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Bevezetés

A hazidllatok szalmonell6zisa elleni védekezés egyik eszkoze a vakcindzds, melynek a
modern baromfitartdsban alig két évtizedes multja van. Bar az eddigiekben kifejlesztett
vakcindkra vonatkozd kisérleti adatok altalaban kedvezoek, a baromfi szalmonelldzis elleni
vakcindk tovdbbfejlesztése még szdmos vonatkozdsban sziikséges. fgy hatékonysdguk miatt
egyre inkdbb az €106, ordlis Salmonella elleni vakcindk keriilnek eldtérbe az elolt vakcindkkal
szemben. A védekezésre hasznalt torzseknek azonban szamos biztonsdgi kovetelménynek kell
megfelelniiik: artalmatlannak kell lenniiik a gazda szervezetre €és a kornyezetre, de legaldabb
ennyire fontos az is, hogy a vad torzsektdl egyértelmiien elkiilonithetéek legyenek.

Munkénk sordn ezeket a szempontokat szem el6tt tartva egy negativ fehérje markerrel ellatott,
virulencidjdban csokkentett Salmonella Enteritidis vakcina jeldlt torzset terveztiink elddllitant,
amely alkalmas lehet a napos baromfi Salmonella fertézésekkel szembeni korai védelmére.
ElsOként a vad torzsektol vald gyors elkiilonithetoség érdekében szerologiai markerrel
probaltuk ellatni a vakcina jelolt torzseket, melynek legegyszeribb modja, ha egy jo
antigenitasu sejtfelszini fehérjét elimindlunk a vakcinajelolt torzsrdol. E célbdl megfelelonek
tint a Salmonella Enteritidis esetében a flagellin fehérjét megcélozni, nem csak j6
antigenitidsa — és ezdaltal szeroldgiai ellendrizhetésége - miatt, hanem azért is, mert
monofazisos szerovaridnsrol 1évén sz6, az egyetlen flagellin gén esetleges kiiitése nem mozgd
fenotipust eredményez, makroszképikusan vizsgélhaté markerrel latva el a torzset. A feladatot
egy Uj megkozelitéssel — az irdnyitott transzpozicidval — terveztiik végrehajtani.

A vakcinajelolt torzs virulencidjat a Salmonella virulencia plazmid kilizésével terveztiik
csokkenteni, mely jelentds szerepet jatszik a baktériumnak a gazda szervezetben vald
fennmaraddsaban és szaporoddsdban. A plazmidon szdmos, a virulencidval Osszefiiggd
géncsoport taldlhatd, melyek koziil talan legjelentésebb az immunsejtekben vald bakteridlis
talélést segitd spv (Salmonella plasmid virulence) régid, de a bélhamsejtekhez vald
adhézidban szerepet jatszO pef (plasmid encoded fimbriae) operon, vagy a komplement
rendszerrel szembeni rezisztencidt biztositd rck (resistance to complement killing) gén
funkcidja is jelentds lehet a fert6zési folyamatban. Ezért a plazmid végleges eliminédldsa egy
esetleges €10, ordlis Salmonella vakcina torzs fejlesztésében is fontos 1€pést jelenthet.
Munkénk utolsé szakaszaként a S. Enteritidis 11 jelli torzs transzpozon alapi molekuléris
genetikai modszerekkel eldallitott mutdansainak virulencia tulajdonsagait €s korai védd hatdsat

vizsgéltuk in vitro és in vivo koriilmények kozott.



Célok

Munkdnk {6 célja olyan transzpozon mutagenezis rendszerek kidolgozasa és kiprobalasa,
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 vizsgélata flagellin termelés és flagellin fazisvaltds szempontjabol.

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

mentes, ezaltal markerezett vakcinajelolt torzset allitsunk eld.
3. A markerezett torzs virulencidjanak csokkentése a virulencia plazmid kitizésével.

4. Az 1igy elédllitott Salmonella Enteritidis vakcina jelolt torzsek korai

védOhatasdnak vizsgélata.



A Kisérletes munka ismertetése

A disszertacidban targyalt kisérletek sordn arra torekedtiink, hogy olyan, a naposcsibék korai
védelmét szolgald, vakcina jeloltként széba johetd torzseket allitsunk eld, melyek szeroldgiai
megkiilonboztetésre is alkalmas markerrel rendelkeznek, s a bélben egy idére megtelepedve,
ott hatékony korai védelmet nytjtsanak, ugyanakkor virulencidjukban megfeleléen

gyengitettek legyenek.

Markerezés céljabol kézenfekvOnek latszott a S. Enteritidis torzsek csilldinak (flagelldinak)
,bénitasa”, melyhez elobb meg kellett ismerniink a Salmonella flagellin gén rendszer
feltérképezésének lehetdségeit. Ennek sordn PCR-es teszteld rendszert dolgoztunk ki a
Salmonella flagellin fazisvalté rendszer fontosabb elemeire. Nagyszamu S. Enteritidis torzs
PCR-es tesztelése utdn megerdsitettiik, hogy a szerovarra jellemz6 H1 monofazis oka, hogy e
torzsekbdl mindig hidnyzik a H2 fazisért felelOs fIjB gén, és a teljes fazisval6 rendszer (hin,
hixL, hixR). Jelen van azonban a fliC flagellin gén (és annak operator szekvencidja), amely a

H1-es flagellint folyamatosan termeli.

Az igy szerzett ismeretek és a PCR rendszer segitségével a S. Enteritidis fliC gén célzott
bénitasit igyekeztiink elérni. E célbdl egy irdnyitott transzpozicids rendszert hoztunk létre,
mely a transzpozon inszercidkat a flagellaris génekre koncentrdlja. Ennek 1ényege volt, hogy
a kivdlasztott S. Enteritidis torzsbe egy plazmidot juttattunk, melynek IS30-FljA (IS30
transzpozazhoz kapcsolt FljA flagellin represszor) fuzids fehérje terméke a flagellin génekben
muticiokat okozva azok mitkodését blokkolja. A médszer azon a feltételezésen alapul, hogy a
fiziés transzpozdz FljA része a (fliC operatorra) specifikus DNS koté képessége révén az
operator kornyezetében — a flagellin génekben — okoz nagy gyakorisaggal inszercidkat. Az igy
Osszedllitott rendszerrel valoban sikertilt a flagella termelést ledllité mutaciét végrehajtani, bar
a mutaciok nem a fliC, hanem a szomszédos fliD flagellaris génben kovetkeztek be. Az igy
eléallitott és tovabbi vizsgalatokra kijelolt ,.flagella bénitott” mutdnsok stabilan
mozgasképtelenek (non-motilisak) lettek, a flagella termelés hidnya miatt pedig egy negativ

markerrel rendelkeztek.

A kovetkezo6 feladat a mar markerezett, nem-mozg6 S. Enteritidis torzsek szerovar specifikus
virulencia plazmidjdnak eltdvolitasa volt. E célbdl elséként a hagyomanyos, etidium-bromidos

plazmidiizési eljarast alkalmaztuk. Kezdeti kisérleteink azonban - feltehetden a plazmid nagy



stabilitdsa miatt - nem jartak sikerrel. Ezért a plazmid kitizésére egy 1j IS70-IS30 kombinélt
transzpozicios rendszert dolgoztunk ki. Ennek miikodése sordn a reaktiv (IS30), IR végeket is
hordoz6 IS 70 transzpozonnak a S. Enteritidis virulencia plazmid spv régidjdba valo beépiilését
kovetden, az 0sszekapcsolddott 1S30-eredetti IR végek aktivalasara (egy hordozé plazmidrdl
termelddd) IS30 transzpozaz fehérjét vittiink be. Az aktiv IS30 transzpozaz az 4ltala felismert
(IS30), IR végeket haszndlva kiinduldsi pontként kiillonbozd genetikai atrendezddéseket,
koztiik delécidkat hajthat végre, melyek az IR végeket hordozé virulencia plazmid
elvesztéséhez vezethetnek. Az 1j plazmidiizési mddszer a kivalasztott nem mozgd Salmonella
Enteritidis 2102 torzs esetében hatékonyan miikodott. A kezelés hatdsara a vizsgalt mutansok
tobb mint 50%-a virulencia plazmidjéat elvesztette. Mddszeriinknek elOny0Os tulajdonséga,
hogy szdmos olyan mutdnst is eredményezett, amely ugyan nem vesztette el virulencia
plazmidjat, de azon kimutathat6 deléciét szenvedett. Ezzel a teljes plazmidot elveszitett, vagy

csonkolt virulencia plazmiddal rendelkezd, deléciés véltozatokat allitottunk eld.

Ezek utan felmeriilt a kérdés, hogy az elvégzett genetikai véltoztatasok (flagellin bénitas és
plazmid {izés), milyen véltozdsokat hoztak 1étre a vakcina jelolt torzsek in vitro és in vivo
mérhetd virulencidjdban (sejt-invazidban ill. bél kolonizaciéban és a szervi invazidban). In
vitro a sejt-invazios készség jelentOs csokkenését tapasztaltuk. Az in vivo mérhetd virulencia
vizsgdlatok céljabol SPF mindségli napos csibéket fertdztiink a sziild torzzsel és a vakcina
jelolt nem mozg6 és plazmid mentes nem mozgé torzsekkel, majd 6t nap elteltével vizsgéltuk
a torzseink invazidjat a kisérleti allatok szerveiben (mdjban és lépben), valamint a csibék
vakbelében elért Salmonella titert. Tapasztalataink alapjdn a vakcina-jelolt mutdnsok szerv-
invazids készsége fliggott a fertdzési dozistol, de a sziilohoz képest jelentdsen csokkent, mig a
bél kolonizacidés képesség tekintetében a mutdnsok 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
invazio lényeges csokkenése a megbetegito készség csokkenését jelezte.

Miutdn mutdnsaink a rovid tdvid naposcsibe modell kisérletekben csokkent invazivitast
mutattak, sziikségesnek lattuk egy hosszabb id6tartamu kisérlet keretein beliil is megvizsgalni
artalmatlansdgukat és korai védelmet nyujtd képességiiket. Ennek érdekében ismét frissen
kikelt naposcsibéket fertoztiink a vakcina jelolt SEA155 és — kontrollként — a sziiléi SE11
torzzsel, majd egy nappal késobb a virulens S. Enteritidis 147-tel, mint challenge (rafert6zo)

torzzsel kezeltiik az édllatokat. Ezen kisérletek eredményeit vizsgdlva megéllapitottuk, hogy



egyszeri alkalmazdssal a rafert6zé vad virulens torzs szerv invazidjaval szemben a mutdns

SEAI1S5S5 a sziil6 torzshoz hasonlé mérték, jelentds korai védelmet nyujtott.

Az elsO 1épésben kitlizott célokat tehat elértiik: negativ markerrel rendelkezd szerv invazids
virulencidjukban csokkentett, de a bél kolonizdciés készséget megtartdé S. Enteritidis
mutdnsokat allitottunk eld, melyek korai védelmet nyujtd képessége a sziild torzshoz

hasonldan jelentds maradt.

A fenti célok eléréséhez vezetd transzpozon alapi mddszereket (flagellin bénitds, plazmid
1z€s) az eddigi irodalmi adatok alapjan — méasok &ltal nem kozolt és e célbdl nem alkalmazott

— ) modszereknek tekintjiik.

Tézisek

Munkénk sordn, amely molekuldris markerrel ellatott, €16, ordlis Salmonella Enteritidis
vakcina jelolt torzsek molekuléris bioldgiai eszkdzokkel vald eldallitasat célozta, a kovetkezd,

nemzetkozileg is 4j eredményeket értiik el:

PCR-es teszteld rendszert terveztiink, amely alkalmasnak bizonyult Salmonella torzsek
flagellin termeld génjeinek €s a flagellin fazisvalté rendszer elemeinek vizsgélatira. E
modszerrel megerdsitettiik, hogy a Salmonella Enteritidis torzsek flagellin fazisvaltasra valod
képtelenségének oka, hogy azokbdl mindig hidnyzik a salmonelldkra jellemzd fazisvalod

rendszer és csak a fliC gén, valamint annak operator szekvencidja van jelen.

Annak érdekében, hogy a vakcina jelolt torzseinket molekuldris markerrel lassuk el, irdnyitott
transzpozon-mutagenezis rendszert dolgoztunk ki a Salmonella flagellin génekre. Ennek sordan
a flagellin represszor fI[jA gént fuziondltattuk az IS30 transzpozdz génjével, majd az igy

1étrejott IS30-FIjA fuzids fehérje miikodését a Salmonella Enteritidis 11 jelll torzsiinkben



vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a fuziés transzpozdz nagyobb gyakorisdggal okoz

mutécidkat a fliC operator célszekvencia kornyezetében, mint a vad tipusu IS30 transzpozaz.

A hagyomdnyos mddszerekkel nehezen kitizhetd, nagyméretli Salmonella virulencia plazmid
kilizésére 1j, transzpozon alapu eljarast dolgoztunk ki. A mddszer Salmonella Enteritidisben

nagy (50% feletti) virulencia plazmid izési gyakorisaggal miikodott.

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

sziild SE 11-hez képest.

A SEI11 torzs egyik, virulencia plazmid mentes, nem mozgd mutdnsdnak korai védekezd
képességet stimuldlé hatdsat vizsgdlva megéllapitottuk, hogy egyszeri alkalmazissal a
rafert6z0 vad virulens torzs szerv invazidjaval szemben a sziilo torzshoz hasonlé mértékdl,

jelentds, az élet els6 négy hetében jol érvényesiild korai védelmet nydjtott.
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