A 81252 szami OTKA K-tipusi téma zardjelentése

Ciklomodulinokat és ABs citotoxinokat termel6 Escherichia coli torzsek

és fagjaik molekularis jellemzése

Az Escherichia coli kommenzalista torzsei az emldsok bélcsatorndjdban honos mikrobidta egyik
legnagyobb létszdmban jelen 1évd, Gram-negativ, fakultativ anaerob tagjai. Létezik azonban szdmos E.
coli torzs, melyek specifikus virulencia faktorokkal rendelkeznek, és igy human é&s allati
megbetegedések széles skdldjat okozzak. A virulencia faktorok kozott kiemelt jelentdséggel birnak a
kiilonboz6 hatdsmechanizmussal haté toxinok. A jellegzetes virulencia faktorokat gyakran mobilis
genetikai elemek (fagok, plazmidok, pathogenitasi szigetek, IS elemek) kédoljak. A pathogén E.coli
torzsek képesek virulencia génjeiket mds torzseknek is 4tadni horizontdlis géntranszfer (HGT)
segitségével, s vdlnak az apathogén torzsek pathogénekké, ill. a pathogén torzsek lesznek egyre
virulensebbé azaltal, hogy tovabbi virulencia génekre tesznek szert.

A pathogén E. coli torzsek koziil kiemelkednek az enterohaemorrhagias E. coli (EHEC) O157:H7/NM
és egyéb szerotipusu Shiga toxin- (Stx) termel6 torzsek (STEC), amelyek jellegzetesen zoonotikus
korokozok. Az EHEC fert6zések vildgszerte sulyos kdzegészségiigyi problémat jelentenek.

Az EHEC torzsek legfontosabb, de a betegség kialakitdsdhoz nem elegendd virulencia faktorat a Stx
jelenti, melyet konvertdlé figok kédolnak. A kozelmiltban valt ismertté, hogy a szdmos effektor
protein mellett egy dj ABs toxin, a szubtildz (SubAB) valamint a sejt ciklust gatl6 ciklomodulinok, igy
a citolethdlis duzzaszt6 toxin (CDT) és a sejt ciklus gatlo faktor (cycle inhibiting factor, CIF) is additiv
virulencia faktorai lehetnek az EHEC ill. egyéb pathotipusu E. coli térzseknek (Kaper et al., 2004).

Terveinknek megfelelden pdlydzatunkban vizsgdltuk ezen citotoxinok elterjedtségét kiilonbozd
forrasbdl szarmazo E. coli és Shigella torzsekben. Elvégeztiik a toxinok genetikai jellemzését. Fontos
volt megismerni az Stx és CDT toxinok vektorait, terjedési mechanizmusukat. Vizsgaltuk a torzsek
potencidlis fadg hordozasit, s tobb litikus fagot izoldltunk és jellemeztiink. Meghataroztuk két, Shiga
toxin (Stx1) - termelést kodolé konvertdld fag és egy CDT (CDT-V tipusu) toxin - termelést kodold
profag genom Osszetételét, és elvégeztiik a fagok funkcionalis annotaldsat. Az Stx fagokkal sikeresen
lizogenizaltunk E. coli K-12 torzseket.

Citotoxikus torzsek azonositasa és jellemzése

Vizsgéltuk a négy citotoxin (stx, cdt, cif és subtildz) gén jelenlétét szarvasmarha (n=12), baromfi
(n=111) eredetli E. coli valamint humdn extraintesztindlis pathogén E. coli torzsekben (ExPEC,
n=223), egészséges egyénekbdl izoladlt (n=97) E. coli torzsekben, az ECOR (n=72) nemzetkozi
referencia kollekcioban, 80 Shigella sonnei és 26 S. flexneri torzsben.

A Shiga toxin gén jelenlétét detektaltuk 2 nem-O157 szerocsoporti szarvasmarha eredetli E. coli és
egy S. sonnei torzsben. Osszesen 22 cdt pozitiv E. coli torzset azonositottunk és jellemeztiink. Tovabbi
1 szarvasmarha eredetli torzs bizonyult cif-pozitivnak. A megvizsgélt torzsek egyike sem rendelkezett
a szubtilaz toxin specifikus génnel. Elséként szdmoltunk be a cdtB-11I/V gén S. flexneri- ben val6
eléforduldsardl. (Nogrady et al, 2013).

Egy ECOR torzsben azonositottuk a cdt-I gént és egy madsik torzsben, pedig a teljes cif gént
detektéltuk (Zahorén, 2012).



Az extraintesztidlis koérképekbdl szdrmazé (n=71) és intesztindlis eredeti (n=40) kommenzalista
baromfi E. coli izolatumok részletes geno- és fenotipusos jellemzése sordn a két csoportban szamos
koz6s virulencia faktort taldltunk, azonban tobb virulencia gén szignifikdnsan nagyobb gyakorisdggal
jellemezte az EXPEC izolatumokat és CDT kizdrdlag az extraintesztindlis torzsekben (8/71) fordult
eld. Vizsgélataink feltdrtak két eddig ismeretlen CDT-IV termeld D filogenetikai csoportba tartozé
053 és 0115 szereocsoporti EXPEC klont (T6th I et al., 2012).

Egy CDT-IV toxint termeld baromfi pathogén E. coli (APEC) cdtABC-1V 16kuszanak stabilitdsi
vizsgalataihoz iranyitott mutagenezissel kicseréltiik a cdrB gént a chloramphenicol rezisztenciat (Cm"®)
kédol6 cat génnel. A 37 °C-os, nem szelektiv koriilmények kozott valé passzazsokat kovetden a
megvizsgilt telepek 7,6%-a (219/2900) bizonyult Cm-érzékenynek (Cm®). Négy marker gén jelenlétét
vizsgdlva a Cm® telepek 79,4%-a (54/68) bizonyult szegregénsnak: veszitette el a teljes cdr-IV 16kuszt
(12/68) vagy annak részét. A szegregansok szdmos deléciés mintdzatot mutattak, jelezvén a cdr-IV
I6kusz jelentds mozaik felépitését. Az in vitro transzfer kisérletek eredménytelensége arra utal, hogy a
cdt-IV 16kusz vagy egy defektiv profdg genomjénak, vagy egy pathogenitési szigetnek a része (T6th 1
and Schneider, 2011).

Vizsgalatainkba bevontunk egy mar kordbban jellemzett szarvasmarhabdl (n=42) (T6th et al., 2009) és
emberbol szarmazé (n=57) szarmazé O157 torzs kollekciét. A humdn eredeti E. coli O157
izolatumokat Martina Bielaszewska (University of Miinster, Miinster) bocsdjtotta rendelkezésiinkre.
Az eltérd pathotipusi E. coli O157 torzsek tovéabbi jellemzését jOl szolgalta a teljes long polaris
fimbria (Ipf) operon monitorozdsa és az Ipf allélok tipizaldsa. Ugyanezen vizsgélatokat elvégeztiik az
ECOR gytijtemény tagjaival is. Osszesen 95 E. coli 0157 torzs hordozott legaldbb egy teljes Ipf
operont. A 65 EHEC és 23 EPEC O157 torzs két Ipf operont hordozott, és ezeknek az allél tipusai is
megegyeztek: LpfA1/3 tipus, és LpfA2/2 tipus. A 9 szarvasmarha eredetli atipusos (stx-,eae-) O157
torzs (AT) koziil 7 rendelkezett egy teljes Ipf operonnal, melynek a tipusa LpfA2/1 volt. Az atipusos
0157 torzsek A és Bl filogenetikai csoportokba tartoztak, mig az EHEC és EPEC O157 torzsek D
filogenetiaki csoportba. Eredményeink harmonizéltak korabbi megfigyeléseinkkel, hogy az AT E. coli
0157 torzsek filogenetikailag j6l elkiiloniilnek a jellegzetes E. coli O157:H7/NM szerotipust
torzsektol, és egy vagy két jellegzetes rokoni vonalat képezhetnek. Az ECOR torzsek Ipf-hordozasardl
rendelkezésre 4lltak irodalmi adatok, azonban az allél varidnsokrdl nem. Az allél-meghatarozas sordn
Osszesen 24 torzs bizonyult [pf-pozitivnak, ezek koziil 6 az irodalomban még Ipf-negativként szerepel,
feltehetdleg a kevésbé érzékeny detektdlds miatt. Nyolc torzs hordozta mindkét operont, 5 csak az
IpfAl-et, 11 pedig csak az IpfA2-t. Utébbiak koziil 5 hordozta ugyanazt az allélt (IpfA2/I), melyet a
szarvasmarha eredetli atipusos E. coli O157 torzsek is. Ezen ECOR torzsek véltozatos szerotipusa és
szdrmazasi helye aldtdmasztja az IpfA2/1 allélnak a széleskorli elterjedtségét. (Svéab and Tdéth, 2012).

Mivel a molekuldris epidemioldgiai vizsgédlatok eredményei az irodalmi adatokkal harmonizalva
(Torres et al., 2008) az Lpf jelent0ségét tarta fel, ezért az E. coli O157 atipusos torzsek analizisének
részeként klasszikus kldnozast kovetden meghatdroztuk a nukleotid Osszetételét az Ipf2-1 operonnak
(Ipf2ABCD) és hatérol6 régidinak egy szarvasmarha eredetii atipusos T22 jelzésit CDT-V- termel0 E.
coli O157:H43 torzsben. A szekvencia adatok ismeretében tovdbbi hat szintén atipusos O157 tdrzsben
hataroztuk meg az Ipf2-1 operon szekvencidjit. Ezen szarvasmarha eredetli E. coli O157 torzsek
tovdabbi 4 szerotipust reprezentdltak. A T22 jelzési O157:H43 torzs esetében az Ipf operon
expresszidjat RT-PCR mdédszerrel és transzmisszids elektron mikroszképpal is megerdsitettiik. Az E.
coli O157 torzsek Ipf operonjainak és 13 E. coli referencia gyiijteményi (ECOR) torzs esetében is az
Ipf operonnak és hatdrol6 régiok nagyfokud konzervaltsdgat tapasztaltuk, polimorfizmust csupan négy
nukleotid pozicidban azonositottunk. Az Ipf operonok GC ardnya 44%, mig a hatdrolé régiok GC



tartalma 52%, amely érték szinte az E. coli genom GC hanyadosdnak felel meg. Ezen eredmények
irodalmi adatokkal Osszhangban azt mutatjdk, a Ipf2-1 operon szero- és pathotipustdl fiiggetleniil
genomi szigeten foglal helyet, és horizontdlis gén transzferrel adédhat 4t (Svab et al., 2013a).

Az Ipf2-1 operonok szekvencidjdnak génbanki elhelyezése megtortént. Az E. coli T22 Ipf2 operon
hatdrol6 régidinak génbanki szdma: AHZD01000104. A B47, B54, T16, T34, T49 and T50 jelzésii E.
coli 0157 torzsek Ipf operonjainak génbanki szdmai rendre a kovetkezdk: KC207119, KC207120,
KC207121, KC207122, KC207123 és KC207124.

A CDT-V termelést kodolé P2-fag genomi jellemzése, a CDT alegység fehérjék funkcionalis
vizsgalata

Els6ként szekvenaltunk és annotéltunk egy 31.2 kb méretli nem-indukdlhat6é P2-szerii profdgot. A T22
jelzéstt O157:H43 torzsbdl. A cdt-V operon a profag TO régidjaban, a fin és old fag immunitds gének
helyén foglal helyet, mig a profig a kromoszémaba két haztartdsi gén (cpxF, fieF) koz¢€ integralddott.
Ujdonsagot jelentett, hogy az E. coli P2-szerti profigjainak TO régi6jaban eddig a CDT-V az egyetlen
igazolt virulencia-faktor, mely eredményeink és az irodalmi adatok alapjan ilyen genetikai
kornyezetben fordul el6. Az a tény, hogy a profag (52%) és cdt (41%) operon G+C % lényegesen
eltérés arra utal, hogy a cdtABC-V beépiilése a P2-szeri fdg genomban viszonylag késdi evolicios
esemény lehetett. A P2-szerli profdg szekvencidjanak génbanki azonosit6ja: KC618326.1.

A szekvencia adatok mellett a fagindukcids kisérletek sikertelensége azt mutatja, hogy ez a P2-szerti
fag a T22 kromoszémdéba tortént integracidjat kovetden temperdlddott. A kiilonbdzd szero- és
patotipusit  CDT-V-hordoz6 torzsek esetében a P2-szerli profag-szekvencidk eltérését, gyakori
delécigjat tapasztaltuk, ami a P2-szeri fagoknak a kiilonbdzd gazdatdrzsekhez valé adapticidjanak
kovetkeztében alakulhatott ki (Svéb et al, 2013b).

Ismert, hogy a CDT hdrom alegység fehérjéje koziil a B alegység fehérje DN4z aktivitdsa eredményezi
a sejt ciklus blokkoldsat. Azonban a CdtA és CdtC alegység fehérjék eltérd funkciéja nem teljesen
ismert. Tisztdzni kivantuk, hogy ezen additiv funkcidji A és C fehérjék sziikségesek-e jellegzetes
morfolégiai valtozdsokhoz és a sejtciklus blokkoldsdhoz CDT-V esetében? A kiilonboz6 alegységeket
tartalmaz6 expresszids klénokat alakitottunk ki, €s in vitro vizsgalatokkal tisztdztuk, hogy a jellegzetes
CDT-V hatdshoz mind a harom alegység fehérje egyiittes jelenléte sziikséges (Taieb et al, 2015).

Egy atipusos, CDT- termelé E. coli O157:H43 torzs genomjanak meghatarozasa

Meghataroztuk meg az 1j genotipust képviseld T22 jelzésii atipusos E coli O157:H43 szerotipusu torzs
teljes genom szekvencidjat draft genom szintig. A genom mérete 4.959.535 bp, mely magaban foglal
egy 80.112 bp méretli plazmidot. A genom GC ardnya 50,8% (Génbanki azonosité: AHZD02000000.
Eredményeink szerint ezen szerotipus torzsei eddig nem ismert evoliciés dllomast jelenthetnek a
szorbitot nem bonté O157 szerocsoportu torzsek kozott, és mivel kulcs virulenciagének jellegzetes
integracios helyei érintetlenek, ezért ezek felvételére feltétleniil alkalmasak lehetnek. Szintén fontos
jellemzdje a torzsnek, hogy cdt, Ifp vonatkozdsban a T22 rezervoarként is szolgalhat mind a patogén,
mind a kommenzalista E. coli térzsek evolicidjdban (Svéb et al, 2003c). Fontosnak tartjuk ezen ritka
szerotipusu Uj genotipusu E. coli O157 torzs a genomszervezddésének pontos megismerését, ezért a
sziikséges vizsgalatokat el is végeztiik. A vonatkoz adatok bioinformatikai feldolgozdsa folyamatban
van.



E. coli izolatumok lizogén allapotanak a meghatarozasa, litikus fagok izolalasa, genomjuk
meghatarozasa és funkcionalis jellemzése

Az Escherichia coli fajt reprezentdlé referencia kollekcié (ECOR) lizogén stituszat vizsgaltuk.
Osszesen 12 Sakai O157:H7 f4g (SP) marker génjének monitorozasat végeztiik el egy multiplex PCR-
rel a 72 tagi kollekcidban. A torzsek 91.6%-ban (66/72) lizogénnek bizonyultak. Az ECOR
torzsekben a hordozott Sakai “specifikus” profdg marker gének szdma 1 és 5 kozott valtozott. A SP
marker génekkel sikerrel tipizaltuk a kiilonbdz6 patotipust E. coli O157 torzseket.

Féagindukcids kisérletek végezve osszesen 15 ECOR torzsbdl izolaltunk litikus fagot. A 15 litikus
fagot hordoz6 torzs koziil A filogenetikai csoportba 3, B1-be 2, B2-be 4, D-be szintén 4 és E csoportba
1 torzs tartozott. Eltéré filogenetikai (A, B1, B2, D) csoportokbdl szarmazd hat, a Citrobacter
rodentium ICC 169 torzset is old6 fagot jellemeztiink. Morfol6gidjuk alapjdn 4 ECOR eredetli fag
Myoviridae-nek bizonyult és két fig besoroldsa tovabbi vizsgdlatot igényel. A litikus fagok baktérium
gazda specificitdsa eltért, de mindegyik j6l szaporodott egy S. sonnei térzson is. Az ECOR torzsekbdl
indukélt fagok, amelyek kordbban hatékonyan oldottdk az egér pathogén C. rodentium prototipus
torzset, instabilaknak bizonyultak. A fagok tisztitdsa sordn besziikiilt azok lizis-spektruma, emiatt
alkalmatlannd véltak az egérben tervezett in vivo fagterdpids vizsgalatok elvégzésére. Tovédbbi fagok
izolalasa folyamatban van, hogy ezekkel a tervezett fagterdpias kisérletek elvégezhessiik.

Transzmisszids elektronmikroszkdppal demonstraltuk egy litikus ECOR eredetli fadgnak a propagéld
baktériumhoz val6 tapadasat és penetracidjat (Téth I, 2013).

Fontos feladatunk volt egy citotoxin - termelést k6dol6 fag szekvendldsa, annotdldsa és transzferének
modellezése. A tervezettnél tobb dj konvertal6 fagot sikeriilt azonositani és jellemezni.

Fontos 4j eredménynek tarjuk, hogy a fag indukcids kisérletekben pozitiv kontrollként hasznalt E. coli
O157:H7 Sakai prototipus torzsbdl nem stx2 genotipusd, hanem stx/ genotipusu fagot tudtunk
azonositani. Elséként jellemeztiink ezen Stx1-termelést kédold Uj rekombindns fagot a Sakai torzs
esetében. A genom Osszetételét és funkciondlis annotdldsit elvégezve megéllapitottuk, hogy a
Podoviridae morfoldgidji, 61,138 bp méretii konvertdlé Stx1 fig génjeinek zome Stx2-termelést
koédolé SpS (Sakai profag) eredetll, mig az stx/ gének a defektiv Sp15-bdl szdrmaznak. A két Stx
termelés koédol6 profagok torzson beliili rekombindciét azonositottuk, dontdéen a két toxin modul
cseréje kovetkezett be. A rekombindns faggal in vitro sikeresen lizogenizéltunk K-12 laboratériumi
torzseket, ezen rekombinds torzsek jelentds toxin termelését detektdluk in vitro Vero
sejtenyészetekben (Svéb et al, 2015). Az dj rekombindns fig génbanki azonositéja: KI909655.

A projekt keretében jellemzett multirezisztens stx/-pozitiv Shigella sonnei torzsbdl indukciét kdvetden
izolaltunk és jellemeztiink egy 60,875 bp méreti Stx1-termelést kédolé Myoviridae morfoldgiaju uj
konvertal6 fagot (génbanki azonosité: KF766125). Megallapitottak, hogy az stx/ gének Osszetétele
megegyezik az elsdként S. dysenteriae-ben azonositott stx gének Osszetételével. Az indukalhaté
profaggal harom kiilonb6zd K-12 torzset (C600, MG1655, DHS5a) lizogenizaltunk. A rekombindns
torzsek mindegyikében kifejezddott a Shiga toxin és a termelt Stx mennyisége megegyezett a sziildi
torzs altal termelddott citotoxin mennyiségével. A lizogenizalt K-12 torzsekben az Stx1 fag stabilan
fennmaradt, és indukdlhat6 jellegét is megtartotta. Ezen eredmények alapjdn valdsziniisithetd, hogy az
stx operon archetipusa, mely jelen van egy eddig nem ismert S. sonnei altal hordozott konvertiloé
fagban, horizontélis géntranszfer utjdn terjedve Uj torzsek genomjdba integralédva uj Stx- termeld
torzsek kialakuldsit eredményezheti (T6th et al., benydjtasra el6készitve).



Jelen pélyazatban keretében készitette el, €s 2014 évben védte meg PhD értekezését Svab Domonkos a
Szent Istvdan Egyetem Allatorvos-tudomanyi Doktori Iskoldjaban. Szintén egyes részfeladatok
elvégzésében kozremikodott két bioldgus MSc szakdolgozd is (Zahordn Rendta és Pasztor
Alexandra).

A palyézati tervben Osszesen legalabb 6t darab impakt faktoros kozlemény megirasat véallaltuk. Eddig
8 impakt faktoros kozleményiink jelent meg és egy kézirat ismételt benyijtidsa folyamatban van. A
Ciklomodulinokra vonatkozé ismereteket konyvfejezetként a a ,Pathogemic Escherichia coli:
Molecular and cellular Microbiology” c. konyvben publikdltuk (Téth és Svab, 2014) . A CDT-rél
késziilt 6sszefoglalé6 munkankat pedig a Magyar éllatorvosok lapjdban kozoltiik (Svab és Téth, 2013).

Rendszeres résztvevdi és eldadoi voltunk a Magyar Mikrobioldgia Tarsasdg rendezvényeinek és tobb
itt nem részletezett kongresszuson mutattuk be eredményeinket eldadés vagy poszter formaban.

Mindezek alapjan elmondhatjuk, hogy az OTKA tdmogatassal végzett munkdink véllalt feladatainkkal
0sszhangban szdmos Uj eredményt hoztak. Sikeriilt torzs kollekciénkat szdmos uj citoxikus E. coli és
Shigella torzzsel boviteni. A torzsek jellemzése sordn szamos Uj genotipusd torzset és Uj klonokat
ismerhettiink meg. A projekt keretében azonositott Stx1 konvertdlé rekombinans fagnak és a cdt-V
operont tartalmazé P2-szeri fig genomjanak leirdsa nemzetkozi prioritast jelentett. Az izolalt fagok
diagnosztikai és terdpids potencidljanak tovéabbi vizsgdlata tovabbi kutatdsi feladatok lehetdségeket
jelolték ki, mely munkdkon tovdbb dolgozunk. Még nem kozdlt eredményeinket a kozel jovOben
szeretnénk publikalni.

Ez tton is szeretnék koszonetet mondani palydzat kozremiikoddinek és a kozlemények tarszerzdinek.
Nagyon koszonjiik az OTKA tdmogatasat és tisztelettel kérjiik jelentésiink elfogadésat.

To6th Istvan
témavezeto
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