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Bevezetés és célkitiizések

»Szarvasmarha eredetii atipusos Escherichia coli 0157 toérzsek virulencia
faktorainak genetikai hattere” c. értekezésem elézményeként csoportunk egy korabbi
munkaja soran E. coli O157 tdrzseket izolalt és jellemzett szarvasmarhabdl, ami tébbnyire
rezervodrja ezen jelentds human kérokozonak. Szamos enterohemorrhagids (EHEC) és
enteropatogén (EPEC) E. coli O157:H7 és O157:NM tdrzs mellett olyan E. coli O157
torzseket is izoléltak, melyek ritka szerotipusokat képviseltek és virulencia génkeészletik is
nagyban eltért a fent emlitett térzsekeétdl, ezért atipusosnak szamitottak. Az atipusos tdrzsek
tGbbsége kizardlagos virulenciafaktorként termelte a citoletalis duzzaszté toxin V-6s tipusat
(CDT-V), valamint hordozta a long polar fimbria (Lpf) nevi adhéziés faktor 2-es tipusat (Lpf2)
kodold operont is (Ipf2).

A CDT az eukariéta sejtciklust gatlé toxinok, a ciklomodulinok kézé tartozik, kilénbdzd
tipusait szamos Gram-negativ emberi és allati kérokozé termeli. E. coli-ban 6t genetikai
tipusat kulonitik el (CDT-I-V), a CDT-V-6t jellemzéen EHEC és patotipusra nézve nem
besorolhaté térzsek termelik. A toxint kédolé operon (cat-V) kérnyezetében EHEC torzsek
esetében kordbban P2-szer(i fagokbdl szarmazé szekvenciakat azonositottak, de igen kevés
szekvencia-adat allt rendelkezésre e térzsekbdl.

Az Lpf szamos E. coli térzsben jelenlevd, sejtfelszini, hajszalszerl struktira, melynek
kodold operonjain belll két fé tipust (lpf1 és [pf2) és azoknak tovabbi 6t, illetve harom
allélikus tipusat kilénitik el. Korabbi irodalmi adatok szerint az [pf2-1 tipus igen elterjedt sok
kildbnb6z6 szero- és patotipust képviselé patogén és kommenzalista E. coli térzs kérében és
valoszinlileg adhéziés funkcidval bir. Utobbi kiuldndsen fontosséd teheti olyan térzsek
esetében, melyeknek més adhezinjérél nem tudunk.

A fentebb emlitett atipusos O157 tdrzsek alkalmat adtak e két virulenciafaktor genetikai
jellemzdinek részletes megismerésére, valamint lehetéség nyilt annak megvizsgéalasara is,
hogy milyen filogenetikai és evoluciés viszonyban éllhatnak e térzsek a szerocsoport
tipusosnak mondhaté, EHEC és EPEC patotipusu tagjaival. Eppen ezért jelen értekezés
keretében a kdvetkezéket elemeztik:

Lpf2 (Ipf2) esetében
e vizsgalni kivantuk az |pf operonok elterjedtségét kilénbdzé patotipusu E. coli O157
térzsek kdrében
e az Ipf operonok tipizalasaval és szekvenalasaval kivantuk meghatarozni ezen

virulenca faktort kédol6 operon diverzitasat



e az Ipfoperonok hatarol6 régidinak szekvencia analizisével kivantuk megismerni az |pf
operon vektorat és ezen vektorok elterjedtségét kivanjuk monitorozni kilénb6zé
patotipusu E. coli térzsekben

CDT (cdt-V) esetében

* meg kivantuk ismerni a rendelkezéstinkre all6 atipusos szarvasmarha eredetl E. coli
0157 térzseink cdt-V génjeinek és hatarolé régidinak nukleotid szekvencigjat

e célunk volt tovabba, hogy amennyiben, ahogy arra az eddigi szakirodalombol
kdvetkeztetni lehet, valoban P2-szer(i profag hordozza a cdt-V operont, ugy
meghatéarozzuk a P2-szeril fag genom Osszetételét egy E. coli O157:H43 térzsben

e modell térzsiink fag genomjanak ismeretében tovabbi szekvendalassal és génbanki
szekvencidk analizisével igyekeztiink képet kapni a P2-szer(i fagok evoluciojarol

Teljes genom szekvencia meghatarozas
e teljesebb, az egész genomra kiterjed6 informacié szerzése céljabdl meg kivantuk
ismerni a T22 jelzésl, O157:H43 szerotipusu tbrzs teljes genomi szekvenciajat.

Anyagok és modszerek

Baktériumtorzsek

Osszesen 97, részben emberi megbetegedésekbdl (n=54), részben egészséges
szarvasmarhabdl (n=43) szarmazé E. coli O157 tbrzset, valamint az ECOR (E. coli
Reference Collection) gyljtemény 72 tagjat vizsgaltuk meg Ipf gének jelenlétére. Az ECOR
gyUjteményen Kivili térzsek harom patotipusba voltak sorolhaték: EHEC (n=64), EPEC
(n=24), és a sem stx-et, sem eae gént nem hordozé atipusos térzsek (n=9). Az EHEC és
EPEC térzsek az O157:H7 és O157:NM tipusokat egyarant képviselték, az atipusos térzsek
az 0157:H43 (n=3), O157:H37, O157:H12 (n=3), O157:H9 és O157:NM szerotipusokba
voltak sorolhatok.

Fenotipusos modszerek

Négy toérzs esetében szikség volt a szerotipus meghatarozasara, ezt O157 antigén-
specifikus latex agglutinacios teszttel (Oxoid) és H7 antigén elleni hiperimmun savoéval

vegeztik.



Genotipizalas

Irodalmi primerekkel végzett PCR reakcidkkal vizsgaltuk a térzsek Ipf tipusait, valamint az
egyes Ipf strukturgének jelenlétét. Ugyancsak irodalmi primerek felhasznalasaval vizsgaltuk
a Shiga-toxinokat kodol6 stx1 és stx2, az intimint kdédol6 eae gének, valamint a hdstabil és
hélabilis enterotoxint kddolé gének jelenlétét is. A térzsek filogenetikai tipusat a Clermont és
munkatéarsai altal kidolgozott triplex PCR rendszer segitségével hataroztuk meg.

Az Ipf2-1 és a cdt-V operonok jellegzetes hatarold régidinak jelenlétét sajat tervezési
primerekkel végzett PCR reakcidk segitségével hataroztuk meg. E monitorozast az |pf2-1
hatarolé régidi esetében a tipustdrzsén kival ésszesen 20 Ipf2-1 hordozé és egy Ipf-negativ
térzs korében, a cdt-V esetében tizennyolc tdérzs kdrében végeztik, utdbbiak kézil hét
termelt CDT-V-6t.

Kozmid klénkényvtar készitése

Az E. coli T22 jelzésli, O157:H43 szerotipusu, a CDT-V-6t termeld és az Ipf2-1 operont
hordozd atipusos térzs genomjdb6l a pWEB TNC Cosmid Cloning Kit (Epicentre)
segitségével egy 1000 klonbdl allé kozmid klonkdnyvtarat készitettiink. A cdt-V-6t és az [pf2-
1-et hordozd kozmid klénokat PCR reakciok segitségével azonositottuk.

Szekvencia-meghatarozas

A T22 térzs genomjabdl készilt, cdt-V-6t és [pf2-1-et hordoz6é kozmidok nukleotid-
szekvencigjat, valamint a T22 t6rzs teljes genomi szekvencidjat Uj-generacidés szekvencia-
meghatarozasi mdédszerekkel, a SOLID 4, lon Torrent PGM és a 454 Titanium platformokon,
valamint esetenként kiegészités és pontositas céljabél a Sanger-féle dideoxinukleotid

moédszer felhasznalasaval hataroztuk meg.
Bioinformatikai médszerek

A kapott szekvenciaadatokat a CLC Genomic Workbench 6.0 program segitségével
allitottuk dssze, a vizsgalt szakaszok és a genom annotaciéja az NCBI Prokaryotic Genomes
Automatic Annotation Pipeline felhasznalasaval tértént. A T22 t6rzs virtudlis MLST tipizalasat
a University College Cork éltal fenntarott PUbMLST adatbazis felhasznalasaval végeztik. A
T22 torzs telles genom szekvenciaja esetében E. coli patotipusok jellegzetes
virulenciagénjeinek és azok integracios helyeinek jelenlétét is ellendriztik.



Fagindukcids kisérletek

cat-V operont hordoz6 P2-szer(i profag szekvenciakat tartalmazdé atipusos (n=5) és
EHEC (n=3) O157 tbrzsekkel végeztink fagindukcids kisérleteket. Indukalé agensként
mitomicin-C-t, norfloxacint és UV-fényt hasznaltunk, a propagal6 térzsek az E. coli K-12
C600 és ER2738 jelzésl térzsek, valamint a Shigella sonnei 866-F jelzésii térzse voltak.

Génexpresszids vizsgalat

Reverz transzkripcios PCR-rel ellenériztik az IpfA gén expresszidjat a T22 tdrzs
eseteben.

Adhézios kisérletek

yye

szarvasmarha vese- €s here sejttenyészeteken vizsgaltuk.

Eredmények
Ipftipizalas

A 97 vizsgalt 0157 szerocsoportu térzs kdzil 95 hordozta legalabb az egyik tipusu lpf
operont, ezek koézil 88 hordozta mindkét fé valtozatot. Az |pf-pozitiv térzsek mindegyike
hordozta az operonok 6sszes struktirgénjét is, igazolva az operonok épségét. Az EHEC és
EPEC tbérzsek az Ipf1 operonbdl egységesen az Ipf1-3, Ipf2-bdl az Ipf2-2 allélvaltozatot
hordoztdk. A hét atipusos Ipf-pozitiv térzs csak az [pf2-1 véltozatot hordozta. Az ECOR
térzseknek is meghataroztuk az Ipf alléltipusait, k6zUllk 26 bizonyult Jpf-pozitivnak, hét térzs
csak Ipf1-et tartalmazott, tizenegy térzs csak Ipf2-t, és nyolc olyan térzs volt, mely mindkét
operont hordozta. E pozitiv térzsek kdzt négy olyan volt, melyeket korabbi vizsgalatokban /pf-
negativnak taldltak, a negativak kozll pedig kilenc korabbi vizsgalatokban pozitivhak
bizonyult.

A vizsgalt EHEC és EPEC t6rzsek mind a D filogenetikai csoportba tartoztak. Az atipusos
0157 szerocsoportu térzsek kdzal hat a B1, harom az A csoport tagjanak bizonyult



Az Ipfldkusz klonozasa

Kozmid klonkdnyvtar segitségével meghataroztuk a nukleotid szekvencigjat a T22 tbrzs
15,3 kb hosszisagu genomi szakaszanak, mely az Ipf2-1 operont is tartalmazta.
Meghataroztuk hat tovabbi E. coli O157 atipusos t6rzs Ipf2-1 operonjanak szekvenciajat is.
Az operonok GC aranya 44%, szemben a hatarolé régidk esetében tapasztalhaté 52%-kal.
Az A&ltalunk megszekvenalt operonokban &sszesen négy pozicidban volt tapasztalhatd
aminosav-szintl polimorfizmus.

Az Ipf2-1 operon hatérold régidinak jelenlétére vizsgalt 20 Ipf2-1-pozitiv tdrzsbdl tizendt,
kéztik egy kivétellel az atipusos O157 szerocsoportba tartozdk is az dsszes vizsgalt
szakaszra pozitivnak bizonyultak.

Az [pfA gént célz6 reverz transzkripciés PCR-reakcié igazolta, hogy az operon e
strukturgénje expresszalddik a T22 torzs esetében.

A szarvasmarha vesébdl és herébdl nyert primer sejtkultirdk esetében nem volt

megfigyelhetd specifikus adhézié a T22 térzs esetében.

A cdt-V operon és hatarol6 régidinak klonozasa

A cdt-V operont egy 31,2 kb hosszisagu, a kromoszémaba épllt P2-szerli profag
hordozza. A profag génjei 94-100% kozti egyezést mutatnak a GenBankban taldlhaté mas
P2-szerii profagok génjeivel, viszont két inszercidval is bir: az egyik a cdt-V operon, melynek
GC aranya (41%) jelentésen eltér a profag atlagos GC aranyatél (52%), a masik egy
enterotoxikus E. coli térzs ismeretlen tipustu fag farok génjének a toéredékével mutat
egyezést. A husz, PCR-rel vizsgalt jellegzetes P2-szer(i génszakasz kbzul a T22 térzsén
kivali CDT-V termeld atipusos O157 térzsek (n=4) pozitivak voltak legalabb tizennyolcra. A
harom, szintén CDT-V termel6 EHEC O157:NM tdrzs 15-16 kdzti szamu szakaszt hordozott,
a CDT-V-6t nem termel6 térzsek (n=11) pedig két kivétellel (15 és 12 hordozott szakasszal)
legfeljebb két vizsgalt szakaszra voltak pozitivak. Fagindukcios kisérleteink szerint a cdt-V-6t
hordoz6 profagok egyik térzs esetében sem indukalhatok.

Az E. coli T22 0157:H43 toérzs draft genom szekvenciaja

Az E. coli T22 0O157:H43 térzs draft genom szekvencidjanak &sszesitett mérete
5.039.647 bp. Ezen belll a kromoszomdlis DNS &sszesitett hossza 4.959.535 bp, a toérzs
altal hordozott plazmidé pedig 80.112 bp. A kromoszdémat 61 kontigba sikerilt dsszeallitani,
és Osszesen 5587 prediktalt gént, azaz nyilt leolvasasi keretet (ORF) tartalmaz. Ezek kdzll
5511 fehérjét, 17 rBRNS-t, és 59 tRNS-t kédol. A plazmid szekvencia harom kontigbdl Aall,



Osszesen 90 gént tartalmaz, ebbdl 89 fehérjét kodol, egy tRNS-t. A genom GC aranya
50,8%.

A hét haztartasi gén szekvenciajan alapulé MLST tipizalas azt mutatta, hogy a T22 térzs a
155-6s szekvenciatipusba (ST155) tartozik.

A T22 térzs a szekvenciadatok alapjan nem hordozza sem az EHEC (stx, eae), sem az
EPEC (eae, bfp), sem az ETEC (st, If), sem az EAEC (aggR) f6 virulenciagénjeit sem a

kromoszéman, sem a plazmidon.

GenBank elérési szamok

A munkank soran meghatarozott szekvencidkat az alabbi elérési szamok alatt helyeztik el a
GenBank adatbazisban:

E. coliO157:H43 T22 térzs [pf2-1 operonja és annak kérnyezete: AHZD01000104

E. coliO157:NM B47 térzs Ipf2-1 operonja: KC207119
E. coliO157:H12 B54 t6rzs Ipf2-1 operonja: KC207120
E. coliO157:H43 T16 torzs Ipf2-1 operonja: KC207121
E. coliO157:H9 T34 térzs Ipf2-1 operonja: KC207122

E. coliO157:H37 T49 térzs Ipf2-1 operonja: KC207123
E. coliO157:H43 T50 térzs [pf2-1 operonja: KC207124

E. coliO157:H43 T22 térzs éaltal hordozott P2-szer(i profag: KC€C618326.1

E. coliO157:H43 T22 térzs teljes draft genomja: AHZD00000000.2

Megbeszélés

Az altalunk vizsgalt E. coli O157 szerocsoportba tartozé torzsek filogenetikai tipizalasa és
Ipf operonjaik genotipizalasa egyértelmien megmutatta, hogy e térzseken belll 1étezik egy
vagy tébb, atipusos virulenciafaktor készlettel rendelkezé leszarmazasi vonal, mely elkilénl
ugyanezen szerocsoport EHEC és EPEC t6rzseitél. Megerésitettik azon irodalmi adatokat,
melyek szerint 6sszefliggés van a térzsek patotipusa és az altaluk hordozott /pf allélikus
tipus(ok) kozétt. Az ECOR térzsek esetében az |pf-hordozasban a kordbbi vizsgalatokhoz



képest tapasztalhatd eltérések arra utalnak, hogy az Ipf-nek tovabbi, eddig ismeretlen
allélikus tipusai létezhetnek.

Az Ipf2-1 operon szekvencigja igen konzervativ az atipusos O157 térzsek kdrében, és egy
hasonléan konzervativ felépitésii genomi régiéban alkot egy PAI-t (patogenitasi sziget),
mindezek pedig szekvencia-szinten igen hasonléak szamos, kiilénb6z6 patotipusu térzsben
talalhatd Ipf2 operonhoz és azok genetikai kérnyezetéhez. Ezen eredmények arra mutatnak,
hogy az Ipf operonok nagy valészinlséggel horizontélis gén transzfer (HGT) révén terjedtek
el a kilénbdzé patogén és kommenzalista E. coli térzsek kézoétt. Mindenképpen tovabbi in
jatszott esetleges szerepének tisztdzasahoz.

A Kkorabbi irodalmi adatokat kibdvitve igazoltuk, hogy valéban egy P2-szerli profag
hordozza a cdt-V operont. A profag gének kilénbdzé CDT-termel6é és CDT-negativ térzsek
kérében toérténd monitorozasa alapjan megallapithatd, hogy e cadt-V hordozd profagoknak
legaldbb harom kilénbdz6 leszarmazasi vonala 1étezik. Az egyik a T22 t6érzsben talalhatéval
azonos, vagy ahhoz nagyon hasonl6, melyet az atipusos O157 térzsek hordoznak. Az
0O157:NM EHEC térzsek altal hordozott vonal tobb gén tekintetében kilénbézik az el6z6
leszarmazasi vonal génjeitdl, és integracios helye is mas. Harmadik leszarmazasi vonalnak
tekintheté egy kordbban EHEC térzsekbdl izoldlt indukalhaté fag, melyrdl azonban csak
minimalis szekvencia-adatok allnak rendelkezésre. Ezen profagok feltehetéleg egy kdzds
Ostdl szarmaznak, mely fag-transzdukcioval terjedt el a kiilénb6z6 térzsek kozt. A fagoknak
az eltér6 gazdatérzsekhez t6rténd adaptaciodja vezethetett a kérlkben tapasztalhato
szekvencia-heterogenitashoz, és legalabbis az elsd két esetben a fagok temperalédasahoz.

A fenti két virulencia operonnak és hatarol6 régidinak szekvenciajat a T22 jelzésd, E. coli
O157:H43 torzsben ismertlk meg el6szdér, e térzsnek pedig kés6bb a telies genom
szekvencidjat is meghataroztuk draft genom szintig. A szekvenciaadatok szerint az eddig
ismert O157 tdrzsekhez képest Uj genotipust képviseld, valéban atipusosnak mondhato
térzsrél van sz6. Genomjaban az ismert f6 virulenciagének integrécios helyei érintetlenek, ez
felveti annak lehet6ségét, hogy a térzs alkalmas lehet tovabbi virulenciagének felvételére. Az
ilyen jellegli atipusos, Stx- és intimin-negativ E. coli O157 térzsek tehat mindenképpen
figyelmet érdemelnek, hiszen recipiensei lehetnek szamos tovabbi virulenciafaktornak,
térzsek zoonotikus jelentdsége sem zarhato ki. E tdérzsek vizsgalata segithet megérteni az
0157 szerocsoport genetikai valtozékonysaganak hatterében all6 mechanizmusokat, és
pontosabban meghatarozni a kilénbdz6 virulenciafaktor készlettel rendelkezé tdrzsek
zoonotikus potencialjat.



Uj tudomanyos eredmények

Az értekezés alapjat képez6é munkank soran az alabbi 0j tudomanyos eredményeket értik el:

1. Meghataroztuk a szarvasmarha eredet(, atipusos E. coli O157 szerocsoportl térzsek Ipf
operonjainak genetikai tipusait. Kimutattuk, hogy az atipusos E. coli O157 térzsek Ipf
operonjaik tekintetében is elkilénllnek az O157 szerocsoportba tartoz6 EHEC és EPEC
térzsektél, mivel az atipusos térzsek csak az Ipf2-1 tipust hordozzak, addig az EHEC és
EPEC t6rzsek egységesen két tipust, az Ipf1-3 és [pf2-2-t hordozzak.

2. Meghataroztuk az ECOR térzsgytjtemény tagjainak /pf tipusait, ennek soran e tdrzsek
kdzt eddig még nem ismert, vélhetden U] tipust képviseld Ipf géneket detektaltunk.

3. Els6ként hataroztuk meg az Ipf2 operon szekvenciajat szarvasmarha eredetd, atipusos E.
coli 0157 szerocsoportu térzsekben, kimutatva, hogy az Ipf2 operon e térzsek kérében egy
konzervalt PAI-t alkot.

4. Els6ként hataroztuk meg a cdt-V operont hordozé P2-szerli profag teljes nukleotid
szekvenciajat, ramutatva, hogy a cdt-V operon valészinileg HGT révén terjedt el a hordoz6
térzsek kozt.

5. Megallapitottuk, hogy a P2-szer(i profag gének tObbsége szero- és patotipustol
flggetlendl jelen van a CDT-V termeld E. coli térzsekben.

6. Kllénbségeket talaltunk a CDT-V termel6 atipusos E. coli O157 térzsek és a szintén CDT-
V termelé O157:NM EHEC térzsek &ltal hordozott P2-szerli gének eloszlasaban: mig az
atipusos térzsek a vizsgalt husz génbdl legaldbb tizennyolcat hordoztak, addig az EHEC
torzsek 15-16 koézti szamuat, a hianyz6 gének koézt volt a P2-szer(i fagok esetében
filogenetikai jelentéséggel bird C gén is. E kilénbségek valdszinlileg a cadt-V hordoz6 P2-

Ve

7. Els6ként hataroztuk meg egy szarvasmarha eredetd, 0j genotipust képviseld, atipusos E.
coli O157:H43 torzs teljes genom szekvenciajat draft genom szintig. Eredményeink szerint e
szerotipus E. coli térzsei eddig nem ismert evollciés allomast jelenthetnek a szorbitot nem
bonté O157 szerocsoportbeli térzsek kdzt, €s mivel kulcs virulenciagénjeik integraciés helyei
érintetlenek, ezért potencialisan patogén térzsekké alakulhatnak.
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