A Pasteurella multocida pathogenitasanak meghatarozé 1épése a gazdaszervezet nyalkahartyain vald
megtapadas. A folyamatot kiilonb6z6 sejtfelszini molekuldk szabalyozzak. Bar a P multocida virulencia faktorait
hosszu évek oOta vizsgaljak, az adhézios sajatsdgokat meghatarozd tényezOkrol még mindig keveset tudunk.
Részletes vizsgalatok a mukopoliszacharid burok, a lipopoliprotein és egyes kiilsé membran fehérjék esetében
tortént. A sejtadhézidban szerepet jatszo jarulékos struktirak azonban kevéssé ismertek. Habar, jelentdségiikre a
random mutagenezist el6idézo kisérletek részeredményei utalnak.

A P multocida torzsekben az adhéziés molekuldk tobb tipusinak képviseldje is azonosithatd, igy az
autotranszporter (hsfl, -2) molekulak, filamentozus hemagglutinek (pfhB1, B2), valamint fimbriak/pilusok (IV
tipusu fimbria - ptf, “tight adherence” struktira - tad). Munkank kiindulési pontjat ezen potencidlis adhezinek
vizsgalata jelentette. A strukturak populacion beliili gyakorisagat, kiilonbdz6 gazdafaji (baromfi, szarvasmarha)
eredetli ekvivalens csoportokon - egy-egy meghatirozo génjére, vagy génszakaszara részben irodalmi, részben
sajat tervezésli primerekre alapozott reakciokkal - felmértiik.

Egyes struktarak (hsf2, ptfA) éltalanos jelenlétét (92 - 100%) vagy a kiilonb6z6 torzstipusokban valo hianyat
(pfhB) a génbanki teljes genom szekvenciak (P multocida X73; P1059; Pm70; 36950; HNO6; 3480; Accession
no.. CMO001580; CM001581; AE004439; CP003022; CP003313; CP001409) Mauve (multiple genome
alignment) program, progressiveMauve algoritmussal végzett vizsgalata alatamasztotta. Ugyanakkor, az egyéb
struktiurakat meghatarozé gének (hsfl, tadD) egyenl6tlen megoszlasa (2 - 67%; 52 - 79% madar, ill.
szarvasmarha eredet(i P multocida torzsek) nem allt 6sszhangban a génbanki adatok alapjan vart eredményekkel.
Az adott molekulakat alkotd, ill. a bioszintézisiikben résztvevd fehérjék génjeinek szekvencia analizisét,
jellegzetes szekvencia eltérések azonositasa végett, a szarvasmarha eredetii torzsek egyes reprezentativ tagjain
elvégeztiik.

A tad (tight adherence) makromolekularis rendszer, mint a II szekrécids rendszer egy Osi formdja, szamos
baktérium és archea fajban megtalalhaté struktira. A hosszd, nyalabokba rendez6d6 Flp (fimbrial low
molecular-weight protein) pilus felépiiléséért felelés 13-14 gént (flpl, -2, rcpCAB, tadZABCDEFG) egy
megkozelitdleg 12 kb hosszu 16kusz kddolja.

Ez a struktira felelés a baktérium kiillonbozd feliiletekhez torténd szoros, de nem specifikus tapadasaért,
valamint elengedhetetlen a biofilmek kézddéséhez. A P multocida torzsek altal hordozott tad 16kusz jelentds
hogy Flp pilus kifejezédésére fizikai bizonyitékot nem talaltak P multocida-ban, az iranyitott mutagenezis
vizsgalatok bizonyitottak, hogy az flp és a tadD génben bekdvetkez6é mutaciok egyarant jelentds hatassal vannak
a virulencidra.

A P multocida torzsek tad 1okusza foként strukturalis géneket (tadV, rcpABC, tadZABCDEFG) tartalmazo
szekvencia homologiat (atlagosan 98%) mutattunk ki mind a génbanki, mind a sajat térzseinkben. Ugyanakkor
mindkét megkozelitésben, azonos topologiaval, elkiilonithetk voltak az A:1, és az egyéb A illetve F szerologiai
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A 1V tipust pili vagy fimbria (T4P) a Gram negativ baktériumok széles korében elterjedt. A struktarat egyedivé
a gyors szét- és Osszeszerelddési képessége teszi, mely sajatos mozgast (twitching motility) biztosit a baktérium
szdmara a kiilonboz6 feliileteken. Tovabba, szerepe van a baktérium kezdeti megtapadisaban a
gazdaszervezetben, valamint a biofilmek kialakitasaban.

A Dbels6-, kiills6 membranon és a periplazmatikus téren ativeld struktira felépiilésében és miitkodésében szdmos
fehérje vesz részt (PilA - X P. aeruginosa). A P multocida esetében pilA, B, C, D, F és pulG/ hofG homoldgok
azonositasa tortént meg. Ezen gének fehérjetermékei elsddlegesen strukturalis fehérjék: PilB - a
polimerizacidohoz energiat biztositdé ATPaz, PilC — a belsémembranban rogziilt szekrécios fehérje, PilD — a
fimbriat felépitd alegységfehérjék aktivalasaért felelés peptidaz, PilF - a kiilsémembranban rogziilt szekrécios



fehérje kiséréfehérjéje. A fenti fehérjéket kodold gének vizsgalata nem mutatott jelentds eltéréseket (0.6 — 1.2%)
a P multocida torzsekben. Kivételt a pilF gén N terminalis régidja jelentett, ahol az F buroktipusu tdérzsek
elkiiloniiltek (1.8%) a tobbi torzstél. A gének egységességének oka a struktira megorzottsége lehet. A
pulG/hofG pseudopilin génben a helyzet a fentickkel hasonld volt. Az ftpA (pilA) kisalaegység fehérje génjében
a korabban altalunk felismert allélizacido (A és B allél tipus) ugyan megmutatkozott, bar a szarvasmarha
izolatumok kozt csak elenyészd szamban fordul eld A:1 torzs, igy a ra jellemzo A allél tipus is. Az egyéb torzsek
kozti szekvencia diverzitds az adott szakaszon azonban elhanyagolhatonak (<1.4%) mutatkozott, igy e gén
tovabbi tipizalasra nem volt alkalmas.

A Hsf (Haemophilus surface fibril) a bakterialis sejtfelszin vékony, révid fimbrialis strukturaja. A hsf gének altal
kodolt nagy molekulastlyt autotranszporter fehérjék homotrimer formaban aktivak és bizonyitottan szerepet
jatszanak a légutak epithelialis sejtjein valéo megtapadasban, valamint a bakterialis invazioban.

A P multocida torzsekben 2 hsf homolég gén van jelen (hsfl, -2). Mindkét gén, populacioban valé eléfordulasa
altalanosnak mutatkozott (67 — 100%) a baromfi eredetli térzsekben, mig a hsfl gén gyakorlatilag nem volt
kimutathat6 (1) a szarvasmarha eredetii izolatumokban az irodalomban leirt primerek segitségével.

Ezzel ellentétben azonban a teljesgenom szekvencidk analizise a hsfl gén jelenlétét minden egyes esetben
igazolta. A megvizsgalt P multocida torzsek hsf génjeiben azonosithatd volt az autotranszporterekre jellemz6
harmas tagolas (NCBI Conserved Domain Search): az N terminalis szignal szekvencia (ESPR extended signal
peptide of Type V secretion system), a passenger domain, és a 4 B-helikalis transzmembrant tartalmazoé C
terminalis transzlokator domain (YadA-like C-terminal region). A szekvencia variabilitas mindkét gén esetén, a
passenger domainre helyezédott, és nukleotid szinten 13-59% szinten ingadozott, ami kihatassal lehet az e
régioban elhelyezkedd receptor (kollagén) koté helyek (BD1,2,3) specificitasra, és sejtadhézids affinitasra.
Mindkét génben fellelhetd volt az autotranszporter fehérjékre jellemzd, eltérd tapadasi affinitast képviseld
HiaBD1 (DAV) és HiaBD2 (QAV) — szerii receptor-kotd zsebek. Megoszlasuk a kiilonbozé génekben és
torzsekben jelent6sen eltért. A génekben szekvencidlis allélikus differencidcié volt azonosithatd, mely
lehetdséget nyujt a torzsek markerezésére.

Az adheziv strukturak szekvencia vizsgalataval kapott eredmények alapjan, a funkcionalis génekben kimutathato
allélizaciot felhasznalva, differencidldo PCR-kat terveztiink, melyek egyrészrél a kiilonbozé strukturalis
valozasok egylittallasat, masrészrdl az egyszerlibb €s gyorsabb torzsszelekciot hivatottak eldsegiteni.

Ennek megfelelden 3 primeres differencialdo rendszerben a IV tipusu pili funkcionalis fehérjéjének, ftpA
kisalaegység génjében két, A és B allél tipus, a Tad struktira funkcionalis fehérjéjének, flp kisalaegység
génjében harom, A, B és C allél tipus parhuzamos detektaldsara nyilt médunk. Az autotranszporter fehérjék
génjeiben (hsf-1, -2) tapasztalt szekvencia diverzitas jabb 3-3 allél elkiilonithetéségére utalt. Azonban a hsf-1,-2
génre specifikus rendszer kisebb szekvencia eltéréssel négy tipus megkiilonboztetésére bizonyult alkalmasnak. A
hsf-2 gén esetében tovabbi valtozatok 1étezését sejteti a nem reagald torzsek egy csoportja. Az autotranszporterek
DNS, fehérje alapu és funkcionalis diverzitasanak vizsgalata tovabbi figyelemre tarthat szamot.

A P. multocida, a kiilonb6z6 madar és emlés fajokban egyarant, a felsé légutakban altalanosan el6fordulo
opportunista patogén baktérium, mely az alsdé légutakba jutva gyulladasos folyamatokat inditva valt ki
megbetegedést. A baktérium nyalkahartyakon valé fennmaradasat, a szervezet mechanikai és kémiai tisztitd
mechanizmusainak elkeriilését, a megfeleld tapadasi képesség teszi lehetévé. Annak érdekében, hogy képet
alkothassunk a vizsgalatainkba vont torzsek tapadasi képességeirdl, a struktira és szekvencia vizsgalatokkal
parhuzamosan in vitro sejtadhézios kisérleteket végeztiink. A vizsgalatokban birka tiid6- és szarvasmarha trachea
epitelialis sejtvonalakat kivantuk hasznalni, az alsobb légutak kiilonbozd szakaszainak reprezentalasara. A tiid6é
sejteken végzett vizsgalatok demonstraltak, hogy, az eltér6 adhézios készlettel rendelkezd tdrzsek tapadasi
képessége kiilonbozé. Egyértelmili 0sszefliggés, azonban nem volt kimutathatd. Figyelembe véve, hogy a
vizsgalatok igazoltak, hogy az altalanosan hasznalt detektalé rendszerek pontossaga az egyes struktirak esetében
kiilonbdzo, azok, ellentétben a korabbi eredményekkel, eltéré formaban, de jelen vannak a legtobb tdrzsben, az
Osszefliggések feltardsa tovabbi részletes vizsgdlatokat kovetel. A trachea sejtvonalon tervezett parhuzamos



vizsgalatokat a sejtvonal fenntartdsaban bekdvetkezett problémak miatt csak a késébbiekben all modunkban
elvégezni és értékelni.

A palydzati munka, a bekoOvetkezett szakmai atszervezések folytdn 1j témateriilet - hal bakteriologia —
megkezdésének ¢és folytatasanak igényének felmeriilésével, kibdvitésre keriilt.

Természetes vizeinkb6l (Balaton, Kis-Balaton, Tisza-t6, Duna), valamint togazdasagokbol és horgasztavakbol
végzett hal-bakterioldgiai felmérd vizsgalatok elsédlegesen a Flavobacterium és Aeromonas nemzetség tagjainak
prevalancigjat célozta. Azonban szamos egyéb hal és human potencialis korokozd baktérium (Acinetobacter sp.,
Chryseobacterium sp., Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Shewanella
sp.) izolalasa is megtortént a vizsgalatok soran.

A Flavobacterium fertdzottség vizsgalata az uszony- és farok rothadasat, tovabba fekélyes bérelvaltozasokat
okozo, F. johnsoniae faj dominans el6fordulasat mutatta. A térzsek 16S rRNS gén PCR-RFLP vizsgalata soran 2
genotipus volt azonosithatd. A tdrzsek antibiotikumok irdnti érzékenységének vizsgalata tiz, a haltenyésztésben
hasznalatos szerrel szemben nagyfoku rezisztenciat mutatott annak ellenére, hogy tobbségiik gyogykezelés-
mentes halakbdl szdrmazott. A kordbbi eredményeik alapjan, a multirezisztens F. johnsoniae, mint a vizi
¢letterek egyik lehetséges antibiotikum rezisztencia rezervoarjanak prevalencia térképezését végeztik el
Magyarorszag kiilonb6zé foldrajzi teriiletein elhelyezkedé pontytermelé toégazdasdgokban. Ennek soran
megallapitast nyert, hogy a mesterséges vizterek tobb mint 50%-a fert6zott, mely a kedvezdtlen kdrnyezeti
faktorok és a zsufolt tartas kovetkeztében robbanas szerli, nem vagy nehezen kezelhetd, tomeges elhullast
eredményez6 megbetegedés forrasa lehet.

Az irodalmilag elfogadott azonositd és molekularis tipizalo vizsgalat (cnp60 hésokk protein szekvencia elemzés)
az izolalt Aeromonas torzsek tobbségét egy fajba (A. veronii) tartozoként azonositotta. A tovabbiakban a torzsek
foként enzimatikus sajatsagokat kodold virulencia faktorok jelenlétét vizsgaltuk. Az A. veronii torzseket a
virulencia gének megoszlasa és a Daphnia magna felhasznalasaval elvégzett tesztben mutatott patogenitasi
képesség alapjan osztalyoztuk. Az A. veronii és egyéb, mezofil Aeromonas fajok (A. sobria, A. caviae, A. media,
A. hydrophila) zoonotikus potencialjanak felmérésére 6sszehasonlitd molekularis vizsgalatokat végeztiink hal és
klinikai mintakbol szarmazo torzseken. Ennek alapjan megéallapitottuk, hogy az egyes fajok egyedi virulencia
faktor készlettel birnak. Tiz, a haltenyésztésben hasznalatos antimikrobidlis szerrel elvégeztiik az A. veronii
torzsek rezisztencia vizsgalatat. Az 6roklott ampicillin rezisztencian tal, szamottevé antibiotikum rezisztenciat,
csak a human eredeti torzsekben volt kimutathat6. A torzsek tobb, az irodalomban hasznalatos, haztartasi génjén
(rpoD, gyrB, dnal) végzett elemzés a faji hovatartozast megerésitette ugyan, de tovabbi egyértelmi
o0sztalyozasra nem adott lehetdséget.



The adherence to mucous membranes of the host is the determinative stage of pathogenecity of Pasteurella
multocida. The process is controlled by different cell surface molecules. Although the virulence factors of P
multocida have been examined for a long, we still know little about the adhesive structures. Detailed studies
were carried out only on mucopolysaccharide capsule and some outer membrane proteins. The features of
accessory molecules involved in cell adhesion are hardly known, though the random mutagenesis assays alluded
to their importance.

In P multocida strains, there are different types of adhesion molecules, like autotransporters (Hsf-1, -2),
filamentous hemagglutinins (PfhB1, -B2), and fimbriae or pili (Type IV fimbriae — Ptf, "tight adherence"
structure - Tad). The start point of our work was to survey the prevalence of these putative adhesins within the
population of equivalent groups of different host species (poultry, cattle) using by both literary and in-house
designed primers on characteristic gene regions.

Presence or absence of certain structures also was checked on complete genome sequences (P multocida X73;
P1059; PM70; 36950; HNO6; 3480; accession no.: CM001580; CM001581; AE004439; CP003022; CP003313;
CP001409, respectively) at the Genebank using Mauve (multiple genome alignment) program with
progressiveMauve algorithm. High prevalence of hsf2, ptfA genes, detected by PCR assays within avian and
bovine strains (92 - 100%) were agreed with the data in the GeneBank but not the random incidence (2-67%, 52-
79%, respectively) of other structures (hsfl or tadD). The molecular analysis of the genes encoding proteins
involved in the construction or the biosynthesis of the respective molecules was accomplished in representative
bovine strains for identification of characteristic sequence differentiation.

The Tad (tight adherence) macromolecular systems, such as an ancient form of 1l secretion system can be found
in many bacteria and Archea species. The adhesive Flp (fimbriae low molecular-weight proteins) pili, assembled
as bundles of long, thin fibrils on the cell surfaces, is encoded by 13-14 genes (flpl, -2, rcpCAB, and
tadZABCDEFG) located in the approx. 12 kb-long locus of the genome. The structure is responsible for a tight,
non-specific adhesion to different surfaces and essential for biofilm formation as well. Based on computer-aided
molecular analysis the Tad locus included P multocida genomes presents significant homology with the adequate
region of A. actinomycetemcomitans. Although, physical evidence is absent for the expression of the Flp pili in
P multocida, the site-specific mutagenesis on the flp and tadD genes revealed their major role in the virulence.

Partial sequence analysis of Tad locus contained mainly structural genes (tadV, rcpABC, tadZABCDEFG)
demonstrated a high rate (average 98%) sequence similarity of both individual genes and the whole region. In
both approaches, the A: 1 strains separated with the same topology from other strains possessed capsule type A
or F. The low sequence variability of this region can promote to keep the proper function of the structure.
Considerable diversity (approx. 30%) was only detected in the 3 'end region of the functional gene (flp) referring
existence of three different alleles, at least.

The type IV pili (T4P) are long, thin, flexible filaments that are widespread within Gram-negative bacteria. The
quick assembly-disassembly makes the structure unique and important. It provides peculiar bacterial movements
(twitching motility) on the different surfaces. Moreover, it has a role in the initial stage of adhesion and the
biofilm formation.

Many proteins (PilA - X P aeruginosa) are involved in the assembly and function of the structure spanned over
the inner, outer membrane and the periplasmic space. In P multocida the identification of pilA,-B, C, D, F and
pulG/ hofG was carried out. These genes are coding mainly structural proteins: PilB - serve energy to the
polymerization ATPase, PilC - the secretin protein in the inner membrane, PilD — peptidase responsible for
activating the subunit of fimbriae, PilF — the chaperon of the secretin protein in the inner membrane. Significant
diversity was not detected in the sequence analysis of these genes (0.6 - 1.2%). The only exception was the N
terminal region of the pilFgene where the capsule type F strains that separated from the others (1.8%). The
highly conserved sequence in these genes can promote to keep the proper function of the structure. The
previously identified allele differentiation (type A and B) in ftpA (pilA) gene of subunit protein was detected,
but the occurrence of A:1l strains possessed ptf type A among the bovine strains was negligible. Sequence
diversity the adequate region in other strains was low (<1.4%), further typing it was not suitable.



The Hsf (Haemophilus surface fibril) is a thin, short fimbrial structure on the bacterial cell surface. The high-
molecular mass autotransporter proteins encoded hsf genes are functional in homotrimeric form. All of these
proteins play a role in colonization of the upper respiratory tract and bacterial invasion. In P multocida strains
two hsf homologous genes are present (hsfl, -2). The incidence of both genes was general (67-100%) within
strains isolated from poultry, while the hsfl was hardly detected with the literary primers in the bovine strains.
Although the whole-genome analysis detected hsfl homologous gene in each deposited P multocida genomes.
The structure of these genes was similar to the autotransporters in other species (NCBI conserved domain
Search) containing the N-terminal signal sequence (ESRP extended signal peptide of Type IV secretion system),
the passenger domain, and the 4-B-helical transmembrane C-terminal translocator domain (YadA-like C-terminal
region). Significant sequence variability (range from 13 to 59%) situated on the passenger domain in both genes
that could affect the specificity and affinity of the receptor (collagen) binding sites (BD1, 2,3). In both genes
harbour the HiaBD1 (DAV) and HaND2 (QAV) binding pockets that specific for the autotransporters, they
recognize the same receptor, but bind it different affinities. The incidence of the genes in the different strains
was various, sequential allelic differentiations could be identified in them. Based on the information resulted
sequence analysis of genes of adhesive structures, differential PCRs was designed on the functional genes that
permitted studying the conjunction of allele types and made the strain selection easier.

Accordingly, using PCR assays applied 3 primers (a forward and two different reverses) could be detected two
allele types (A and B) in the ptfA gene coding subunit of type 1V pilus, and three different allele types (A, B,
and C) in the flp gene coding subunit of the Tad macromolecular system, simultaneously. The nucleotide
sequence diversity of the autotransporter genes (hsf-1, -2) referred to be three distinct allele types at least.
However, both of the hsf-1, and -2 specific PCR assays to distinguish four allele types with minor sequence
differences. The strains presented negative reaction in the hsf-2 specific PCR suggest the existence of additional
allele type(s). The diversity on the nucleic acid and amino acid sequence levels and in the function of
autotransporters required further studies.

P multocida is an opportunistic pathogenic bacteria that common inhabitant of the upper respiratory tract in both
birds and mammals to get into the lower airways induce inflammation and elicit disease. The proper adhesive
bacterial affinity to the host cells facilitates the survival of the mucous membranes avoiding the host clearance
mechanisms. Parallel with the sequence and the structure studies, in vitro adhesion assays were planned to
perform on the sheep lung and the cattle tracheal epithelial cell lines representing different parts of the lower
respiratory tract, to get more information about the adhesive capabilities of the strains. The studies on the
primary sheep lung cells demonstrated the affinity of the strains with different adhesive tool set were various, but
obvious correlations could not be detected. Considering that the nucleotide sequence analysis revealed to the
deficiencies related to the presence of adhesive structures in the commonly used detection assays for the
recognition of nexus between the results further detailed investigations required. The studies on the bovine
tracheal cell line were delayed by problems with the maintain of the cell line, those will be executed only in the
future.

The reorganization of the research teams by the directorate demanded the expansion of project work with a new
topic as a fish bacteriology.

The main aim of the work was to evaluate the prevalence of Aeromonas and Flavobacterium species in the
Hungarian freshwater sources like Lake Balaton, Kis-Balaton, Tisza and river Danube, furthermore in the fishing
ponds and fishery farms. However, many of potential fish and human pathogenic bacteria (Shewanella sp.,
Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Chryseobacterium sp., and Acinetobacter sp.) were also
isolated in addition to them during the study.

The investigation of the incidence of Flavobacterium caused fin and tail rot and ulcerative skin lesions,
demonstrated the dominance of F johnsoniae species. In the PCR-RFLP assay on the 16S rRNA gene of isolated
F johnsoniae strains identified two genotypes. Study of the strains’ antibiotic susceptibility against ten
antimicrobial agents commonly used on fishery farms, showed high antibiotic resistance, despite the majority of
the strains isolated from the drug-untreated fish.



By the previous results, the prevalence survey of multidrug-resistant F johnsoniae such as a putative antibiotic
resistance reservoir in the aquatic environments, was carried out on the carp fish farms in different geographic
areas in Hungary. During the study, more than 50% of the fishery farm ponds were found infected and together
with predisposing factors and overcrowding, it can be a source of a rapidly spreading and difficult to handle
disease resulting mass mortality.

The molecular identification method (the sequence analysis of the cnp60 heat shock protein gene) adopted from
the literature has identified the majority of isolated Aeromonas strains as an A veronii species. Henceforth, the
presence of the virulence factors, mainly encoding the tissue-destructive enzymes were examined in the strains.
The A veronii strains were grouped based on the distribution of virulence genes and the pathogenicity in the
Daphnia magna toxicity test. For the estimation of the zoonotic potential of the A veronii and the other
mesophilic Aeromonas strains (A sobrie, A caviae, A media, A hydrophila) isolated from clinical samples and
from fish were subjected to comparative molecular studies that demonstrated each species possess a unique set
of virulence factors. The antibiotic susceptibility examination of A veronii strains against ten antimicrobial
agents commonly used in fishery farms was performed. However, beside the innate ampicillin resistance,
considerable resistance to other antibiotics was detected only in human origin strains. The sequence analysis of
some housekeeping genes (rpoD, gyrB, dnal) used generally in the literature, confirmed the taxonomic
classification, but did not provide a base for further categorization.
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