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Bevezetés

Az értekezés cime altal jelzett téma egymassal 6sszefiiggésben, de nem feltétlen szoros
kapcsolatban |év6 vizsgalatokat és feladatkordket takar, melyek az élelmiszerlanc kilénb6zé
pontjairdl szarmazé E. coli baktériumok bizonyos, klinikai jelentéséggel bird antibiotikum
rezisztencia és virulencia génjeinek egyiittes vizsgalatan keresztll egyazon f6 kérdést
igyekeztek megvalaszolni: nevezetesen, hogy az antibiotkumok human- és
allategészségigyi alkalmazasa soran bekdvetkez6 szelekcids nyomas jelentheti-e a
rezisztenciaval egyitt a virulencia tulajdonsagok fokozott térnyerését is ?

Az antibiotikum rezisztencia feno- és genotipusanak valamint a virulencia gének
mintazatanak egylttes vizsgalata, tovabba azok terjesztésében szerepet jatszd konjugativ
plazmidok és egyéb mobilis elemek jellemzése napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kap,
mivel elbrevetitheti a human és allati szempontbdl egyarant jelentés Uj, kombinalt
genotipusok megjelenését. Ezen esetleges asszociaciokat illetben azonban a patogén
(klinikai) térzsekhez képest kevés informaciéval rendelkeziink a human és allati eredet
kommenzalista E. coli tdrzsekre vonatkozoan, és kiléndsen hianyoznak e téren a
molekularis epidemioldgiai megkdzelitéssel gyUjtétt adatok.

E szemlélet jegyében munkank elsd szakaszaban a sertések valasztasi hasmenésébdl
izolalt E. coli térzsek vizsgalatan keresztil a kdzép-eurdpai régiét (Magyarorszag, Ausztria,
Cseh Koztarsasag) képviseld enterotoxikus E. coli (ETEC) toérzsek antibiotikum rezisztencia
és virulencia génjeirél gy(jtéttink 6sszehasonlité adatokat, kilénds tekintettel a tetraciklin
rezisztencia gének hordozasaért felelés plazmidokra, s ezekben talalhaté tovabbi mobilis
genetikai elemekre.

A tovabbiakban az egyik leggyakrabban alkalmazott aminoglikozid antibiotikum, a
gentamicin széleskérl terapias hasznalatanak a tdbbszérds rezisztenciak és az esetleges
kiséré virulencia tulajdonsagok kialakulasara vonatkozé hatasat kivantuk attekinteni.

A hianyp6tlo jelleggel végzett vizsgalataink elsédleges célja volt, hogy a haszonallatokbdl
és human mintdkbél szarmazdé gentamicin rezisztens klinikai €és kommenzalista E. coli
torzsek tdbbsz6rés antibiotikum rezisztencia és virulencia genotipusainak minél atfogébb
jellemzését adjuk.

Végul, munkank utolsé szakaszaban, tekintettel a plazmidon kodolt kinolon rezisztencia
allattartasban is vilagszerte egyre névekvd problémajara és az eurdpai sertéseket illetd
adatok hianyara két, jelenleg is intenziv sertéstartassal jellemezhetd orszag, Romania és
Magyarorszag egy-egy nagylzemi sertéstelepének felmérésébdl szarmazé multirezisztens
E. coli térzsek esetleges plazmidon kédolt kinolon rezisztenciajanak felkutatasara és

jellemzésére vallalkoztunk.



Célok

A fenti szemlélet jegyében vizsgalatainkat a tetraciklin-, a gentamicin-, és a plazmidon

kédolt kinolon rezisztencia harmas témakdérére épitve 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.

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

genotipusa, egyes gének esetleges kapcsolt el6fordulasa.

3. Plazmidon kodolt kinolon rezisztencia és esetlegesen tarsult virulencia gének
azonositasa: kinolon rezisztenciat hordozd plazmidok jellemzése egészséges
sertések bélcsatornajabdl szarmaz6é multirezisztens kommenzalista E. coli

torzsekben.



Anyagok és mdédszerek

Multirezisztens sertés enterotoxikus E. coli (ETEC) toérzsek tet(A) plazmidjainak

sajatossagai

A vizsgalt hazai ETEC térzsek (n=16) mellett a térzsek egy része egyéb Kbézép-Eurdpai
orszagokbol - Ausztria (n=34) és Cseh Koztarsasag (n=17) - szarmazott, mig 20 térzset az
USA-bél kaptunk. A térzsek antibiotikum rezisztencia fenotipusat korongdiffuziés moédszerrel
hataroztuk meg, majd a fenotipusosan tetraciklin rezisztens ETEC t6rzsekben a tet gén
tipusat a Gram-negativ enteralis kérokozékban leggyakoribb fet osztalyok alapjan PCR
segitségével hatarozzuk meg.

A tetraciklin rezisztencia (tet) és tipikus ETEC virulencia gének (estA, estB, elt, f18, k88)
atvitelében szerepet jatszd plazmidok jellemzése céljabdl, a tetraciklin rezisztens tdérzsek
kozil 8 tet(A) és 12 tet(B) F18" ETEC torzset plazmid transzfer vizsgalatokra jeldltiink ki. A
sikeres tetraciklin rezisztencia génatvitelt mutato tet(A)- és tet(B)-pozitiv szllbétdrzseket és
kijeldlt transzkonjugansaikat tovabbi jellemzés céljabdl plazmid profil vizsgalatoknak,
valamint antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kimutatasara iranyul6 PCR
vizsgalatoknak vetettuk ala.

Tekintettel a tet(A) ETEC plazmidokra vonatkoz6 adatok hianyara, a tovabbiakban a két
egyplazmidos, magyar és cseh transzkonjugans térzsek (2172/11 és 11732/71) tet(A)
plazmidjait jellemeztik. A plazmidok replikon tipusat PCR alapu replikon tipizalassal (PBRT)

megszekvenaltuk, és a JQ313793 génbanki szam alatt helyeztik el.

Gentamicin rezisztens E. coli térzsek multidrog rezisztencia és virulencia

genotipusanak jellemzése

A 2004-2008 kozotti idészakban a hazai antibiotikum rezisztencia monitoring program
keretében partner-laboratériumunkban 6sszesen 3477 baromfi, 1861 sertés és 1794
szarvasmarha eredetl E. coli térzs antibiotikum rezisztencia fenotipusanak meghatarozasara
kerllt sor. A fenotipusosan gentamicin rezisztens (Gen®) allati eredetl torzsek kozul
munkank soran 6sszesen 12 baromfi, 13 sertés és 13 szarvasmarha torzs antibiotikum
rezisztencia és virulencia genotipusat jellemeztik. Az allati térzsekkel valo dsszehasonlitas
céljabdl, 12 human eredet( Gen® E. coli térzs antibiotikum rezisztencia és virulencia
genotipusat is meghataroztuk.

A térzsek részben egészséges szervezetbdl vagy nyers élelmiszerbél (kommenzalista
térzsek), részben pedig beteg szervezetbél vagy elhullott allatoknak a betegség tiineteit

mutato szerveibdl (klinikai térzsek) szamaztak.



A rezisztencia génmintazat meghatarozasara a Gram-negativ baktériumok antibiotikum

rezisztencigjanak atfogd genetikai jellemzésére kifejlesztett ,Identibac-AMR” PCR-microarray
rendszert (ArrayTube™ AMRO05) hasznaltuk, mely rendszer 6sszesen 62 klinikailag jelentds
antibiotikum rezisztencia gén egyideji kimutatdsat valamint az integron tipusanak

meghatarozasat teszi lehetbvé. A virulencia gének mintazatat egy, az el6z6 rendszer elvét

kévetd, E. coli-ra adaptéalt ,ldentibac Ec” microaray segitségével (ArrayTube™ Ec03)
hataroztuk meg, mely az E. coli 69 virulencia génjére (és azok szamos szubtipusara)
specifikus probak segitségével a fébb virulencia géncsoportok kimutatasat teszi lehetévé. A
PCR-microarray adatait az antibiotikum rezisztencia és virulencia gének kdzotti €s azokon

bellli asszociaciok kimutatasara Pearson-féle korrelaciéval elemeztik.

A qnrS1 kinolon rezisztencia plazmidok jellemzése sertés eredetii kommenzalista E

coli torzsekben

Egészséges sertések multidrog rezisztens (MDR) E. coli tdérzseinek molekularis
jellemzésére iranyuld nemzetkézi (EU FP6) egylttmikédés keretében Magyarorszag és
Romania egy-egy nagy allatszamu sertéstelepének egészséges, valasztas el6tti malacainak
bélsar mintaibdl izolalt E. coli torzsket vizsgaltuk.

A MDR sertés E. coli torzsek kdzul a gnrS gént dsszesen 17 tdérzsben mutattuk ki,
melyek mindegyike a romaniai (székelyfoldi) sertésteleprél szarmazott. E gyljteménybdl
random moédon dsszesen 6 qnrS1 térzset jeldltunk ki tovabbi genetikai vizsgalatokra valamint
a gnrS1 gént hordozd plazmidok jellemzésére. A tdrzsek antibiotikum rezisztencia és
virulencia génmintazatanak meghatarozasa az el6bbiekben mar emlitett AMROS5 illetve Ec03
PCR microarray rendszerek felhasznalasaval tértént. Az egyazon sertésteleprél szarmazé 6
gnrS1 sertés eredetl E. coli térzs klonalis kapcsolatat multilbkusz szekvencia tipizalassal
(MLST) hataroztuk meg.

A gnrS1 gént hordozd plazmidok jellemzése céljabdl konjugacios kisérleteket végeztiink.
A szll6 és transzkonjugans térzsek plazmid profil vizsgalatat kévetéen a plazmidok replikon
tipusat PCR alapu replikon tipizalassal (PBRT) hataroztuk meg. A qnrS71 gén IncN tipusu
plazmidon valé lokalizaciojat a transzkonjugans térzsekben qnrS1-specifikus Southern
hibridizaciéval er6sitettik meg. A tovabbiakban a sertés eredetl E. coli gnrS1 plazmidok
restrikcios mintazatat értékeltik ki, két holland, human eredetli gnrS1-pozitiv Salmonella
Kentucky transzformans térzset hasznalva kontrollként.

Végil az qnrS1 gén genetikai kornyezetét az Ec48-1 jell transzkonjugans térzsben
jellemeztik, és az IncN plazmid 3.6 kb méreti gqnrS1 gént tartalmazé fragmentjét a
JN157839 génbanki szam alatt helyeztik el.



Fontosabb eredmények

Kiilonb6z6 geogréfiai eredetii ETEC térzsek antibiotikum rezisztencia fenotipusa és

tetraciklin rezisztencia génjei

A geografiai eredetre val6é tekintet nélkil az itt vizsgalt sertés eredetli ETEC tdrzsek
tébbségének rezisztencia fenotipusa egy kézds, szulfametoxazol (91%), tetraciklin (84%) és
streptomicin (80%) alapi MDR ,vazra” épiilt. Altalaban elmondhaté hogy a kdzép-eurdpai
térzsek az USA t6rzseknél alacsonyabb rezisztencia gyakorisaggal jellemezhet6k.

Az fenotipusosan tetraciklin rezisztens térzsekben a tet(B) genotipus dominalt (38%),
mig a tet(A) gén a térzsek 26%-aban volt jelen. Az egyes tetraciklin rezisztencia géntipusok
és azok mintazatai a kilénbdzb geografiai régidkat képviseld ETEC térzsek kdzott eltérék

voltak.

A tet(A) gént hordozo Incl1 plazmidok jellemzése sertés ETEC térzsekben

A magyar és cseh F18" ETEC szil6térzsekben (2172 illetve 11732) és egyplazmidos
transzkonjugansaikban (2172/11 illetve 11732/71) lehetéségunk nyilt tef(A) gént hordozd
~138 illetve 106 kb plazmidok részletesebb vizsgalatara. Az itt jellemzett magyar és cseh
transzkonjugans tdérzsekben az Incl1 replikon tipusu tet(A) plazmidok az altalunk vizsgalt,
leginkabb szbdba joheté ETEC virulencia gének hianya alapjan rezisztencia (pontosabban:
mutirezisztencia) plazmidoknak tekinthet6k.

A magyar Ec2172 térzsben az Incl1 plazmid a tet(A) gén mellett az aadA17
(streptomicin/spektinomicin) és strA (streptomicin) rezisztencia gének atviteléért volt felelds,
mig a cseh 11732 térzsben a tet(A)-catA1 rezisztencia modul Incl1 kozvetitett transzferét
mutattuk ki.

A hazai F18" ETEC térzsben az aadA7 gén egy klasszikus (gacEA1*/sul1”) 1-es tipusu
integron részét képezte, amely - a szekvencia adatok alapjan - egy igen szokatlan
Osszetétell, estX-aadA71 kazettakbol alld, streptotricin valamint streptomicin/spektinomicin

antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat meghatarozo variabilis régiét tartalmazott.

Gentamicin rezisztens, allati és human eredetii, klinikai és kommenzalista E. coli

térzsek antibiotikum rezisztenca feno- és genotipusa

A térzsek mindegyike multidrog rezisztenciat mutatott, és leggyakoribbak a tetraciklin
(84%), ampicillin (82%) és a szulfametoxazol (80%) rezisztencia fenotipusok voltak. A
human egészséglgyi szempontbol kiemelt jelent8ségl 3. generacioés cefalosporinokkal
(cefotaxim és ceftazidim) szembeni rezisztenciat mindéssze néhany szarvasmarha térzsben

mutattuk ki, viszont a human térzsek viszonylag nagy szazalékat (67% és 25%) jellemezte.



A vizsgalt gentamicin rezisztens E. coli térzsek nagyfoku variabilitast mutato rezisztencia
mintazatokkal rendelkeztek. A rezisztencia gének kdzll leggyakrabban a blatgy (ampicillin),
tet(A) (tetraciklin), strB (streptomicin) és a szulfametoxazol rezisztenciaért felelés sult
géneket azonositottuk, mely szépen egybecseng az MDR fenotipusra vonatkozo
eredményekkel. A fenti antibiotikum rezisztencia gének az egyes térzsekben klinikai hattértol
fuggetlendl fordultak el6, de szamuk szignifikdnsan (p=0.03) magasabb volt a klinikai
térzsekben.

A gentamicin és egyéb aminoglikozid rezisztenciaban szerepet jatszé aac(3)-/, ant2™-la
és aac(6’)-Ib gének szinte kizarélag a human E. coli térzseket jellemezték. Ehhez hasonl6an
a kléramfenikol rezisztenciaért felelés catB3 gén is csak a human tdrzsekben volt

kimutathato.

Virulencia genotipusok, valamint pozitiv korrelaciét mutaté antibiotikum rezisztencia

és virulencia gének a gentamicin rezisztens E. coli térzsekben

Osszhangban a rezisztencia génekre vonatkozd eredményekkel a virulencia mintazatok
is nagyfoku heterogenitast mutattak. A virulencia gének kézll leggyakrabban az iss szérum
rezisztencia gént azonositottuk, amely a klinikai hattértél flggetlentl a térzsek 70%-at
jellemezte. A virulencia gének tébbsége azonban ritkan fordult el6 és minddssze néhany
térzsben volt kimutathatdé. Osszességében, a virulencia gének eléfordulasi gyakorisaga
tekintetében a klinikai és kommenzalista térzsek kdzott statisztikailag igazolhaté kildnbséget
nem talaltunk.

Néhany antibiotikum rezisztencia és virulencia gén kozétt és azokon belll szoros
korrelaciét mutattunk ki, amelyek a dffA17 trimetoprim, és az aadA4 streptomicin
rezisztencia gének kozétti asszociaciod kivételével bizonyos gazdafajokat jellemeztek. Ennek
megfeleléen a human eredetl térzsekben a catB3, aac(6’)-1b és blacTx.m.1 rezisztencia gének
és a sat SPATE gén kapcsolatat, mig a baromfi eredet(l térzsekben a tet(A) génnek az iroN

és iss virulencia génekkel val6 egyuttallasat mutattuk ki.

A qnrS1 plazmidon kédolt kinolon rezisztencia gén kimutatasa sertés eredetii,

klonalisan elkiiloniil6 kommenzalista E. coli térzsekben

A qgnrS1 plazmidon koédolt kinolon rezisztencia gént, egy romaniai sertéstelep 6
egészséges allatabdl szarmazdé E. coli térzsben mutattuk ki és jellemeztik, ezzel
tudomasunk szerint elséként jelezve nem csak a qnrS1, hanem egyaltalan a plazmidon
kédolt kinolon rezisztencia megjelenését eurdpai sertés E. coli térzsekben. Annak ellenére,
hogy a vizsgalt qnrS1 E. coli térzsek ugyanarrél a sertésteleprél szarmaztak, harom eltéré
szekvencia tipust (ST): az ST48, ST206 valamint az ST542 tipusokat képviselték.



A qnrS1 E. coli térzsek antibiotikum rezisztencia feno- és genotipusa, és virulencia
génjei

A vizsgalt 6 sertés eredetl E. coli térzs antibiotikum rezisztencia mintazata nagyfoku
hasonlésagot mutatott: a gentamicinen kivil valamennyien rezisztensek voltak egyéb
aminoglikozidokra (kanamicin és streptomicin) is, de az ampicillin és tetraciklin rezisztencia
is k6z6s jellemzdjik volt. Az antibiotikum rezisztencia gének PCR-microarray vizsgalata az
antibiotikum rezisztencia  fenotipusra  vonatkozé  eredményeket igazolta: a
kanamicin/streptomicin rezisztenciaért felelés gének kézil az aadA1, strA, strB géneket, a
blatem.s ampicillin  rezisztencia gént valamint a tet(A) tetraciklin rezisztencia gént
azonositotta. Virulencia gének tekintetében viszont a vizsgalt térzsek meglehetbsen
szegényesek voltak, jelenlétik mindéssze két térzsben volt kimutathatd, melyek rezisztencia
mintazata megegyezett, és virulencia génjeik is azonosak voltak, de egyidejlleg tébb

kilénb6zd virulencia mechanizmust képviseltek.

A qnrS1 gént hordozé IncN plazmidok jellemzése, és a gqnrS1 gén genetikai kérnyezete

A vizsgalt sertés E. coli térzsekben a gnrS1 gént egy ~70 kb méretl IncN tipusu plazmid
hordozta. Ezen E. coli plazmidok Pvull restrikciés mintadzata a sertés térzsekben azonos volt,
de a gnrS71 IncN kontrollként hasznalt human eredetli S. Kentucky plazmidoktdl viszont
lényegesen eltért. Az IncN plazmidok a qnrS1 gén mellet egyéb, aminoglikozid (aadA1, strA,
strB) ampicillin (blarem1) és tetraciklin (fef(A)) rezisztencia gének atvitelében is szerepet
jatszottak.

E plazmidok egyik képvisel6jébdl (pEc 48-1) szarmaztatott klon 3.6 kb méretli qnrS1
inszertjének szekvencia elemzésével megallapitottuk, hogy a vizsgalt qnrS1 gén kérnyezete,
egy csirke Salmonella Infantis-bol izolalt pINF5 plazmid megfelelé kinolon rezisztencia
régidjaval (GenBank: AM234722) 299% -os homoldgiat mutat (Abra).

1S26: left terminal repeat Tn3: right terminal repeat

Tn3: left terminal repeat 1S2: right terminal repeat 1S26: right terminal repeat

1S2-like 1526
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Uj tudomanyos eredmények és megallapitasok

Ertekezésem nemzetkdzileg is Uj tudomanyos eredményeit és megallapitasait az alabbi

tézisekben foglalom dssze:

Multirezisztens sertés enterotoxikus E. coli (ETEC) térzsek tet(A) plazmidjainak

jellemzése terén:

1.

A korabban részletesen tanulmanyozott, fet(B) osztalyt képvisel§ tetraciklin
rezisztencidért és enterotoxigenitaseért felelés hibrid plazmid (pTC) jellemzése utan
egy magyar és egy cseh sertés eredetli F18" ETEC tdérzs tet(A) gént hordozo
plazmidjait jellemeztiink. Ennek eredményeként elséként mutattuk ki, hogy az F18*
ETEC térzsek tet(A) plazmidjai azonos, Incl1 replikon tipussal rendelkeznek, s a

tetraciklin rezisztencian kivil egyéb rezisztencia determinansokat is hordoznak.

Megallapitottuk tovabba, hogy a hazai Incl1 replikon tipust F18" ETEC térzs tet(A)
plazmidjan 1-es tipusu integron is talalhato, mely a sertés eredetl E. coli térzseknél
igen szokatlan &sszetételli, streptotricin-aminoglikozid rezisztenciat meghatarozé

estX-aadA1 génkazettakbol allé variabilis régiot tartalmaz.

A gentamicin rezisztens, human és allati eredetii klinikai és kommenzalista E. coli

térzsek rezisztencia és virulencia genotipusat illetéen:

3. Elsbéként szolgaltattunk microarray alapu, szisztemantikus &sszehasonlitd

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

el6fordulasarol.

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

figgetlendl jelenhettek meg.

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

bizonyos esetekben élelmiszerbiztonsagi kockazatot is képviselhetnek.
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A sertés eredetii kommenzalista E. coli térzsek, qnrS1 kinolon rezisztencia

plazmidjainak jellemzésére vonatkozoan:

6. A fenti gnrS1-pozitiv E. coli térzsek harom olyan MLST klonjat irtuk le, melyeket eddig
elsésorban human klénként ismertlink, s eléfordulasukrél az allati eredetl térzsek
k6zott (ST542) vagy a sertés eredetl térzsek kozoétt (ST48, ST206) nem volt
tudomasunk. Ezen tul, els6ként ismertettik a fenti klbnok antibiotikum rezisztencia és

virulencia genotipusat.

7. Nemzetkdzi els6séggel jellemeztink qnrS71 plazmidot sertés eredetli E. coli
térszekben, és szamoltunk be IncN replikonnal jellemezhetd, gnrs1 gént hordozé E.
coli plazmidrol, haziallatokban, ezzel egyben els6ként jelezve a sertés erdetetl E. coli

térzsek plazmidon kdzvetitett kinolon rezisztenciajat Europaban.

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

hogy a sertés és baromfi a gnrS1 gén rezervoarjai lehetnek.
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