megfeleld estA, estB illetve elt jelbléseket, ennek megfeleléen
értekezésemben ez utébbi génszimbdlumokat hasznalom. Az ETEC térzsek STa
enterotoxinja egyébként nem tévesztend6 6ssze az elséként human enteroaggregativ E. coli
(EAEC) torzsekben kimutatott EAST1 toxinnal. Ez utdbbi szintén hdstabil, kis molekulgju,
toxin, melyet a kromoszémalisan vagy plazmidon elhelyezkedd astA gén kodol, s a fenti STa
toxint6l biologiai, immunolégiai és genetikai probakkal is jol elkllonitetheté (Veilleux,
Dubreuil 2006). Az astA génnel gyakorlatilag azonos allélt a D27-es (0126:NM, CFA/I, STIb)
human ETEC t6érzs 97Md plazmidjan egy ujonnan leirt IS1474 elembe agyazva, a jol ismert
human ETEC H10407 térzzsel egyetemben irtak le (McVeigh et al. 2000).

Esetenként a tetraciklin rezisztencia és virulencia gének ugyanazon a plazmidon
helyezkednek el. llyen tipikus hibrid sertés ETEC plazmidok a tef(A)-estA-paa-sepA-1
génkombinaciot tartalmazé pTENT2 (Goswami et al. 2008) valamint a tet(B)-sta-stb génekkel
jellemzett pTC plazmid (Fekete et al. 2011). Ez utébbi plazmid egy magyarorszagi valasztasi
hasmenésben elhullott sertés vékonybelébdl izolalt ETEC térzsre (Ec 2173) és ehhez
hasonldé magyarorszagi ETEC izolatumokra volt jellemzd (Nagy et al. 1990, Fekete et al.
2003). Azéta sikerilt a tet(B) gént hordozd pTC plazmid teljes szekvencigjat is meghatarozni
(Fekete et al. 2012), melynek alapjan tudjuk, hogy ennek legfébb jellegzetessége a
virulenciaért felelés STa és STb enterotoxinok génjeit hordozd TSL, mely egyitt jar a tet(B)
tetraciklin rezisztenciagént hordozé Tn70 transzpozonnal. Ugyanakkor nem tartalmaz egyéb
antibiotikum rezisztencia géneket vagy azok hordozasara alkalmas integronokat.

Ezek utan félmertlt a kérdés, hogy egy masik ugyancsak gyakori, efflux proteint kédold
tetraciklin rezisztencia gén, a tet(A) vajon milyen gyakorisaggal, ill. geografiai elterjedtséggel
és milyen tipusu plazmidokon talalhatd, sertés valasztasi hasmenést okozo, jellegzetesen
F18" ETEC térzsekben. Ez utdbbi, tet(A)-val jellemzett, ETEC plazmid csoportrol azért is
latszott érdemesnek tdbbet megtudni, mert az eddigi vizsgalataink soran el6térben allé
tet(B)-hez képest joval kevesebb figyelmet kapott. Ugyancsak megvalaszolasra vart a
kérdés, hogy a tet(A) plazmidokon milyen egyéb mobilis genetikai elemekkel (integronok,
transzpozonok, patogenitasi géncsoportok) szamolhatunk, melyek alapjan ezen
plazmidoknak, bizonyos szelekciés nyomasok hatasara, az antibiotikum rezisztencia (és
esetleges virulencia) terjesztésében molekularis jarvanytani jelentésége lehet.

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

coli torzsek vizsgalatan keresztll a kozép-eurdpai régiot (Magyarorszag, Ausztria, Cseh
Koztarsasag) képvisel6 ETEC toérzsek antibiotikum rezisztencia és virulencia génjeirdl
kapjunk &sszehasonlité adatokat, kiUlénds tekintettel a tetraciklin rezisztencia gének

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

2.2.1. Hazai és kiilfoldi sertés ETEC torzsek

A jelen tanulmany vizsgalati anyagat képez6 6sszesen 87 E. coli térzset hazai és kilfoldi
partner-laboratoriumok az elmult 10-15 évben izolaltak valasztasi hasmenéses allatok
vékonybelébdl, s hataroztak meg enterotoxikus E. coli (ETEC) tbérzseknek, elsésorban
fimbriaik (K88/F4 ill. F18) szerologiai kimutatasa és O szerocsoportjuk meghatarozasa
(Orskov, Orskov, 1984) alapjan, melyeket a tovabbiakban ismertetett virulencia gén
kimutatasi médszerekkel is megerdsitettiink és kiegészitettliink. A hazai sajat ETEC térzsek
(n=16) mellett a térzsek egy része egyeb Kdzép-Eurdpai orszagokbdl - Ausztria (n=34) és
Cseh Kéztarsasag (n=17) - szarmazott, mig 20 térzset az USA-bél kaptunk Dr. M.A. Awad,
Dr. P. Alexa és Dr. H.W. Moon szivességének készdnhetéen. A fenti ETEC térzseket -80°C-
n 10% glicerint tartalmazé TSB taplevesben taroltuk. A vizsgalatban szereplé dsszesen 87
ETEC torzs kozill a célszerliség kedvéért dolgozatomban kizarélag a konjugaciés plazmid
transzfer vizsgalatokra kijeldlt torzsek geografiai eredetét és genetikai jellemzéit ismertetem
(Il. tablazat).

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

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

A fenotipusosan tetraciklin rezisztens ETEC tdrzseket tovabbi, a tet gén tipizalasara
iranyuld PCR vizsgalatoknak vetettik ala. A PCR reakcidkhoz hasznalt primereket ugy
valasztottuk ki, hogy azok a Gram-negativ enteralis kérokozokra addig leirt leggyakoribb tet

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

1-es tipusu integron jellemzésére hasznalt primerek listaja.

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

Antibiotikum csoport és gének  Primer Szekvencia (5'—3') ftf;')q fragment \isicser  Hivatkozas / Reakcioksrilmények *

Tetraciklin gének

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

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

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

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

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

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

Aminoglikozid gének

aacC(3)-11 aacC2 f GGCAATAACGGAGGCAATTCGA 698 PCR Frana et al. 2001
aacC2r CTCGATGGCGACCGAGCTTCA

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

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

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

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

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

B-laktam gének

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

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

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

Fenikol gének

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

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

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

1-es tipusu integron tipusgének

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

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

sul1 sull f TGGTGACGGTGTTCGGCATTC 789 Saenz et al. 2004
sullr GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG

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

SQ: szekvenalashoz hasznalt primerek

*: sajat tervezés(l primerekkel futd PCR reakcio kérulményei
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2.2.3. Plazmid transzfer vizsgalatok

A Fekete et al. (2012) altal jellemzett, tet(B), estA, estB génkombinaciét hordozé pTC
plazmidok azonositasa, valamin egyéb tetraciklin rezisztencia (tet) és tipikus ETEC virulencia
gének (estA, estB, elt, 18, k88) atvitelében szerepet jatszd plazmidok jellemzése céljabdl, a
tetraciklin rezisztens torzsek koziul 8 ftef(A) és 12 tet(B) ETEC tbérzset konjugacids
vizsgalatokra jeldltiink ki. A kivalasztott 20 szUl6térzs geografiai eredetét és genetikai
jellemzéit a ll. tablazat mutatja be. A térzsek szelekcidjanak alapjaul szolgald, a virulencia és
tetraciklin rezisztencia génekre vonatkoz6 PCR eredmények Fekete et al. (2003)
kdzleménybél szarmaznak. A korabbi eredményeinkkel val6o &sszehasonlitas érdekében

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

stb, It szimboélumokkal jel6ltik, jelen tanulmanyban az ujabban hasznalt estA, estB illetve elt
jelélések hasznalatara tértlink at (Elsinghorst, 2002).

A konjugacios vizsgalatokhoz recipiens térzsként a plazmidmentes, rifampicin rezisztens
E. coli K-12 J5-3 t6rzset hasznaltuk. A transzkonjugans térzsek szelekcioja rifampicin (150
pg/ml) és tetraciklin (50 upg/ml) tartalmu LB (Luria-Bertani) agar lemezeken tortént. A
konjugaciés gyakorisagot a transzkonjugansok és recipiens tdrzsek telepszama (CFU)

k6zotti aranyként hataroztuk meg.

ll. tablazat. A konjugaciés plazmid transzfer vizsgalatokhoz kivalasztott ETEC tdérzsek

geografiai eredete és genetikai jellemzéi.

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

2134 Magyarorszag 0157 + + - - + + - - - -
2152 Magyarorszag 0157 + + - - + - + - - - -
2172 Magyarorszag o141 + + - - + + - - - - -
2185 Magyarorszag 0141 + + - - + + + - - - -
2188 Magyarorszag 0157 + + - - + + - - - - -
All.23 Ausztria 0138 + + - + + - + - - - -
All.25 Ausztria 0138 + + - - + - + - - - -
All.27 Ausztria nt - + + - + - + - - - -
All.28 Ausztria 0139 + - + + - + - - - -
All.29 Ausztria 0138 + + - - + - + - - - -
All.30 Ausztria nt - + - - + - + - - - -
All.34 Ausztria 0138 + - + - + - - - -
All.41 Ausztria nt - - - + - + - - - -
8813 Cseh Koztarsasag 0147 - + + - + - + - - - -
9658 Cseh Kéztarsasag 0149 - + + - - - - - - -
9877 Cseh Kéztarsasag 035 - + + - - - - - - -
10176 Cseh Koztarsasag 0141 - - - - - - - - - - -
11112 Cseh Kéztarsasag 0149 - + + - + + - - - - -
11674 Cseh Koztarsasag 0108 - - - - - + - - - - -
11732 Cseh Koztarsasag 0141 + - - - + + - - - - -

A sikeres tetraciklin rezisztencia atvitelt mutaté 8 ETEC torzset félkdvér betlitipussal és alahtizassal emeltik ki.

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

A ll. tablazatban is kiemelt, sikeres tetraciklin rezisztencia génatvitelt mutaté magyar és
cseh tet(A)- tovabba hat osztrak tet(B)-pozitiv szUl6térzset valamint &sszesen 9
transzkonjugansukat tovabbi jellemzés céljabdl plazmid profil vizsgalatoknak, valamint
antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kimutatasara iranyuld PCR vizsgalatoknak
vetettik ala. A szil6 és transzkonjugans térzsek plazmid profil vizsgalatat Kado, Liu (1981)
modszere alapjan végeztik el.

A két, tef(A) gént tartalmaz6é magyar és cseh transzkonjugans (2172/11 és 11732/71)
valamint szil6térzseik (2172 és 11732) plazmidjainak inkompatibilitasi (Inc) csoportokba valo
besorolasa PCR alapu replikon tipizalassal (PBRT) tortént, a Carattoli et al. (2005) altal
k6zolt primerekkel és reakciokérilményeknek megfeleléen. A PBRT rendszer multiplex és
simplex PCR vizsgalataihoz templatként szolgalé genomi DNS-t a GenElute™ Genomic DNA
Kit (Sigma) gyartéi utmutatéjanak megfeleléen vontuk ki és tisztitottuk. A fenti kézleményben
megnevezett Inc csoportok mellett a replikon tipizalasi vizsgalatokat a colE, colEr,, IncU és

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

2.2.5. Antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kimutatasa

A kivalasztott dsszesen 8 szilétdrzson és 9 transzkonjugansukon az emlitettek szerint
tovabbi jellemzés céljabdl antibiotikum rezisztencia és ETEC-re jellemzdnek ismert egyéb
virulencia gének kimutatasara iranyuld vizsgalatokat is végeztiink. Az estB enterotoxin génre
vonatkozéan, tovabbi PCR vizsgalatokkal az estB gén pTC-specifikus 5’ hatarold régidjanak
meglétére is rakerestiink. Az 1-es tipusu integron hordozasat az intl1 integraz gén jelenléte
alapjan mutattuk ki. Az antbiotikum rezisztencia és virulencia géneket kimutaté PCR
reakcidkhoz hasznalt primerek szekvenciait, valamint a PCR fragmentek varhaté méretét az
I. és a Illl. tablazatok tartalmazzak. A tet(A) génnek a Tn71721 transzpozonon val6
lokalizacigjat szintén PCR segitségével mutattuk ki, a tablazatban feltiintetett tetAf, valamint
a Tn1721-specifikus TetAR3 primerek felhasznalasaval, melynek szekvenciaja 5'-
GGCATAGGCCTATCGTTTCCA-3’ (Hartman et al. 2003).
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lll. tablazat. A virulencia gének és az estB gén pTC-specifikus 5 hatarold régidjanak

kimutatasara hasznalt primerek listaja.

Gén/Régio Primer Szekvencia (5'—3') (Pb(;’: fragment \y atkozas

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

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

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

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

astA astA fw TCGGATGCCATCAACACAGT 125 Boerlin et al. 2005
astA rev GTCGCGAGTGACGGCTTTGTAAG

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

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

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

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

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

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

sepA sepA fw TAAAACCCGCCGCCTGAGTA Boerlin et al. 2005

sepA rev TGCCGGTGAACAGGAGGTTT

2.2.6. Az 1-es tipusu integron jellemzése

Az egyplazmidos, tet(A)-pozitiv 2172/11 jelG magyar transzkonjugans térzsben az 1-es
tipusu integron 3’ konzervativ régidjara jellemz6é qacEA71 és sul1l géneket tovabbi PCR
reakciok segitségével mutattuk ki. Ezt kévetéen a teljes variabilis régiét az 5°CS-F1 és a
3'CS-R primerparral er@sitettik fel (l. tablazat), majd a PCR terméket a Qiagen PCR
Purification Kit (Qiagen) segitségével tisztitottuk, és a génkazettak azonositasa céljabdl
megszekvenaltuk (Biomi Kft.). A teljességre térekedve, a variabilis régiéon kivil a 3’ és 5
konzervativ régiok részleges szekvenalasa is megtértént. Ehhez a 2172/11 transzkonjugans
térzsbdl a PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit (Invitrogen) felhasznalasaval és
utasitasai szerint plazmidot tisztitottunk, amelyen az 1-es tipusu integron konzervativ régioit
az |. tablazatban bemutatott primerekkel szekvenaltuk meg. A kapott szekvencidkat a
Geneious szoftvercsomag segitségével elemeztik, illesztettik majd a teljes, 2735 bp
szekvenciat 6sszehasonlitottuk a GenBank-ban szereplé adatokkal majd a megfelel

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

2.3.1. Kulénb6z6 geografiai eredetii ETEC térzsek antibiotikum rezisztencia fenotipusa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei szerint a kilénbdz6 geografiai
eredeti ETEC tbrzsek két kivételtdl eltekintve multidrog rezisztenseknek bizonyultak
(97.7%), azaz egyidejlleg legkevesebb harom antibiotikum csoporttal szemben mutattak
rezisztenciat. Az antibiotikum rezisztencia fenotipusok szazalékos eloszlasat a hazai, cseh,

osztrak valamint az USA torzsekben az 1. abra részletezi.

100 +
EMagyarorszag OCseh Koztarsasag mAusztria BUSA
90 +
80 +

70 ~

60 -

Gyakorisag (%)
[$))
o

30

20

10 -

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

geografiai eredetl (magyar, cseh, osztrak, USA) ETEC térzsekben.

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

réviditések alatt a megfelel6 antibiotikumra vonatkozé6 atlagos gyakorisag (%) értékei szerepelnek.

Altalaban elmondhatd, hogy az USA toérzsek a kozép-eurdpai térzseknél magasabb
rezisztencia gyakorisaggal rendelkeztek egy adott antibiotikumra nézve, viszont a geografiai
eredetre valo tekintet nélkil a toérzsek tébbségének rezisztencia mintdzata egy kozds,

szulfametoxazol (91%), tetraciklin (84%) és streptomicin (80%) alapu MDR ,vazra” éplilt.
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Az aminoglikozid antibiotikumokkal szemben, mint a kanamicin és gentamicin a térzsek
64% illetve 24%-a bizonyult rezisztensnek, de a viszonylag magas atlagos gyakorisag
ellenére mindéssze par cseh tdrzs volt rezisztens mindkét antibiotikumra. Geografia régidk
szerinti lebontasban, a magyar ETEC t6érzsek hasonléan alacsony ampicillin rezisztenciaval
(13%) voltak jellemezheték, mig a nalidixinsav rezisztencia az USA toérzsek kérében volt a
legalacsonyabb (5%). Ezzel szemben a kléramfenikol rezisztencia osztrak térzsek kozétt volt
a legelterjedtebb, 53% (a részletes eredményeket mell6zzik). Szintén alacsony rezisztencia
gyakorisagokat talaltunk a magyar és az USA térzsekben az ampicillin (13%) illetve a
nalidixinsav  (5%) antibiotikumokra vonatkozéan. A spektinomicinre, amoxicillinre,
rifampicinre és trimetoprimre a térzsek 44%, 32%, 36% illetve 17% volt rezisztens, tovabba a
florfenikollal, enrofloxacinnal és cefotaximmal szemben valamennyi t6rzs érzékenynek

bizonyult (1. abra).

2.3.2. A tet tetraciklin rezisztencia gének és mintazataik eloszlasa az ETEC térzsekben
A tetraciklin rezisztens ETEC torzsekben a tet gén tipusanak meghatarozasara iranyul6
PCR vizsgalataink az Enterobacteriaceae fajokra jellemzé leggyakoribb tet tipusokat: (tet(A),
tet(B), tet(C), tet(D), tet(E), tet(G)) céloztdk meg. Az eredmények szerint a vizsgalt ETEC
térzsekben a tet(B) genotipus volt a leggyakoribb (38%), mig a tef(A) gént a térzsek 26%-a

tartalmazta (2. abra).

O tetA OtetB OtetA/tetB B tetB/tetC B tetB/tetD Oismeretlen

100% 1
11%
o 25% 25% 31%
80% 1 . 44% o
12% 0% e p— 1-1%
5% 3%
60% 1
N 39,
25%
38%
0, -
40% 309 -
59% °
20% T 38%
0,
21% 26%
0% T T T T
Magyarorszag Cseh Koztarsasag Ausztria USA - lowa Osszes

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

kulénbdzb geografiai eredetld (magyar, cseh, osztrak, USA) ETEC térzsekben.

A tetraciklin rezisztencia fenotipust mutatd, de a vizsgalt tet gén hianyaval jellemzett térzseket az ,ismeretlen”
kategoériaba soroltuk.
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A tdbbségikben egyféle tet gént tartalmaz6 ETEC torzsek egy részében kilonbdzd tet
génmintadzatokat mutattunk ki. Ennek megfeleléen, a tet(A)/tet(B), tet(B)/tet(C) és a
tet(B)/tet(D) kombinaciok a térzsek 3%, illetve 1-1%-t jellemezték. Erdekes modon az ETEC
toérzsek 31%-a az itt vizsgalt tetraciklin rezisztencia gének egyikét sem tartalmazta, holott
tetraciklin rezisztencia fenotipust mutatott (2. abra).

Az egyes tetraciklin rezisztencia géntipusok és azok mintazatai a kilénb6z8 geografiai
régiokat képviseld ETEC toérzsek kozott eltérék voltak. Ennek megfeleléen a cseh térzsek
tulnyomé részét a tet(A) genotipus jellemezte, az amerikai térzsek pedig 65%-ban a tet(B)
gént tartalmaztak. A magyar és osztrak tetraciklin rezisztens térzsek tdbbsége viszont
hasonl6 mértékben tartalmazta a tet(A) (38% illetve 21%) és a tet(B) (25% illetve 32%)
géneket, viszont az osztrak térzsek 44%-a volt ,ismeretlen” genetikai hattérrel jellemezhetd.
A tet(E) valamint a tet(D) géneket egyetlen ETEC térzsben sem sikertlt kimutatnunk (2.

abra).

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

A pTC plazmidok azonositasara, valamint egyéb, a tetraciklin rezisztencia (tet) és tipikus
ETEC virulencia gének (estA, estB, elt, k88, f18) atviteléért felelés plazmidok jellemzése
céljabdl, a kozép-eurdpai régiot (Magyarorszag, Cseh Kéztarsasag, Ausztria) képviseld
ETEC torzsek kozil 6sszesen 8 tet(A) és 12 tet(B) torzset jeldltink ki konjugacios
vizsgalatokra. A kivalasztott 20 ETEC torzs koézul a tet tetraciklin rezisztencia gének
konjugacids atvitele 8 térzs esetében volt eredményes, geogréfiai elosztasban 1 hazai tet(A),
1 cseh tet(A) és 6 osztrak tetf(B) génekkel jellemzett térzsnél (ll. tablazat). A kilénbdzd
geografiai eredeti ETEC térzsek egy-egy képviseldjében, azaz a 2172 (magyar), 11732
(cseh) valamint All.28 (osztrak) térzsekben a tetraciklin rezisztencia plazmidok konjugacios
gyakorisagat a 3. abra szemlélteti, a pTC plazmid referencia térzsként szolgalé6 magyar
ETEC 2173 térzs, mint kontroll mellett.

A PCR alapu replikon tipizalas (PBRT) alapjan mindkét tet(A) plazmid az Incl1
inkompatibilitasi csoportba tartozott, mig a szll6térzsekben az Incl1 mellett egyéb, IncF,
IncP, valamint colEr, plazmidokat azonositottunk. Tovabba a plazmidok egy része nem volt

tipizalhato a fenti PBRT rendszerrel (a részletes eredményeket mell6zziik).

25



1.00E-02 ¢

1.00E-03 [ p=0.143 p=0.149 p=0.331 T
R . '|'
L
S
X
©
>
[S))
:S 1.00E-04 ¢
o F
@
=
5 T
X
1.00E-05 F =
1.00E-06 T T T
2172 x J5-3 11732 x J5-3 All28 x J5-3 2173 x J5-3
O141 0141 0139 0147
tet (A), tet (A), tet (B), tet (B),
estA, estB, estA, estA, estB, astA, estA, estB,
f18 f18 f18, k88 f18

3. abra. A tetraciklin rezisztencia (tet(A) vagy tet(B)) plazmidok konjugacios gyakorisaga

kulénbdz6 geografiai eredetl ETEC térzsekben.

A konjugaciés gyakorisagot a transzkonjugans torzsek és a J5-3 recipiens torzs telepszama (CFU) kozotti
aranyként hataroztuk meg. Az abra két kisérlet adatsora alapjan készilt, és mindkét kisérletben térzsenként
harom-harom parhuzamossal dolgoztunk. A 2173 torzset pTC plazmid kontrollként hasznaltuk. A vizsgalt ETEC
térzsek valamint a 2173 pTC torzs k6zotti konjugaciés gyakorisagra vonatkozd kiildnbségeket két