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SZAKMAI ZAROJELENTES

Eldtérbe nyomulo multirezisztens Salmonella Infantis evolucidja és pathogenetikai profilja

Kutatasi id6szak: 2012-2016

Bevezetés és célok

A broiler (huscsirke) allomanyok Salmonella Infantis fert6zottsége a legtobb eurdpai
orszagban komoly gondot jelent, f0ként Magyarorszagon, ahol az utobbi masfél évtizedben a
S. Infantis fert6zottség jelentds méreteket Olt. Bar a hazai tojo- és tenyészallomanyok
fertdzottsége e tekintetben elhanyagolhato, broilerek (vagobaromfi) fertézottsége a 2000-es
évek elejétdl kezdve egyre magasabb aranyu, vagas elotti fertdzottséget mutatva, 2006-ra
gyakran 60% folotti aranyban bizonyultak fert6zottnek (EFSA 2007, EFSA-ECDC 2015). A
kozegészségiigyi jarvanyligyi adatok szerint is Gjabban a S. Infantis a salmonellosisok
masodik leggyakoribb okozéja a S. Enteritidis mogott (EPINFO, 2016). Korabbi adataink
szerint, a S. Infantis torzseknek az emberek és a broilerek kozotti hazai eldretorése egy
multirezisztens (MDR) kloncsoport, és azzal egyiittjaro konjugativ. MDR nagyplazmid
megjelenésével lehetett 6sszefiiggésben (Nogrady és mtsai., 2007, 2008).

Mivel a fenti sajnalatos jarvanyhelyzet hazankban stabilizalodott és mivel a S. Infantis
az EU altal, zoondzis szempontbol legfontosabbnak mindsitett 5 Salmonella szerocsoport
egyike, fontosnak véltiik, hogy kutatdsaink néhany, tudomanyos igénnyel megvalaszolhato, de

a gyakorlat szamara is fontos kérdést ill. feladatot célozzanak meg.

Kitiizott feladataink két f6 kérdéskorre (,,Evoliciéo” és ,,Pathogenetika”) iranyultak

l. Evolucios témakor

1. Az elmult 10-15 évben Magyarorszagon €s az EU orszagokban dominanssa valt S. Infantis
torzsek fenotipusos €s genetikai jellemzése. Molekularis epidemioldgiai és Gsszehasonlito

genomikai vizsgalatok (WP1)



2. Evoltciés folyamatok tobb évtizedes WGS alapti nyomonkdvetése, valamint plazmid

profilok, és nagy plazmidok, 6sszehasonlitdo genom analizise (WP2)

Il. Pathogenetikai témakor

1-2-ig: A pre-emergens (1995. elétti) és azt kovetden eldretord (2000. utani) emergens torzsek
pathogenetikai és adaptacids tulajdonsagai egymastol mennyiben kiilonbdznek?
A Salmonella pathogenitasi szigetek (SPI1 — SPI2) vizsgalata, eliminacidja €s ezek hatasa, a

genom atrendezddést eldsegitd eszkozrendszer 1étrehozasa (WP3)

3-6-ig: Mely feno-, és genotipusok lehetnek a terjedésért és eldretorésért felelosek?
Kromoszémalisan koédolt egyéb virulencia faktorok analizise, plazmid eliminacid és transzfer,

in vitro és in vivo pathogenitasi vizsgalatok (WP4)

Az 1-2., ill. 3-6. alpontokon beliili tovabbi részletekre az Eredmények fejezetben tériink ki.

Az eredeti munkaterv megvalositasa

Szakmai tartalom tekintetében az eredeti munkatervhez képest eltérés nem volt. A
munka a fenticknek megfeleld f6-, és altémakban (WP1 - 4.) folyt. Idoben viszont -
akadalyoztatds miatt - a témavezetd, 2013-ban egy éves menetkozi felfliggesztésre kért és
kapott engedélyt. Itt jegyezzilk meg, hogy a projekt szekvencia analizissel kapcsolt
feladataihoz, NAIK-MBK részér6l tovabbi négy, a Sanger Intézet (Cambridge) és a
Nottingham Egyetem, részérél (UK) pedig tovabbi két vezetd kutatd csatlakozott (1. Genome
Announcement 2015, 2016, 2017 publikacidk szerzoi).

Eredmények és megbeszélés

I. Evolucio témakorében végzett vizsgalatok.

1. Epidemiologiai és molekularis epidemiolégiai alapadatok: hazai és EU eredetii S.

Infantis utébbi 10-15 évi izolatumainak feno- és genotipusa



Eredeti munkaterviinknek megfeleléen, a korabbi vizsgdlatok (Nogrady €s mtsai.,
2007) eredményeként kimutatott, elétérbe nyomuld multirezisztens S. Infantis kldncsoport
nemzetkozi (elsdsorban kozép eurdpai) és hazai terjedését és evoluciojat, harom
vizsgalatsorozatban tanulmanyoztuk. Az els6 sorozatban (A) a 2000-2008 kozotti, majd pedig
(B) a 2011-2013 kozott izolalt, hazai broiler és human eredetii térzseket analizaltuk. Ezt
kovetéen (C) keriilhetett sor a 2011-2016 kozott izolalt kiilfoldi torzsek molekularis
epidemioldgiai vizsgalatira. Osszességében, 10 eurdpai orszag 380 S. Infantis torzsét
altal kivantuk megismerni.

A)_Az elsé vizsgalatsorozatban kilenc EU orszagb6l szarmazd 76 broiler eredetii S.

Infantis torzset vizsgaltunk, tovabbi 6t kontroll torzs beiktatdsaval. A torzsek fenotipusos és
molekularis jellemzésére a korabbiaknak (Nogrady és mtsai., 2007) megfeleléen antibiotikum
rezisztencia fenotipus és PCR-alapi génmintazat meghatarozas mellett pulzald gél-
elektroforézist (PFGE) ¢és plazmid profil analizist hasznaltunk. Ezek eredményeként a
torzseket két nagy (A és B) PFGE klaszterbe és szamos klonba lehetett sorolni. Az ,,A”
klaszter (n=39) torzsei (német, olasz, UK, valamint a korai magyar izoldtumok) jellemzden
érzékenyek voltak a vizsgalt antibiotikumokra és nem rendelkeztek plazmidokkal vagy
integronokkal. Ezzel ellentétben a ,,B” klaszter (n=33) torzseit tobbségiikben a Nal-Tet-Str-
Sul (nalidixin-tetraciklin-streptomicin-szulfonamid) rezisztencia mintazat jellemezte, mely
rezisztencia részben egy l-es tipusu integront is hordozd, akkor még >168 kb méretlinek
becstilt konjugativ plazmidhoz kotott. A MDR ,,B” klaszter torzsei tehat a kordbban eldtérbe
nyomult €s jelenleg dominans magyar S. Infantis torzsekkel azonos, vagy azokhoz hasonlok
voltak (Nogrady és mtsai., 2007, 2008). Ezen ,,B” klaszterbe tartozott valamennyi osztrak
izolatum, a lengyel torzsek fele és egy-egy roman ill. torok torzs, melyek mindegyike
rendelkezett a fenti MDR plazmiddal (Nogrady és mtsai., 2012).

B) Munkaterviinknek megfeleléen, ezt kdvetden keriilt sor a 2011-2013 kdzotti

magyarorszagi human ¢és broiler eredetli S. Infantis torzsek molekularis epidemioldgiai
vizsgalatara. Ennek els6 1épéseként, a teljes genomanalizisnek alavetett, hazai emergens MDR
torzseket reprezentald SI154/04 torzs fentieckben még >168 kb plazmidjanak méretét 277 kb-ra
pontositottuk s pSI54/04 neveztik el, majd ezen plazmidnak ill. varidnsainak endémids
jelentdseégét, genetikai sajtsagait vizsgaltuk (Szmolka és mtsai., 2017). Adataink szerint, a 186
S. Infantis torzset reprezentald 78, molekularis analizisnek alavetett torzs kozil 71 a ,,B”
klaszterbe tartozo pSI54/04 konjugativ MDR plazmidot vagy annak variansat hordozo MDR

S. Infantis torzs volt. Korabbi adatainkat is figyelembe véve megallapitottuk, hogy a ezen,



»B” klonok a 2000-es évek elejétdl észlelt eldtérbe keriilésiik ota a hazai broiler
alloményokban endémiéssa valtak. Megjegyezziik, hogy ezzel parhuzamosan, a 2015-6s évre
a human salmonellosisok okozoi kozott a S. Enteritidis (66.1%) mogott a S. Infantis a
masodik leggyakoribb (8.6% ) szerotipus lett (EPINFO, 2016). Eredeti feltételezésiink szerint
a ,,B” klaszterbe tartoz6 MDR S. Infantis torzseknek a broiler allomanyokban valo elterjedése
jelentds részben a pSI154/04 ¢és azzal rokon plazmidoknak koszonhetd. Eredményeink ezen
feltételezést igazoltak: a Nal-Sul-Tet fenotipusu pSI54/04 plazmidot hordozo S. Infantis
torzsek 2011-2013. kozott mind a vizsgalt human (n=95), mind broiler (n=91) izolatumok
kozott dominansak voltak. A huméan izolatumok kozott, a pSI54/04 plazmidot hordozé ,,B”
klaszterre jellemz6 Nal-Sul-Tet fenotipus ezen id6 alatt 36%-r6l 66%-ra, mig a broiler
izolatumok kozott 64%-r6l 72%-ra ndvekedett. A genom szekvencia adatok alapjan
megallapitottuk, hogy a pSI54/04 plazmid szamos virulencia (pl: yersiniabactin, K88-szerti
fimbriak) ¢és rezisztencia [pl: 1-es tipusi integron altal hordozott kazettdk, tetraciklin
rezisztencia (tetA), valamint nehézfém rezisztencia (Hg, Te) génnel rendelkezik, s az
Izraelben domindns humén eredeti pESI S. Infantis plazmiddal nagyfokt szekvencia
hasonlosagot mutat. A prototipus pSI54/04 plazmid és valtozatainak azonositdsara, a jellemzd
rezisztencia- és virulencia marker génekre (intl, tetA, aadAl, merd, tehA, repA, irpl, fyuA,
pefC, fael, htrE) specifikus PCR-tipizald rendszert dolgoztunk ki, melyet az egyéb,
kromoszomalis és pazmidon kddolt rezisztencia gének detektalasa céljabol az AMROS PCR
microarray-el (Alere-Technologies) egészitettiink ki. A rezisztencia génpanel alapjan, a hazai
human és broiler eredetii torzsek tobbségében a prototipus pSI54/04 plazmidot (esetenként
egyéb rezisztencia plazmidok tarsasagaban), méskor pedig annak harom kiilonb6z6 delécids
valtozatat mutattuk ki. A vizsgalt torzsek 90%-ban a ,,B” klonba tartoztak. A pSI154/04
plazmidra jellemz6 virulencia génekkel (repA, irpl, fyuA, pefC, fael, htrE) a prototipus és
varians plazmidok egyarant rendelkeztek. A pSI154/04 tarsplazmidjain egyéb, a jovot illetden
figyelmet érdemlé rezisztencia géneket (qnrB, gnrS, blargm-1) azonositottunk (Szmolka és
mtsai., 2017).

C) Az epidemolodgiai és molekularis epidemioldgiai munkak harmadik fazisdban keriilt

sor _az id6kozben (2013-2016) hat kozép eurdpai orszagbol gylijtott, tilnyomodan broiler

eredeti S. Infantis torzsek (n=117) vizsgéalatdra. Az eredmények részben a MDR ,B”
kloncsoport dominancidjara vonatkozd, korabbi adatainkat (Nogrady €s mtsai., 2012, Szmolka
¢s mtsai., 2017) erdsitették meg, részben pedig kiegészitették azokat. A hazai torzsektol
eltéréen a kiilfoldi broiler eredetli torzsek kozott a dominans Nal-Sul-Tet rezisztencia

mintdzat a gyakran tarsult trimethoprim (Tmp) rezisztencidval, mely vélhetden 2-es tipusu



integronhoz, s annak dfrl4 kazettajahoz kotott. Ennek megfeleléen a dominans ,,B”
klécsoporton beliil, a fentiekben jellemzett pSIS4/04 prototipus plazmid mellett tovabbi
varians plazmidokat valamint Gjabb rezisztencia géneket (qnrS, blargm-1, 2-€s tipusu integron)
hordozé tarsplazmidokat mutattunk ki, egyes orszagokra jellemz6 antibiotikum rezisztencia
ill. plazmid mintazat mellett (Szmolka és mtsai., 2017, kézirat-elokészités Acta Microbiol.
Immunol. Hung). Egyébként, a broiler torzseket kiegészitd néhany tojo eredetti S. Infantis

izoldtum a panszenzitiv vagy nem-multirezisztens torzsek csoportjaba tartozott.

Eddigi epidemiologiai és molekularis epidemiologiai vizsgalataink alapjan ugy tlinik,
hogy az utébbi masfél évtizedben Magyarorszagon és Kozép-Eurdpa jelentds részén egyre
nagyobb gyakorisdggal és nagyobb ardnyban el6forduld6 MDR S. Infantis torzsek egy,
meglehetdsen kozeli vonalakbol 4ll6 ,,B” klasztert alkotnak, melynek jellemzd plazmidja az
altalunk részletesen jellemzett pSI54/04 prototipus plazmid (277 kb, MDR ¢és virulencia
géneket hordoz6), mely itthon és a kdrnyezd orszagokban dominalé két nagy broiler tenyész
vonalbol (Ross308 és Cobb 500) szarmazo végtermék allomanyokra altalaban jellemzo.
Kovetkezésképpen, a ,,B” klaszterbe tartozo6 MDR S. Infantis térzsek nem kizardlagosan
magyar klont képviselnek, hanem feltehetben a nemzetkézi broiler tenyészvonalakkal
behozott €s a térségben terjedd, egyre tobb rezisztencia plazmidot és gént folvenni képes ,,B”
klaszter torzsei. Ezek fontiekben vazolt evolucioja, minden bizonnyal, a térségre jellemzd
broiler tartdsi és antibiotikum hasznalati viszonyokat tiikrozheti. Tovabbi feladatunk
els6sorban a hazai broiler &4llomanyokban honos S. Infantis térzsek evolacidjanak

nyomonkovetése volt.

2. S. Infantis torzsek teljes genomjanak és plazmidjainak szekvencia szintii jellemzése

2.a. Teljes genom szekvencia analizisek: 6sszehasonlitéo genomikai vizsgalatok
Az itt ismertetett, elsdsorban a teljes genom szekvenalasra (WGS) alapozott
vizsgalatok soran kerestlink vélaszt arra a kérdésre, hogy a fenti molekularis epidemiologiai

adatok alapjan mely torzsekre alapozhatunk, s milyen evolucids folyamatok rajzolhatdk ki?

A torzsek kivalasztasaban tekintettel voltunk arra, hogy FEurdpaban és igy
Magyarorszagon is a 80-as évek kdzepén mar volt egy a S. Infantis dominancia, melyet akkor
még csak a kozegészségligyi vizsgalatok tamasztottak ala. Ekkor a S. Infantis a

megbetegedéseket okozd szerocsoportok kozott a 2., 3. helyen volt (Gadé s mtsai., 1998).



Majd ez, a 90-es években alabbhagyva a broiler (és ezt kovetden a human) fertézottség a
2000-es évek elso felétol emelkedett ismét a jelenlegi szintre (Nagy B., 2010, Derzsy Nap,
Siofok). Igy az elmult harom évtizedben két, S. Infantis dominanciaval jellemezhet6 idészakot
¢s a kozotte 1évo ,,nyugalmi periodust” igyekeztiink evolicids szempontbol vizsgalni. Ezek
reprezentansai mellé, kontrollként egy, mérsékelt pathogenitassal jellemezheté angol (UK),
egészséges baromfibol az 1980es évek elején izolalt, panszenzitiv, plazmid mentes,
mérsékelten pathogén S. Infantis torzset valasztottunk (Barrow és mtsai, 1989, és Barrow
személyes kozlés).

A teljes genom szekvenalasra ezen szempontok alapjan kivalasztott UK (baromfi) és
magyar (két, 80-as évek klinikai eseteibdl szdrmazé humén és 5 korai és recens, baromfi
eredetll) S. Infantis torzsek és fobb WGS adatait, izolalasi idejiiket figyelembe véve, az alabbi

tablazat ismerteti:

Torzs Szarmazas/év | PFGE | Annotalt gén | rRNS | tRNS | Plazmid (kb)
1326/28 UK (1980) T 4671 44 168 -
S115023h HU (1980) R 4758 49 159 -
S1220h HU (1982) z 4716 52 181 |-
S169/94 HU (1994) Al 4664 44 170 -
S154/04 HU (2004) B2 4623 44 172 277
SI3337/12 | HU (2012) B2 4670 51 221 277+45
S1757/13 HU (2013) B2 4682 52 223 277
S1786/13 HU (2013) Bl 4674 54 220 210
S1240/16 HU (2016) B10 5048 48 159 277+49
S11070/16 | HU (2016) B11 4985 49 160 268

A virulencidban €s a terjedésben szerepet jatszo funkcidk azonositasa érdekében kilenc
S. Infantis torzs genomszekvencia meghatarozasat végeztiik el. Ezen tul, kozos publikacio
alapjan bevonasra keriilt a genom analizisbe az Egyesiilt Kirdlysagban izolalt 1326/28 torzs,
melynek szekvencia meghatarozasat a Sanger Intézet (Cambridge) végezte. A torzsek draft
kiemelkedik a publikalt S. Infantis genomszekvencidk koziil, mivel egy japan kutatécsoport
kivételével senki sem végzett el hasonldé mennyiségii vizsgalatot. Az is kiemelendd, hogy a

torzsek kivalasztasa szisztematikusan tortént, timaszkodva az elézetes jellemzésekre (PFGE



crer

analizisét is. Az idGskala a korai 80-as évektdl terjedt ,,napjaink” (2016) izolatumaig.

A kilenc hazai S. Infantis torzsbol készitett genomi konyvtarak 2x300 bp paired-end
szekvenalasa Illumina MiSeq platformon zajlott (Enviroinvest Zrt., Pécs, illetve UDGenomed
Zrt., Debrecen). Ennek eredményeként kapott legalacsonyabb readszam 1,6 millio, mig a
legmagasabb 19,9 milli6 read volt, ami nagyon nagy lefedettséget jelentett (95-1274-szeres),
ami a genomok tovabbi analizis¢hez megbizhato hatteret biztositott (genom mérettdl és fajtol
fliggben 30-50x lefedettség sziikségeltetik baktériumok esetében). A read-ek de novo
Osszeszerelése AS5-Miseq nevii pipeline-nal késziilt (Coil és mtsai., 2015). A GC tartalom 53
és 51% kozott alakult, ami megfelel a Salmonella térzsek GC tartalmanak. A kromoszoma
méret is megfelelt a Salmonella genomok méretének, a két sz€ls6 érték 4690379 bp és
4983448 bp volt. Ez a méretbeli eltérés nem szokatlan bakteridlis genomok esetében, sot
ennél nagyobb szérdsok is eléfordulnak. Ezeket a jelenségeket altalaban horizontélis
el (Aziz és mtsai., 2008). Az egyes torzsekre jellemz0 annotalt gén, tRNS, és rRNS-szamokat

a fenti tablazat tartalmazza.

A projekt keretében elvégzett szekvencia analizis eredményeinek bioinformatikai
feldolgozasa.
Az analizis soran a Magyarorszagrol szarmazé broiler (SI1070/16, S1240/16, S13337/12,
S154/04, S169/94, S1757/13, S1786/13), human (SI220h, SI115023h), illetve az Egyesiilt
Kiralysagbol szarmaz6 broiler (1326/28) teljes genom adatait analizaltuk. Ezek a torzsek tobb
mint harom évtizedes id6tavot fognak at. Az analizis soran csak a kromoszémalis DNS-t
vettiik alapul, azaz a plazmidok szekvenciait kivettiik a vizsgélatbol, hogy az analizis csak a
kromoszomak analizisét mutassa.
Osszehasonlitva a Magyarorszagrol szarmazo, valamint az Egyesiilt Kiralysagbol szarmazoé
broiler (1326/28) izolatumban talalhaté genom atrendezddéseket, a kovetkezoket allapithatjuk
meg:
e A 9 hazai torzset egymashoz hasonlitva legalabb 99.91% hasonlosagot figyeltiink
meg.
o A kiilonbségek két f6 Osszetevobol adodtak: egyrészt indel atrendezddések, masrészt
SNP-k. A két kategoria koziil az SNP, jelentették a legnagyobb hanyadot, s ezek sem
egyenletesen oszlottak meg a genomok mentén.

e A genom atrendezddések elsdsorban az iddbeliséget tiikrozik: azaz, idoben egybeesd



izolatumokban a genom szervezddés nagyon hasonld, annak ellenére, hogy a térzsek
szignifikans kiilonbségeket mutatnak.

e A mintdkban kevés egyedi contig taldlhatdo (a plazmidok kivételével, de ezeket
kivontuk az analizisb6l). Ebbdl addéddéan a genomon beliil csak az egyes contigok,
szekvenciak sorrendje valtozik.

e A fenti megallapitds nem feltétleniil vonatkozik a mobilis elemekre.

e Az atrendezddések nagyon nagy szamban vannak jelen, azok minden tipusa
reprezentalt (inszercio, inverzid, delécio).

e Magat az atrendezddések szamat tekintve nincs kiilonbség a magyarorszagi és az
Egyesiilt Kirdlysagbol szdrmaz6 S. Infantis genomok kdzott. Természetesen ez csak
szambeli kiilonbséget jelent, s nem vonatkoztathat6 a szekvencia hasonldsadgokra.

A genom szekvencidkat ismertetd munkdink eddigi eredményeit harom Genome
Announcement publikdcioban 6sszegeztiik: Olasz és mtsai. (2015), Wilk és mtsai. (2016),

valamint Wilk és mtsai. (2017).

2.b. S. Infantis nagyplazmidok jellemzése: plazmid szekvencidak mint az evolicio részei

Az emergens multirezisztens B kloncsoportot reprezentalé SI54/04 torzs pSI54/04

plazmidjanak szekvencia analizise

A fenti WGS analizisre bocsatott 10 S. Infantis torzs koziil az ,,A” kloncsoporthoz tartozo
panszenzitiv 1326/28 (1980 — UK) valamint a S169/94 (1994 - HU) torzsek, plazmid mentes
referencia genomként is szerepeltek. Ezek szekvenciaihoz a ,,B” kloncsoportot képviseld
MDR torzsek teljes genomszekvencidit hasonlitva, eldszor a S154/04 torzs esetében egy 277
kb méretli plazmidot azonositottunk (GenBank Assembly ID: JRXC00000000), mely a
tovabbi analizisek szerint az Izraelben endémias human MDR S. Infantis torzsek genomjaban
leirt pESI megaplazmiddal (Aviv és mtsai.,, 2014) azonos méretlinek bizonyult (Olasz és
mtsai., 2015). A hazai SI54/04 jeltt MDR S. Infantis torzs plazmidjat a tovabbiakban pS154/04
jeloléssel illettiik. A két plazmid egyes rezisztencia, virulencia valamint replikacids és
transzfer régioit illetéen kiillonb6zé mértékli de jelentds hasonldsagot észleltiink (Szmolka és
mtsai., 2017). A késobbiek soran WGS analizisnek alavetett ,,B” torzsek mindegyikében

talaltunk olyan contigokat, melyek a pS154/04 prototipus plazmidra, vagy annak variansaira,



esetenként pedig tovabbi, kisebb méretii tarsplazmidok jelenlétére utaltak (Olasz és mitsai,

2015, Wilk és mtsai, 2016, 2017).

Egyéb MDR S. Infantis nagyplazmidok szekvenciai és tarsplazmidjai

A genomszekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan az SI3337/12 torzs esetében egy 277 kb és egy
45 kb nagysagu plazmidot, a SI757/13-ban egy 277 kb nagysagut, mig SI1786/13 esetében egy
210 kb nagysagu plazmidot prediktaltunk. A SI3337/12 és SI757/13 torzsek 277 kb méretii
plazmidjai a pS154/04 plazmiddal azonosnak bizonyultak, s attél mindéssze 10-12 SNP
eltérést mutattak, amely egyértelmiien ezen plazmidok kdzos eredetére utal. Kimutattuk, hogy
az SI786/13 torzsben talalhatd 210 kb plazmid a pSI54/04 megaplazmidbol keletkezett a
plazmidon két kopidban megtaldlhato IS26 elem egyikének transzpozicidja révén. A
transzpozicios delécio érintette az antibiotikum- és nehézfém rezisztencia géneket (tetraciklin,
streptomycin/spektinomycin, higany), valamint a konjugativ transzfer gének egy részét. A
fentiekben leirt plazmid tipizald rendszerben ezt a pSI54/04 plazmid delécios valtozataként
azonositottuk (Szmolka et al., 2017). Az SI3337/12 torzsben a pSI154/04 tarsplazmidjaként
azonositott 42 kb blargm;s plazmid a S. Typhimuriumban leirt YU39 IncX plazmiddal
mutatta a legnagyobb homologiat.

A két legfrissebb MDR S. Infantis izolatum koziil, a SI240/16 esetében egy 49 kb és
egy 277 kb nagysagi plazmidot, mig SI170/16-ban egy 268 kb nagysagh plazmidot
prediktaltunk. Az SI240/16 torzsekben azonositott 277 kb méretli plazmid azonosnak
bizonyult a pS154/04 plazmiddal, s att6l minddssze 11 SNP eltérést mutat. A SI1070/16 torzs
268 kb plazmidja 92-99%-o0s azonossagot mutatott a pSI154/04 plazmiddal. Az S1786/13
plazmidjahoz hasonldéan elvesztette a tetraciklin, streptomycin/spektinomycin és higany
rezisztencia géneket hordozo régiot, ugyanakkor ~ 20 kb nagysagu 1j, a pSI54/04 plazmidtol
eltéré szekvenciat is tartalmaz, mely egy blactx-.m gént hordoz. Ez a tény arra utal, hogy a
MDR plazmid 0jabb antibiotikum rezisztencia kodoldé DNS szakaszokat is képes felvenni,
magaba integralni. Ennek feltehetd oka, hogy a pSI54/04 MDR plazmidon szdmos inszercios
szekvencia (pl. tobb IS26 kopia) talalhato, melyek egyrészt homoldg rekombinacid, masrészt
transzpozici6 révén genom atrendezddéseket (delécio, inverzio, fizid, athelyezddés) képesek
okozni. Az SI240/16 torzsben prediktalt 49 kb kisebb plazmid 61%-a mutat 99%-0s
azonossagot a korabban szekvenalt SI3337/12 torzsben meghatarozott 45 kb blatema
plazmiddal. Legnagyobb hasonlésagot az E. coli-bdl izolalt pEQ2 plazmiddal mutatja, annak
részét képezi (119858-167550 bp).



Az itt ismertetett genom- és plazmid szekvencia analizisek eredményeinek evolucios

¢s filogenetikai szempontbol valdé bioinformatikai értékelése valamint publikacios
elokészitése folyamatban van, de az itt is megallapithato, hogy a hazai recens MDR S. Infantis
torzsek egymassal szorosabb szekvencia hasonldésagot mutatnak, mig az un. korai ,,pre-
emergens” szenzitiv, magyar ¢s UK izolatumok szekvencia alapon ezektdl elkiiloniilnek.

A fentieket erdsitik meg a 10 szekvenalt torzs idokozben elvégzett PFGE vizsgalata is
(1. ébra). A torzsek Xbal enzimmel nyert, genomialis fragment mintazata szerint ugyanis a
hat hazai ,,emergens” (2004-2016 k6z6tt izolalt) MDR S. Infantis torzs >95%-0s hasonldsagot
mutatva, mind a ,,B” klaszterbe tartozik, de azon beliil harom PFGE klént (B1, B2, B11)
képvisel. Ugyanakkor az un. korai ,,pre-emergens” (1980—1994 kozott izolalt) szenzitiv,
magyar és UK izolatumok, fragment mintazata csupan 80-90% kozotti hasonlosagot mutatva,

mind eltéré klonokat (A1, R1, T1, Z1) képviseltek (1. abra).

1. abra. A teljes genom szekvencia analizisnek alavetett 10 S. Infantis térzs PFGE (Xbal)

torzsfaja.
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A vizsgalt torzsek Osszehasonlitdsa nagyon fontos kovetkeztetések levonasara nyujt
lehetdséget. Alapvetden ketté kell valasztani az extrakromoszomalis elemek €s a kromoszéma
evoluciojat.

Az extrakromoszomalis elemek kozott a plazmidok megjelenése feltételezhetden
horizontalis géntranszfer révén jott 1étre, s ez Osszefiiggésben lehet a broiler tenyésztésben
kezdetekben alkalmazott antibiotikum kezeléssel. Ez a megallapitas kiilonosen igaz a

pSI54/04 plazmidra, amely multirezisztenciat hordoz. A horizontalis transzfer lehetOségét

10



megerdsiti az is, hogy a pSI54/04 plazmidot kisérletesen is bizonyitottuk, hogy konjugativ,
igy pl. atvihetd laboratoriumi E.coli torzsekbe.

Maga az MDR pSI54/04 plazmid sem volt stabil a vizsgalt torzsekben, benne
atrendezOdések zajlottak (delécid, inverzio, fuziod, athelyezddés), mely egyrészt
gének/funkciok elvesztésével jartak (pl. antibiotikum determinansok), masrészt inszerciok
megjelenésével, melyekre az volt jellemzd, hogy mas plazmidokbol tortént egyes régiok
athelyez6dése. Mindezek hatterében a mobilis elemek allnak, melyek tobb kdopidban is jelen
vannak a pSI54/04 plazmidon. Az mobilis elemek vagy transzpozicid, vagy a kiilonb6zo
kopidk kozott 1étrejové homoldg rekombinacid szolgal magyardzatul. A plazmidon beliili
véltozasokra az SNP-k megjelenése nem volt jellemzd, azokat elenyészd szamban lehetett
kimutatni. A torzsek egy részében megtalalhatd volt egy-egy kisebb (40-49 kb) nagysagt
plazmid is, melyek mar koradbban jellemzett plazmid szekvenciakkal mutattak hasonldsagot, s
feltehetden horizontdlis géntranszfer révén keriiltek be az izolatumokba. Esetiikben is
megfigyelhetdk voltak bizonyos atrendezédések.

Az SI torzsek kromoszomaja is jelentds atrendezédéseken ment keresztiil, melyek
soran elsdsorban egyes régiok helye és iranyultsdga valtozott az egyes izolatumokban. Maga a
genomok szekvencidja is legalabb 99.91%-ban volt egyméshoz illeszthetd. Az evollcid
szempontjabol fontos kérdés az idobeliség €s az egyes torzsek egymashoz vald rokonsagi
kapcsolatainak tisztazasa. A vizsgalat az id6beliség szempontjabol is célzott volt, hiszen az
izolatumok a korai nyolcvanas évektdl terjedtek a 2016-os évig. Ezzel kapcsolatban azt a
fontos megallapitast tehetjiik, hogy az ,,0si” torzsek nagyobb diverzitdst mutattak, mint a
recens izolatumok. Ez a diverzitas alapvetden szilikiilt, s napjaink izolatumaira kevésbé
jellemz6, mindezek arra utalnak, hogy az SI torzsek adaptalodtak, s koziilikk a kornyezeti

feltételeknek leginkabb megfeleldek szelektalodtak ki.

1. Pathogenetika témakorében végzett vizsgalatok

Elokisérletek a korai (A klaszter) és a késébbi (B klaszter) S. Infantis torzsek

pathogenitasi potencialjanak felmérésére.

A részletesebben vizsgalandd torzseink pathogenentikai potencialjat  elsd
megkdzelitésben a hazai broilerekbdl izolalt S. Infantis szerocsoport régebbi (panszenzitiv) és

ujabb (MDR), korabban részletesen vizsgalt (Nogrady és mtsai., 2007) torzsek
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Osszehasonlitasa céljabol, p.o. fertdzott napos csibéken végeztiik, Iényegében a késdbbiekben
ismertetendé modell (Imre és mtsai., 2015) szerint. Azt tapasztaltuk, hogy a S. Infantis korai
(A klaszter) és késobbi (B klaszter) izolatumainak pathogenitasi potencialja Iényegében nem
kiilonbozott. Eredményeink sem a két csoport, sem az egyes torzsek kozott szignifikans
eltérést, sem vakbél kolonizacio, sem szerv invazié tekintetében nem mutattak. igy az alabb
ismertetendd (a pathogenitdsi szigetek és a nagy plazmid jelentOségét vizsgdlo), részletes
pathogenetikai analizis céljabol az ,,A” és ,,B” klasztert képvisel6i koziil egy-egy izolatumot
valasztottunk ki. Ezekbdl elobb izogén Salmonella pathogenitasi sziget (SPI) delécios
mutansokat allitottunk el6, majd a nagy MDR plazmid (pSI54/04) eliminacidjat és plazmid
mentes S. Infantis torzsbe atvitelét célzo kisérleteket végeztiink, s a sikeresen eldallitott
plazmid-transzkonjugansokat a fentiekkel egyetemben in vitro (CEF) és in vivo (naposcsibe)
fertdzési modellekben, az alabbiak szerint vizsgaltuk.

Itt jegyezziik meg, hogy a fenti SPI deléciokra és plazmid transzferre kijelolt torzsek

azonosak voltak a teljes genom szekvenalasnak aldvetett torzsekkel.

1. A Salmonella pathogenitasi szigetek (SP11 és SP12) vizsgalata

Ilyen irany0 korabbi kisérleteink (Rychlik és mtsai., 2009, Imre és mtsai., 2011) itt
nem részletezhetd eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két kiilonbdzo
klasztert képvisel6 S. Infantis torzseinken (,,A” klaszter: S169/94 és ,,B” klaszter S154/04) els6
1épésben, a virulencidjukban legvaldsziniibben szerepet jatszo elsé két pathogenitasi sziget

Az SPI1 és SPI2 delécios S169/94 és S154/04 S. Infantis torzsek eldéllitasdhoz egy
homolég rekombinacion alapuld modszert hasznaltunk. A kiejteni kivant SPI1 és SPI2
pathogenitasi szigeteket hatarolo régiokbol a homolog rekombinaciohoz sziikséges, kb. 500-
500 bp-os DNS szakaszokat klonoztuk, gentamicin rezisztencia (GmR) gén két oldalara. A
klonozashoz hasznalt RO6K plazmidok csak specialis torzsben képesek replikalodni. A
plazmidok tartalmaznak egy szelektdlhaté markergént (CmR), I-Scel homing endonukledz
a S. Infantis torzsekbe. Mivel a plazmidok nem képesek replikalodni a Salmonella térzsekben,
igy csak azok a baktériumok képezhettek kolénidt a Cm tartalmu szelektiv taptalajon,
melyekben a plazmid az egyik homoldg région keresztiil integralodott a genomba. Ezt PCR
reakciokkal igazoltuk a plazmidhoz ¢és a Salmonella genomhoz csatold primerek

felhasznalasaval. A kovetkezO 1épésben a genomi integrans torzsekbe bejutattuk az I-Scel
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endonukledz gént tartalmaz6 hdérzékeny plazmidot és az I-Scel expresszidjat indukaltuk. A
felszaporodé enzim igen hossza hasito hellyel rendelkezik, amely gyakorlatilag csak az
altalunk bevitt és integralodott plazmidokon taldlhatdé meg. A hasitds kovetkeztében a
kromoszoman egy kettdsszala DNS torés keletkezik, amit a ,,repair enzimek” javitanak. A
javitasnak, nagyjabol azonos eséllyel kétféle kimenetele lehet. Vagy az eredeti szekvencia all
helyre, vagy a pathogenitasi szigetek helyett bevitt GmR gént tartalmazé kromoszoma
keletkezik. A CmS GmR kolonidk genotipusat, s igy a SPI1- és SPI2 delécidos mutansok
1étrejottét PCR reakciokkal és szekvenalassal ellendriztiik. A S169/94 és S154/04 torzsekbol
létrehozott S. Infantis ASPI1 és ASPI2 mutansok pathogenitasat in vitro (CEF) és in vivo

(napos csibe) modellekben vizsgaltuk.

2. Kromoszomalisan kodolt SPI és egyéb virulencia faktorok, inszerciés platformok

Ezen munkafazis elsé 1épéseként elvégeztiik 30, baromfi és human eredetii S. Infantis
torzsnek a Salmonella pathogenitasi szigetekre (SPI1- SPIS), valamint néhany, profagon
kodolt, virulencia génre (avrA-ssaQ-mgtC-siiD-sopB-gipA-sodC1-sopE1-spvC-bcfC) iranyuld
virulotipizalasat Huehn és mtsai. (2010) szerint. Ezen PCR prébak koziil a kovérrel szedett
gének (1-5. gén) az SPII, -2, -3, -4, és SPI5 Salmonella pathogenitasi szigetekre nézve
specifikusak. Eredményeink szerint az 6t SPI a vizsgalt S. Infantis térzsekben jelen van, a
tobbi, pl. a sodC, és sopE Salmonella virulencia gén a vizsgalt S. Infantis térzseinkben nem
fordult el6. Ez alol kivétel volt a befC (bovin kolonizacios faktor) gén, melyre vonatkozdan a
torzsek egy részénél pozitiv, ill. bizonytalan reakciokat kaptunk. Ezek alapjan els6sorban az
SPI1 és SPI2 géncsoportokat, mint teljes szigeteket vettiik célba, s azok cseréjét kiséreltiik
meg.

E téren mélyebb analizist a késObbiekben, harom olyan, hazai broiler eredetii recens S.
Infantis torzson (SI3337/12, SI1757/13, és S1786/13) végeztiink, melyek teljes genom
szekvenalasi eredményei is rendelkezésre alltak. A fenti, PCR-el vizsgalt és a kordbban
szekvenalt torzsekben mar vizsgalt avrA, ssaQ, mgtC, siiD (spi4_D), sopB (SPI11-5 markerek),
és a gipA, sodC1, sopEl, spvC, bcfC virulencia/pathogenitasi faktorok jelenlétét ezen harom
recens genom szekvenciajaban is kerestiik. Megallapitottuk, hogy mind az 6t broiler izolatum
hordozza az 1-5 SPI-hez kotott géneket, mig az SPI-ken Kiviili kromoszoémalis faktorok koziil
csupan a bcfC van jelen minden torzsben és egyediil a korai izolatum (S169/94) hordozza még
a SopE1-tis. A gipA, sodC1 és spvC géneket egyik torzs szekvencidjaban sem talaltuk meg. A

gének keresése egyrészt a Huehn és mtsai, (2010) szerint megadott primer szekvenciakkal,
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masrészt a gén nevek alapjan az adatbazisban talalt teljes génszekvencidk alapjan tortént. A
bcfC gén eléfordulasat a primer-szekvenciak hianyaban csak a masodik megkdzelitéssel
vizsgaltuk. Vizsgaltunk tovabba az 1994-ben izolalt, S169/94 térzs genomjahoz viszonyitva a
harom recens torzsben talalhatd addicionélis szekvenciakat, melyek kozott tovabbi potencidlis
virulencia faktorok lehetnek. Ugy véltilkk, hogy amennyiben a torzsek a pSI54/04 plazmid
jelenlétéhez nem kothetd fenotipusos (invazid, pathogenitas) tulajdonsagai egymastol vagy a
korai torzstdl eltérést mutatnak, célszerii lehet az egyedi szekvencia szakaszok részletes
bioinformatikai feldolgozasa (annotalt és nem annotalt gének potencialis fehérjetermékeinek
elemzése). Ez az eset azonban nem allt fenn, igy ezen a vonalon tovabbi munkékat nem
latszott célszerlinek végezni. Ehelyett az egyes pathogenitdsi szigetek cseréjének
technikajaval probaltunk tovabbi adatokhoz jutni.

A fentiek értelmében, az SPI deléciokat kovetden, tovabbi_SPI inszercids platformok

kidolgozasaval is probalkoztunk, melynek célja az volt, hogy az alabbiakban ismertetendd

genommanipulacids rendszeriinkkel a delécid6 mellett egyes szigeteket cserélni is tudjunk.

Ennek 1ényege, hogy egy itt nem részletezett ,,genom puzzle” modszerrel, a kérdéses szigetet
az adott a kovetkezdk szerint torzsbdl kinyerjiik, majd egy ,,fenntarté” baktériumba (pl. E.
coli labortorzs), atvissziik, s onnan egy olyan S. Infantis torzsbe épitjiik be, melyet el6zbleg a
kérdéses eredeti szigetétél megfosztottunk. Ily modon a szigetek kiilonbdzo kombinacidjat
allithatjuk eld, rakérdezve azok funkcidjara, a virulencidban jatszott szerepére. Az inszercios
platform kiinduldsaként olyan torzset hasznalunk, melynek kromoszémajara homolog DNS
szekvencidk segitségével a rekombinacios plazmidot a szigetet hatarold régidba beépitettiik,
majd ebbe a torzsbe juttatjuk be a konjugacios helper plazmidot (pl. pRK2013). A sziget
kivagodasa spontan modon, homoldég rekombinacié utjan torténik, s a torzsbe juttatott
konjugécios helper plazmid segitségével képes atjutni a fenntartdé baktériumba, ahol az R6K
kondicionalis replikacidos origd milkddése biztositott. Itt a sziget egy mobilizalhatod
plazmidként fenntarthato és a késébbiek folyaman mas baktériumba atjuttathatd. A cél torzsbe
valo bejuttatas €s integracid hasonloképpen zajlik, mint azt kordbban az SPI1 és SPI2 szigetek
delécidja soran kifejtettiik. Ezaltal megvalosithatjuk a szigetek kombinaldsat. A moddszer
alkalmazasa soran az S169/94 és SI54/04 torzsek SPI1 és SPI2 patogenitasi szigeteinek
kornyezetében sikeriilt a tervezett inszerciokat 1étrehozni, melyeket PCR-rel azonositottunk,
majd megkezdtiik a szigetek mobilizalasat. Ezek a kisérletek azonban tobbszords probalkozas
ellenére sem jartak sikerrel, mert az E. coli fenntart6 torzsbe atvitt rekombinans plazmid vagy
nem tartalmazta a szigetet, vagy annak csak egy csonkolt valtozatat hordozta. Id6kozben az Sl

69/94 és SI 54/04 torzsek bioinformatikai analizisének eredményeként vilagossa valt, hogy a
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két torzsben az SPI1 és SPI2 patogenitasi szigetek csupan néhany olyan bazispozicidban
hordoznak eltérést (SNP), melyek egyike sem okoz aminosavakat érintd kiilonbségeket. A két
izolatum kozotti eltérések tehat nem szarmazhatnak ezen szigetek szekvencia kiilonbségeibdl.
Ennek kovetkeztében az SPI1 és SPI2 szigetek felcserélésére iranyuld tovabbi kisérletek
helyett a WPI1 terén Ujonnan felmeriilt feladatokra (recens klonok genom szekvenalasa)

koncentraltunk.

3. Plazmid eliminacié és plazmid transzfer

Ezen munkaprogram célja az volt, hogy informaciot kapjunk a S. Infantis pS154/04 MDR
plazmidon kodolt fenotipusos tulajdonsagokrol, ezért a széles korben elterjedt S. Infantis B2
klont képviseld, S154/04 torzs pSI154/04 plazmidjat (>277 kb) tobb 0j megkozelitéssel is
probaltuk eltavolitani, de sajnos sikerteleniil. Ezen probalkozasok lényege, hogy homolog
rekombinacidval antibiotikum rezisztencia markerrel jeldlt I-Scel hasitohelye(ke)t épitettiink a
plazmid alapvazaba a replikacidhoz (rep) €s a plazmid megosztashoz (par) sziikséges gének
kozé, majd az 1-Scel homing endonukledzt egy hdérzékeny plazmidrdl expresszaltatva az
atalakitott megaplazmidunkat kettévagjuk, igy nagy valdszinliséggel elveszhet a baktérium
sejtekbol. Ezzel a modszerrel korabban az E. coli ETEC O147 nagyméretii (90 kb) virulencia
plazmidjat (pTC) mar sikertilt eltavolitanunk, azonban a pSI154/04 plazmid eltavolitasara tett
kisérleteink nem jartak sikerrel. Osszességében elmondhatd, hogy a pSI54/04 plazmid
elimindlasara kifejlesztett technikankkal més plazmidok mas torzsekbdl sikeresen kitizhetok
voltak, azonban az S154/04 izolatum esetében eddig nem jartak eredménnyel.

Alternativ megoldasként, a plazmid 4altal esetlegesen hordozott virulencia gének
hatasanak vizsgalatara a plazmidot konjugacioval atjuttattuk a plazmid mentes, Korai
izolatumokat (A1l klon) képviseld, kevéssé elterjedt SI69/94 S. Infantis torzsbe. Ennek
modszertani részleteit Szmolka és mtsai. (2017) kozleményében ismertettiik. A sikeres
konjugacioval a kromoszomalis alap-virulencia hatteret s a plazmid in vitro és in vivo
hatasanak beméréséhez sziikséges rendszert 1étrehoztuk.

A fentiek szerint eléallitott HP1834 transzkonjuganssal (S169/94:pS154/04) végzett in
vitro és in vivo pathogenitasi kisérletek eredményeir6l, a SPI mutansokkal egyiitt, az

alabbiakban szamolunk be.

4. In vitro pathogenitas: invazios készség vizsgalata csirke embrié fibroblaszt (CEF)

sejteken

15



Az SPl-ok sejtinvazidés pathogenitdsi szerepének vizsgélatdt €s in vitro gazdavalaszt

indukald képességét a S169/94 alaptorzs SPI1™ és SP2 delécids izogénenikus SPI1™ és SP2
delécios mutansain CEF sejteken két ismétlésben, duplikalt mintafelvitelekkel, Szmolka és

mtsai (2017) szerint teszteltiik. A pS154/04 MDR megaplazmid pathogenitasi szerepének és in

vitro gazdavalaszt indukald képességének vizsgalata céljabol a plazmidot az eredetileg plazid

mentes S169/94 alaptorzsbe vittiik at, s az igy eldallitott plazmidos transzkonjugans HP1834
invazidjat, a plazmid donor SI54/04 ¢és a recipiens SI169/94 kontroll torzsekkel
Osszehasonlitasban vizsgaltuk. A sejtinvazids vizsgalatokat Szmolka és mtsai. (2017) szerint
végeztik, a fert6zott CEF sejtekbol a korai invazids szakban feltart baktériumok szdmanak
meghatarozasaval.

Ezt kovetéen az SPI deléciok és a pSI54/04 plazmid transzfer in vitro (CEF sejteken
torténd) hatasat, elemzését és ezaltal az SPI illetve a megaplazmid funkcidkat indirekt médon
célz6 vizsgalatainkat, a gazdasejtek gén expresszidjanak iranyaban, kvantitativ reverz
transzkriptaz PCR (qPCR) rendszerben, a mar publikalt modszerekkel folytattuk (Szmolka és
mtsai.,, 2015). A kordbbiakban S. Enteritidis fertdzés soran indukalt CEF génekre bevalt,
Osszesen 19, immun-, transzkripcids faktor, metabolikus gén, illetve tovabbi CEF-
specifikusnak tiind gének mintdzatat vizsgaltuk (Szmolka és mtsai., 2015). A torzsek és
mutansok hatasat két kisérletben, duplikalt mintafelvitelekkel teszteltiik.

Az ismételten elvégzett sejtinvazids vizsgalatok eredménye szerint a SPI1 és SPI2
delécidja a korai sejtinvazio szignifikans (p<0.05) csokkenését okozta (pl. a vad S169/94
torzs: 5.08 x logip CFU/ml intracellularis csiraszama, a ASPI1 mutans: 4.19 x log;o CFU/ml
intracellularis csiraszamaval szemben), mely virulencia csokkenés a S. Enteritidisre
vonatkoz6 eddigi ismereteink alapjan varhato volt (Rychlik és mtsai. 2009, Imre és mtsai.
2013), melyre azonban a S. Infantis-t illetéen eddig nem voltak adataink.

A pSI54/04 plazmid pathogenetikai szerepét célzo in vitro (CEF sejteken végzett)
vizsgalatok modszere megegyezett a fentiekkel (Szmolka és mtsai, 2017). Az ismételten
elvégzett sejt invazids vizsgalatok eredménye szerint mindkét, a plazmidot hordozd torzs
(SI54/04 donor és HP1834 transzkonjugans) szignifikansan (p<0.04) alacsonyabb invazios
készséget mutatott CEF sejteken mint a plazmid-mentes (,,A” klaszterbe tartoz6) S169/94-es
régebbi, panszenzitiv, recipiens S. Infantis alaptorzs (részletek: Szmoka és mtsai., 2017).

A pSI54/04 plazmid bevitel az alaptorzs sejt-invazids képességét CEF sejteken nem emelte

meg, ugyanakkor kiegészitd vizsgalataink arra utalnak, hogy a pSI54/04 hordozas az Gt
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hordoz¢ torzsek planktonikus ndvekedési képességére nézve elényodsnek tlinik (nem publikalt
adatok).

Az in vitro (CEF) citokin valaszt illetden, a S. Enteritidishez hasonloan, a vizsgalt vad
tipusu S. Infantis torzsekkel valé fert6zés a csirke embrid fibroblaszt sejtek IL8L1 ¢s CSF3
immungénjeinek >10xes indukcidjat eredményezte. Ehhez képest viszont, sem a SPIl vagy
SPI2 delécidja sem pedig a pSI54/04 plazmid felvétele a vad torzsekkel Osszehasonlitasban
nem okozott szignifikans eltérést (Szmolka és mtsai., 2016, Int. Symp. Salmonella, StMalo,

S3Post).

5. In vivo pathogenitasi vizsgalatok naposcsibéken (gén expresszié és korszovettan)

Az SPI-ok illetve a pS154/04 plazmid in vivo pathogenitdsi szerepét az el6z&ekben

ismertetett vad- és mutins S. Infantis torzsekkel szajon &t fert6zott napos csibékben

vizsgaltuk.

A vakbél-kolonizacio és szerv (Iép, maj) invazid képességét a fertdézést kovetd 5. napon
csiraszamolassal hataroztuk meg (Szmolka és mtsai. 2017, Szmolka és mtsai., MS-submitted)
Korszovettani vizsgdlatokat a paraformalinnal fixalt, paraffinba 4gyazott, vakbél mintak
hematoxilin-eozinnal festett metszetein, hisztometriai mérésekkel kiegészitve végeztiink.
Ezzel parhuzamosan a vakbél S. Infantis fertdzésre adott génexpresszids valtozasait a csirke
embrio fibroblasztnal leirtak szerint gPCR segitségével mértiik (Szmolka és mtsai., 2015).

A torzsek pathogenitasat két kisérletben, kisérleti csoportonként 6-6 allaton vizsgaltuk.
Naposcsibéken végzett kisérleteinket a Pest Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-
biztonsagi ¢és Allategészségiigyi Igazgatosaga XIV-1-001/2291-4/2012. sz. iigyiratban

engedélyezte.

Az in vitro (CEF) eredményektol eltéréen az SPI1 és SPI2 delécid hatasara a fert6zott
napos csibékben szignifikans vakbél- illetve szerv-kolonizacids csokkenés nem volt
kimutathat6. A pSI54/04 plazmid bevitele, az in vitro sejtinvazios eredményekhez hasonlodan,
a S169/94 alaptorzs vakbél-kolonizacio képességének csokkenését okozta, bar ez a kiilonbség
nem volt szignifikans (Szmolka és mtsai., 2016, 1S3 poszte). Korszovettani vizsgalattal a
S169/94 alaptorzs esetében észleltiink a normalishoz képes kb 10x-es vakbél nyalkahartya
megvastagodast €s a lamina propridban fokozott gyulladasos sejtes besziirddést, mely a SPI1
¢s SPI2 delécios mutans valamint a pS154/04 plazmid transzkonjugans (HP1384) hatasara, a

fenti kolonizacids eredményekkel 0sszhangban, mérsékelten, ill. 1ényegesen enyhébb foku
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volt. A napos csibék vakbelének génexpresszids valasza tekintetében altalanosan elmondhato,
hogy a CEF esetében indukalt valtozasokkal azonos irdnyd, de annal sokkal alacsonyabb
mértéki génexpresszio valtozasokat észleltiink, melyek a S. Infantis alap torzs és SPI delécios

mutansai ill. a pSI54/04 transzkonjugansa kozott 1ényeges eltérést nem mutattak.

Konkluziok

A palyazati kutatas 6 céljai a kovetkezok voltak: i) a broiler allomanyokban fennall6 jelent6s
fert6zottség okat és eredetét egyes S. Infantis klonok genetikai sajatossagai alapjan keresni,
valamint, ii) a hazai és/vagy kiilfoldi klonok terjedése altal okozott kockazatok
csokkentéséhez in vitro és in vivo modell kisérletek és genom analizisek adataival szolgalni.

E célok irdnydban elért kutatasi eredményeink azt jelzik, hogy a hazai broiler
alloméanyok fertdzottségének eredete legvaldsziniibben nem egyetlen forrasra, hanem
elsdsorban arra a néhany tenyészvonalra vezethetd vissza, melyekkel feltehetden, az elmult
masfél évtizedben a hazai és mas kiilorszdgi baromfi termeldket ellattdk. Ezen torzsek
elterjedésének mértékét és genetikai alloményuk horizontdlis géntranszfer altali bovitését
viszont a hazai broiler termelés gazdasagi, igazgatasi és lizemi (pl. higiénia, antibiotikum
hasznalati) viszonyai is befolyasolhattak. Ezzel Osszhangban, tapasztaltuk a kiilorszagi S.
Infantis torzseknek a hazaiaktol néha eltérd, maskor pedig hasonldé vagy azonos geno-, és
fenotipusainak orszagonként is valtozdo dominancidjat.

A hazai S. Infantis klonok koziil tovabbra is legelterjedtebbek a ,,B” klaszter MDR
plazmidot és variansait hordozo S. Infantis torzsei, melyek a modell kisérletek és genom
analizisek tanulsaga szerint, broiler telepeinken és a feldolgozé vonalakon endémidssa valt
pS154/04 prototipus plazmidnak is kdszonhetéen honosultak.

Adataink ugyan a pS154/045 plazmidnak a broiler izolatumok virulencia novelésére
vonatkozo hipotézisiinket nem tamasztottak ala, s igy az, izraeli human eredetli emergens S.
Infantis torzsekben endémias pESI jeldi, nagy mértékben hasonlé megaplazmidra vonatkozo
adatokkal (Aviv és mtsai., 2014) sem harmonizalnak. Jol magyarazhatok viszont azzal, hogy
specifikus antibiotikum szelekcié hijan, intracellularis kdzegben, a hordozoé térzs szamara a
mega plazmid fenntartdsa elonytelen lehet. Megfeleld szelekcidos nyomdés pl. bizonyos
nehézfém tartalmu fertdtlenitészeres kornyezet, vagy egyes antibiotikumokkal kezelt allat

esetén viszont a MDR plazmid hordozéstdl jelentds eldny varhato.
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Mivel az itt vizsgalt S. Infantis térzsek ellen specifikus védekez6 vagy megel6z6
eszkozokkel (vakcina vagy fagterapia) nem rendelkeziink, a jovébeni kockazat csokkentés
legfobb kulcsa a broiler allomanyok és feldolgozo vonalak higiénidjanak gyakorlatban is
érvényesiilo szigoritasa ¢és hatékonyabb ellenérzése valamint az antibiotikum hasznalat

csokkentése lehet, mint ahogyan arra egyes orszagok biztatd példat is mutatnak.

Uj Megallapitasok

Tiz eurdpai orszagra kiterjedd, harom jelentds molekuldris epidemiologiai analizisben
igazoltuk, hogy az elsdként Magyarorszagon (Nogrady és mtsai, 2007) kimutatott, klonalis
terjedésli, broiler és human eredetl, MDR S. Infantis torzsek a kornyezd orszagok
tobbségében is egyre inkdbb eldtérbe keriiltek és kozottiik tobb, esetenként a hazaitdl (B)

eltérd klonok, kloncsoportok is megjelentek..

A MDR S. Infantis torzsek jellegzetes plazmidjanak a pSI54/04 277 kb méretii
plazmidnak részletes szekvencia analizisével megallapitottuk, hogy az az izraeli humédn MDR
S. Infantis torzsekre jellemzé pESI megaplazmiddal (Aviv és mtsai, 2014) nagyfoku

szekvencia hasonlosagot mutat.

A pSI54/04 MDR plazmid molekuldris jellemzésére alkalmas virulencia és
rezsiztencia PCR rendszert dolgoztunk ki, melynek alkalmazasat az AR microarray-el (Alere-
Technologies) kiegészitve, a pSI54/04 plazmidnak és variansainak a hazai és kozép-eurdpai
broiler alloményokban valamint human populaciokban, esetenként 0j klonokkal tarsult, széles

korii el6fordulasat igazoltuk.

A pSI54/04 plazmidnak a S. Infantis pathogenitasara vonatkozé hatasat, a
legfontosabb Salmonella pathogenitasi szigetekkel (SPI1 és SPI2) 6sszehasonlitasban, in vitro
(csirke embrid fibroblaszt) €s in vivo (napos csibe fert6zés) elemezve megallapitottuk, hogy
ez a MDR plazmid a S. Infantis torzsek baromfi pathogenitasat nem ndveli, de terjedésiiket,

antibiotikumokkal és fémtartalmu fertétlenitészerekkel szembeni rezisztencia révén segitheti.

Az 1980 -2016 kozott izolalt, kilenc hazai reprezentativ S. Infantis térzs és egy 1980-

as Nagy-Britannidban izolalt S. Infantis tdrzsnek teljes genom szekvencia analizise, valamint
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PFGE fragment analizise alapjan tgy tlnik, hogy a hazai, ,,emergens” (2004-2016 kozott
izolalt) MDR S. Infantis torzsek egymassal szorosabb genetikai rokonsagot mutatnak, mig az
un. korai ,,pre-emergens” (1980—1994 kozott izolalt) szenzitiv, magyar és UK izolatumok,

kozotti genetikai kiilonbségek jol kimutathatok.

Az eddigi vizsgalatok arra is utalnak, hogy a hazai izolatumok evolicidja a
kromoszéma vonatkozdsadban lelassult, ami a kornyezeti feltételekhez vald adaptéaciot
valoszintsiti. A pSI54/04 MDR plazmidon tobb, adott esetben evolucios szempontbol
Iényeges determinansok pl. antbiotikum rezisztencia gének vesztése, illetve ennek

ellenkezdje, azaz antibiotikum rezisztencia determinansok inszercidja is kimutathat6 volt.

Zardék és Koszonetnyilvanitas
A fentiek alapjan ugy véljiik, hogy a palyazati munkatervben vallalt kutatasi feladatoknak

eleget tettiink, s ez uton is kdszonetiinket fejezziik ki a jelen palydzati munka tamogatasaért.
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