1. Uropathogén Escherichia coli f6 virulencia faktorainak el6fordulasa beteganyagban

Uropathogén Escherichia coli torzseket gytjtottiink klinikai beteganyagokbol. 250 torzs
fenotipusos elemzése szerint a torzsek 53,3 %-a termel kdzonséges fimbriat, mig 41,2 % P-
fimbria pozitiv. Az izolatumok 64,0 % bizonyult alfa-hemolizin termeldnek. A vizsgalatok
alapjan erds pozitiv korrelaci6 mutatkozik a két legfontosabb virulencia tulajdonsag, a P-
fimbria hordozés és az alfa-hemolizin termelés kozott: a haemolysin termeld torzsek 84,7 %-a
P-fimbria hordoz6. A torzseknek minddssze 15,7 %-a nem rendelkezett a fenti harom
virulencia faktor egyikével sem. A virulencia tényezOk széles skalajanak genotipusos
detektalasahoz sziikséges pathochip beszerzése az eredetileg kivalasztott cégtdl az ott tortént
személyi valtozasok miatt nem valosulhatott meg. Ezért ujabb céget kellett kivalasztanunk a
chipek elkészitésére. Az ebbdl adodo jelentds késedelem miatt ezen vizsgalatokat még nem
tudtuk befejezni, az eredményekrdl sziikség esetén egy késobbi kiegészitd beszamolot
készitek.

2. Az alfa-haemolysin rokonsaga Escherichia és Proteus fajokban

Az Escherichia coli és a Proteus fajok alfa hemolysinjeinek antigén rokonsagat korabban
igazoltuk. Génprobak segitségével a P. penneri-ben az E. coli operonjahoz szerkezetileg
hasonl6 haemolysin operont sikeriilt kimutatni. Hibridizacids és funkcionalis vizsgéalatokkal a
rendelkezésre allo spontan haemolysin negativ P. penneri delécios mutansban a delécio helyét
a hlyA és hlyB cisztronokra lokalizaltuk. Kisérleteket végeztiink annak vizsgalatara, hogy a P.
penneri-ben a haemolysin operon pathogenitasi szigeten helyezkedik-e el, de az E. coli-ban
alkalmazott methodika ebben a baktériumban nem miikodott. Megemlitjiilk, hogy angol
kutatoknak P. morganii rendszerben hasonldan negativ tapasztalatokat szereztek.

3. E. coli pathogenitasi sziget in vivo transzfere.

Escherichia coli pathogenitasi sziget in vivo atvitelét a hatékony szelekcios lehetségre
tekintettel az a-haemolysin operont, mint virulencia gén csoportot tartalmazo sziget (E. coli
536 PAIII) transzferével kiséreltilk meg. Ez a modell a megfelelen szelektivvé tett véresagar
taptalaj haszndlataval a szigetet atvett rekombindnsok direkt felismerését teszi lehetévé a
haemolysalé tulajdonsag alapjan. Mivel szamos Escherichia coli torzs az a-haemolysin
determinansokat plazmidon hordozza, e virulencia géneket hordozo plazmid 6nmagéaban is
egy kromoszomatol fiiggetlen pathogenitasi szigetnek tekinthetd. Donornak az E. coli P673
torzset valasztottuk, amely a haemolysin operont egy konjugativ transzferre nem képes
plazmidon hordozza. Ugyanakkor a torzs egy konjugativ plazmidot is tartalmaz, amellyel a
haemolysin plazmid kointegratumot képes alkotni. A haemolysin plazmidot egy néma
szekvenciaban ampicillin transzpozonnal jelolve mar korabban vizsgéltuk azt, hogy a helper
plazmid segitségével atvihet-e egy E. coli K12-es torzsbe in vitro rendszerben. Mivel ez
sikeriilt, megkiséreltiik az in vivo transzfert egerek bélcsatornajaban. A donor €s recipiens
kiilon-kiilon torténd oralis bevitele utan a haemolysin termeld rekombinansra iranyuld
megfeleld szelekcios modszerrel ki tudtuk mutatni a két plazmid egyiittes méretének
megfeleld nagysagu (61,6 + 114,8 = 176,4 kilobazis-par) kointegralt haemolysin plazmidot
hordoz6 E. coli K12 szarmazékot az egerek székletében. A haemolysin determinansokat
kromoszdmalis pathogenitasi szigeten hordozo torzs esetében a sziget-transzfer bonyolultabb.
Itt elészor a kromoszoémabdl spontan kivagddo szigetnek kell egy konjugaciora képes
plazmidba integralodnia a transzferhez. Egy ilyen rendszer in vitro kialakuldsanak lehetéségét
szintén korabban igazoltuk. A kromoszomalis sziget in vivo transzferének elsé 1épése a sziget
excizidja a kromoszomabol. Ezutan egy konjugativ helper plazmiddal kointegralodva juthat at



masik E. coli térzsbe. Legljabb kisérleteink szerint a kromoszoémabdl kivagodott és a helper
plazmiddal integralddott sziget in vivo is atvihetd. A kisérletetben az E. coli 536 jelzést
uropathogan torzs a-haemolysint kodold pathogenitédsi szigetét transzportaltuk ilyen mdédon
vissza ugyanezen torzsnek a szigetet elvesztett delécios mutansdba. A deléciot szenvedett
szakasz a tOrzsbe bevitt RP4 eredetii, chloramphenicol rezisztenciat kozvetitd helper
plazmiddal kointegralédott, majd a kointegratumot vittiik at egy E. coli K12 torzsbe. Ezt a
torzset donorként és a vad torzs szigetet elvesztett szarmazékat recipiensként alkalmaztuk az
in vivo transzfer kisérletben. A két torzset egy oras kiilonbséggel adtuk be oralisan egereknek.
A székletbdl torténd tenyésztéskor chloramphenicollal kiegészitett laktoz minimal taptalajt
hasznaltunk. A laktdéz negativ donortérzset nutritiv tulajdonsadga, a recipienst pedig
chloramphenicol érzékenysége alapjan kontraszelektaltuk. A taptalajon csak a kointgralt
plazmidot felvett rekombinans képes szaporodni. A végleges identifikalds a haemolytikus
tulajdonsdg megjelenése, a recipiens immunsavoval torténd azonositdsa és recipiens-,
valamint sziget-specifikus PCR reakciokkal tortént. Az atvitel valtozatos kisérleti paraméterek
mellett is bekovetkezett. Logaritmusos vagy stacioner fazisban 1évé donor és recipiens
kultardk alkalmazasa, 37 °C vagy 20 °C inkubdacids hémérséklet, 24 vagy 48 6ras inkubavid
egyarant lehetdvé tette a transzfert. Ugyanakkor meglehetdsen magyas csiraszam alklamazéasa
volt sziikséges: donor legalabb 10° csira, recipiens legalédbb 10° csira. Ilyen csiraszamok a
rezervoar vastagbélban jelen lehetnek.

Osszesen 166 kisérletet végeztiink, amelyekben 127 fiiggetlen transzkonjuganst nyertiink. A
teljes PAI 116 transzkonjugdnsban volt jelen, mig deléciot szenvedett PAI-t 11
transzkonjugénsban talaltunk. 83 esetben a PAI a kromoszémaba integralodott, a tovabbi
szarmazékokban kointegralt plazmidként a citoplazmaban volt jelen.

Kovetkez6 célunk a PAI visszavitele volt az eredeti hordozo torzs negativ szarmazékaba
egerek bélcsatorndjaban. 10%-10" csirat alkalmazva is csak néhany transzkonjugénst
nyertiink, amelyekrdl igazolmi tudtuk biokémiai, szerologiai és PAI fajlagos DNS mintakkal
igazolni tudtuk, hogy valdban recipiens torzs PAI-t felvett szdrmazékai. A haemolysin pozitiv
rekombinansok virulencidjanak vizsgalata is megtortént, aszcendalod hugyuti egérmodellben a
haemolysin termeld rekombinansok a nem haemolisaldé avirulens recipiensekkel szemben
minden esetben virulenseknek bizonyultak: 10° nagysagrendii csira bevitele esetén az allatok
elhullasat valtottak ki.

Az alacsony in vivo transzfer frekvenciara tekintettel megismételtiik a kisérleteket olyan
egerekben, amelyek fakultativ vastagbél florajat elézdleg streptomycinnel kiirtottuk. A
kisérleteket nem tudtuk befejezni, mert a haemolysin pozitiv donor az intravazalis haemolysis
tiineteinek kiséretében az allatok elhullasat okozta. Ez a megfigyelés az orvosi gyakorlatban is
figyelemre érdemes gyakorlati jelentéséggel birhat. Az orvosi gyakorlatban a streptomycin
hasznalata ugyan hattérbe szorult, de a mikrobiotat (bélflorat) hasonléan befolyadsold
antibiotikumokat rendszeresen haszndlnak. A jelenség kisérletesen (Koch posztulatumok)
igazolja a haemolysin szerepét azon irodalombdl irodalomban kozolt human esetekben,
amikor olyan személyekben alakult ki akut haemolytikus krizis, akik a bélcsatornajukban az
alkalmazott antibiotikummal szemben rezisztens heamolysin termelé E. coli torzset
hordoztak.

4. Az alfa-haemolysin operon atvitele kiilonb6z6 genusok képviseldi kozott

Mivel a haemolysin operon GC aranya nem az E. coli (50 %), hanem a Proteus fajok GC
aranyanak (38 %) felel meg, feltehetéen a haemolysin operont hordozé archetipus Proteus



volt.. Ezért sikeres in vitro kisérletek utan a haemolysin gének atvitelét megkiséreltiik
Proteus donorbol E. coli-ba az egerek bélcsatornajaban is. A transzfer, bar rendkiviil alacsony
frekvenciaval, de in vivo is 1étrejon.

5. Az egyes virulencia faktorok pathogenetikai szerepének vizsgalata egérkisérletekben

Az extraintestinalis Escherichia coli (EXPEC) virulencigjaért felelos faktorok egyenkénti
szerepének vizsgalatara az egyes faktorok termelésében mutans, illetve tobbszordés mutans
szarmazékokat hasonlitottunk Ossze egérmodellekben. Elsddleges célunk ezen szélesebb
EXPEC kategorian beliil az uropathogenitast (UPEC) befolydsold tényezOk hatdsanak
elemzése volt. Erre valod tekintettel a legrelevansabb modell az aszcendaldé hugyuti fert6zés
volt. Emellett intravénas és inhalacios modelleket allitottunk be. Az egyes virulencia faktorok
hozzéjaruldsa a teljes virulencidhoz az egyes modellekben kiillonb6z6 volt. Mindharom
modellben meghatarozo szereppel birt az alfa-haemolysin termelés: elvesztése esetén a
szarmazék avirulenssé valt, vagyis az egyes modellekben alkalmazhaté legmagasabb
csiraszam (intravénasan és intranazalisan 10° csira, intravezikalisan 10° csira) sem okozta az
allatok elhulldsat. A hugyuti modellben emellett a fimbria altal kozvetitett kolonizacids
készségnek ¢és a tokképzésnek is nagy jelentdsége volt. A kolonizacios P-fimbria elvesztése a
letalis dozis mintegy ezerszeres, a tokképzés hianya mintegy szdzszoros emelkedését okozta.
A jelenséget azzal magyardzzuk, hogy a korokozonak a holyagban eldszor kolonizalodnia kell
ahhoz, hogy a vesemedencébe, a vese szoveteibe, majd végiil a keringésbe keriiljon a lethalis
uriszepszis kivaltasahoz. A holyag kolonizédciojaban az adhézids fimbrianak és az antifgociter
toknak van jelentds szerepe. A fimbria- vagy tokmentes, de haemolysin termelé mutanst
kozvetleniil a keringésbe juttatva viszont kozvetleniil generalizalt fert6zést modelleztiink, ahol
a kolonizacios 1épésre nincs sziikség.

e re s

Korabban kimutattuk, hogy az Sfa és Prs fimbidk regulacidés mechanizmusai kézott pozitiv
kolcsonhatas  (,,cross-talk”) 4all fenn. A jelen periddusban egy negativ ,.cross-talk”
mechanizmust deritettiink fel: az Sfa fimbria regulator génje az 1-es tipust fimbria és csillok
mennyiségi expresszidjat csokkenti.

Az tgynevezett nucleoid fehérjék koziil a H-NS és StpA fehérjék virulenciat szabalyozé
szerepe ismert volt. Egy tovabbi nucleoid fehérje, a Hfp szabalyozo szerepét mutattuk ki a
fimbria antigének és a tok expresszidjaban, azaz a hugyuti kérokozo képességben. Emellett
igazoltuk, hogy a Hfp fehérje a bakterialis novekedési rata pozitiv szabalyozasaban betoltott
szerepével is hozz4ajarul a korokozé virulenciajahoz.

7. Egyéb vizsgalatok

A palyazat célkitlizéseinek megvalositdsdhoz mindig biztonsagi rahagyassal kellett rendelni
az egereket. A rahagyasbol marado egereket Candida, Salmonella és Klebsiella torzsek
vizsgalataban hasznositottuk.

Candida albicans stressz mutansainak virulencia valtozasait irtuk le.

Salmonella regulacios mutanssal végzett vakcinacios kisérletekben vettiink részt.



Polarizaciés optikai modszerrel kimutattuk, hogy Klebsiella pneumoniae torzsek
megvaltoztatjdk. A valtozas tokkal rendelkezd baktériumokban csak oOrdkkal késébb
kovetkezik be, mint a toknélkiili izogén mutansokban.

Rendezvény szervezése: A Network of Excellence ,,EuroPathoGenomics” kiértékeld
zardkonferencidjat rendeztiik meg Pécsett 2010 aprilis 24-24. kdzott.

Megjegyzés: A publikacidos jegyzékben szerepld kozleményeken kiviil a pathogenitasi
szigetek transzferére vonatkozo kézirat napokon beliil elkésziil a Microbiology GSM
folyoirathoz, a pathochip vizsgalatok kiértékelése utan még egy tovabbi kozlemény készitése
varhato.



