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A téma cime: Egy (j citotoxinnak, a cytholethalis distending toxinnak (CDT)
magyarorszagi eléforduldsa és molekuléris bioldgia jellemzése

A kutatas idétartama; 2002-2005

Bevezetés és célkitizések

A cytolethalis duzzaszté (distending) toxin (CDT) egy Uj és nagy jelentéséggel rendelkezé
bakterialis citotoxin csalad. A CDT-t els6 sorban Escherichia coli termeli, de egyéb human és
allatorvosi jelentéséggel rendelkez6 baktérium fajokban is kimutattdk. A CDT az els6 olyan
bakterialis toxin, amely az arra érzékeny eukaridta sejtek mitozisat megakadalyozza azaltal,
hogy a sejtciklust a G2/M fazis hataran specifikusan leéllitja. Az els6ként human
enteropathogen E. coli-ban (EPEC) kimutatott toxin masok és sajat vizsgalataink szerint is
egyéb pathogenetikai csoportokban is eléfordul: igy pl. kimutattuk a CDT-t a malacok
valasztasi hasmenésében és human uropathogén térzsekben is.

Jelen palyazati munka célja volt

e A CDT-nek kulonbdzé haszonallatokbdl, emberbdl és élelmiszerbél izolalt E. coli és
egyeb  baktérium  (Salmonella, Enterobacter, Shigella) tdrzsekben valo
elterjedtségének vizsgalata

e A CDT-termelé E. coli torzsek egyéb virulencia faktorainak és fenotipusos
tulajdonsagainak meghatarozasaval a jellegzetes Magyarorszagon elterjedt kldénok
molekularbioldgiai jellemzeéset kivantuk adni

e A diagnosztikai munka fejlesztésére a cdt kimutatasara és tipizaldsara alkalmas
kaléonb6z6 PCR mddszereket kivantunk kialakitani. Ezen tal nemzetkozi
egyuttmikodés keretében CDT specifikus monoklonalis ellenanyagokat kivantunk
eléallitani

e Feltételezve egy Uj cdt varians létezéseét, terveztiik annak a genetikai jellemzését, a cdt
operonnak a klénozasat es nukleotid sorrendjének a meghatarozasat,

e Valamint az Uj toxint hordoz6 reprezentaiv torzzsel allatkisérlet vegzését.

Az elvégzett munka és eredmények
A CDT monitorozasa és a CDT-termelé E. coli térzsek feno- és genotipusos jellemzése

Az eredeti célkitiizéseinknek megfeleléen hazai haszonéllatokbdl, emberbdl és
élelmiszerekbdl izolalt E. coli torzsekben monitoroztuk a CDT elterjedését. A vizsgalataink
kiterjedtek sertéshol, nyulbol, baromfibdl, és fokent hugyati infekcidk soran emberbdél izolalt
E. coli torzsekre, de vizsgaltunk verhast okozé eneteroinvaziv E. coli (EIEC) és Shigella
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torzseket valamint a Nemzeti Orvosi Torzsgyijtemény referencia torzsei kozil S. sonnei
(n=3), S. flexneri (n=2), S. boydii (n=3), S. dysenteriae (n=3) referencia torzseket, 1-1
Enterobacter cloacae, ill. Enterobacter agglomerans és két Citrobacter freundi referencia
torzset, ill. 1-1 Salmonella enteritidis, S. hadar és S. infantis torzset. Nyolcvan vérhas-eredeti
E. coli torzset, melyek 12 kulénbdz6 szerocsoportba tartoztak és 43 Shigella — 23 S. flexneri,
13 S. sonnei, 2 S. boydii és 1 S. dysenteriae— torzset Pal Tibor (PTE, AOK) bocsétotta
rendelkezésiinkre.

Mivel a cdtABC operon génjei kozll a cdtB gén a legkonzervaltabb, ezért egy olyan
multiplex PCR rendszert terveztiink és alkalmaztunk, mely a cdtB génre 2-2 primert
tartalmazott. Ezen rendszer alkalmasnak bizonyult minden eddig szekvendlt cdt gén (cdtl,
cdtll és cdtlll) kimutatasara (Téth I. és mtsai, 2003 a).

A Korabbi ilyen iranyl enterotoxikus E. coli (ETEC) vizsgalatokkal ellentétben
sertések valasztasi hasmenésébél izolalt 82 enteropathogén E. coli (EPEC) egyike sem
hordozta a cdt gént. Szintén nem fordult el6 a cdt gén a nyulak hasmenéses
megbetegedéseibdl izolalt 70 E. coli torzsben. Az extraintesztinalis korkeépekbdl szarmazé
baromfi eredetii E. coli (APEC) torzsek 10,1 %-ban (7/69) mutattuk ki a cdt gént, viszont nem
jellemezte az intesztinalis torzseket. Husz élelmiszer eredetii mintat vizsgalva egy baromfi
eredetti torzsben mutattuk ki a cdtB gent. A vérhas eredetii torzsek kozil egy 0112
szerocsoportl EIEC és egy S. sonnei torzs hordozta a cdt gént. Sem a referencia térzsekben,
sem a vizsgalt Salmonella térzsekben nem fordult el6 a cdt gén.

Libiaban gyermekekbdl izolalt 50 E. coli térzset jellemeztiink, melyb6l 20 torzs
szarmazott hasmenéses gyermekek székletébol és 30 torzs szarmazott egészséges gyermekek
székletébol. A hasmeneéses izolatumok kdzott gyakran fordult elé EPEC és enteroaggregativ
(EAEC) torzs. Egy 022 szerocsoportd nem-EPEC/nem-EAEC hasmenéses eredetti torzsben
mutattuk ki a cdtB gént. A tdrzsben tovabbi virulencia faktor gént nem tudtunk azonositani
(Dow és mtsai, 2006, in press). Az egészségesekbol szarmazé torzsekben nem fordult el6 a
cdt gén, amely egy esetleges Uj pathotipust jelezhet. Kézleményiinkben a tdrzsek részletes
geno- (virulencia gén, integron meghatarozas és tipizalas) és fenotipusos jellemzését
(szerotipizalas, in vitro adhézids vizsgalatok és antibiotikum rezisztencia meghatarozasa)
adtuk. Ezen munka részét képezi egy kulfoldi PhD 6sztondijas (M. Dow) “Comparative
analysis of enteric pathogenic Escherichia coli strains from young children and rabbits” c.
PhD dolgozatanak. A dolgozat beadasanak vérhaté idépontja 2006.

A cdt-pozitiv E. coli torzsekben a cdt gén jelenlétét koldnia hibridizacids
vizsgalatokkal megerésitettlik és reprezentativ torzsek CDT termelését Hela szOvettenyészetet
alkalmazva bizonyitottuk. Southern hibridizacios vizsgalataink szerint a sertés, a baromfi és a
human eredetii torzsek teljes genomialis DNS mintait vizsgalva megéllapitottuk, hogy a cdt
gének a kulonbdzo fajok esetén eltéré méretii fragmenteken lokalizalodnak. Csupéan a baromfi
eredetti torzsekben kaptunk azonos hibridizaciés mintazatot, tébb enzimmel (Hincll, Bgll)
vald hasitast kdvetoen is egyezést tapasztalva.

Egy Uj CDT tipus (CDT-1V) elsé leirasa

Nemzetkdzi egylttmukddeésben részletesen jellemeztink egy huméan és allati eredetti
E. coli torzsboél A&ll6 reprezentativ CDT-termel6é gydjteményt. A kollekcié human,



szarvasmarha, sertés, barany, baromfi, pinty és élelmiszer eredetii térzseket tartalmazott,
Osszesen 9 kiilonbdz6 orszaghol (8 eurdpai orszag és USA) szarmaztak, s a torzsek igen
valtozatos szerocsoportokba tartoztak. A cdtB univerzalis primerek megerésitették a
fenotipusos vizsgalatok eredmeényeit és az addig ismert cdt gén tipusokra cdtB génekben lévé
szekvencia kiilonbségek alapjan cdt-I, cdt-11 és cdt-I11 tipus specifikus primereket terveztiink
és tipizaltuk a CDT-termel6 torzsek cdt génjeit. Ezen PCR primerekkel a gének tobbségét
eredmeénnyel tipizaltuk. Az 0.n. ,,nem-tipizalhaté” térzsekben viszont (j cdt varianst, a CDT-
IV toxint irtuk le: cdtB-1V szekvencia (GenBanki szama: AY162217). Az U] toxinra tervezett
specifikus primerekkel a cdt-1V gént kimutattuk intesztinalis és extraintesztinalis korképekbdl
szarmazo human, sertés és baromfi eredetti térzsekben. In vitro vizsgalataink szerint a CDT-
IV toxin a megvizsgalt torzs mindegyikében sejt-asszocialt volt. A toxicitds mértéke
megegyezett a CDT-1lI hatasaval, ill. kevésbé toxikus, mint a szekretalodott CDT-I toxin
(Toth 1. és mtsai, 2003 a.).

Az extraintesztindlis korképekbél izolalt baromfi eredetti E. coli izoldtumokban
kimutatott cdtB egységesen cdt-1V -nek bizonyult. A vizsgalt 46 intesztinalis eredetii baromfi
torzsben a cdt nem fordult el6 (T6th I. és mtsai, 2003, MMT). A baromfi eredetti torzseket
szamos virulencia gén jellemezte, gyakran hordoztak a. ,,high pathogenicity island” (HPI)
patogenitasi szigetet (fyuA), traT (szérum rezisztenciat kodold) gént, az aerJ aerobactin
receptor gént, a héerzékeny haemagglutinint kddolo tsh gént, ill. kivétel nélkil rendelkeztek
az | tipusu fimbria fimH marker génjével, viszont P fimbriat kddold gén szintén csak az
extraintesztinalis eredetti torzsekben fordult el6. A CDT-termelé baromfi eredetii torzsek
eddig nem ismert (0j) szerocsoportokba tartoztak (0115, O53) és a vizsgalt tulajdonsagok
alapjan két 0j klont alkotnak. Egységesen (7/7) rendelkeztek a fyuA, traT, aerJ, fimH
génekkel, viszont csak az 0115 toérzsek termeltek colicint (5/5) és csak az 053 (2/2) térzsek
hordozték a tsh gént.

A molekuléris diagnosztikai fejlesztések

A cdt- diagnosztikus és tipizalé primerekkel vizsgéltunk tovabbi 353 Magyarorszagon
izolalt human eredetii E. coli torzset, melyek kézil 190 E. coli torzs hugyati infekciobol
(UPEC), 51 egyéb extraintesztinalis fertézésbol, 112 torzs pedig egészséges egyedek
székletébol szarmazott. Az UPEC torzsek 7,9 % -a (15/190), az extraintesztinalis nem-UPEC
torzsek 5,9 %-a (3/51) tartalmazott cdt gént. A széklet eredetii torzsek kozll csupan egy
paciensbol mutattuk a cdtB gént (0,9%). Ezen cdt” torzsek koziil 14 bizonyult cdt-1V-nek, és 5
torzsbol a cdt-1 volt kimutathatd. A CDT-IV- termelé humén extraintesztinalis torzsek az O2,
06, O75 és 0170 szerocsoportiaknak bizonyultak (Toth I. és mtsai, 2003 J Clin Microbiol).

A diagnosztikai munkakban egyuttmiikédé partneriink (H. Ball, Belfast) az altalunk
azonositott (To6th I. és mtsai., 2003a) cdtB-1V szekvencia ismeretében szintetizalt rekombinans
antigennel BALB/c egeret immunizalva standard f0zids eljardssal nagy szamu CDT-
specifikus monoklonalis ellenanyagot allitott el6. Az ELISA rendszerben pozitivhak bizonyult
ellenanyag-termel6 klénok (n=30) tisztitasat elvégezve rendelkeztiink harom olyan klonnal,
amely immuno blot analisben is specifikusan kotédott a CDT-1V specifikus szintetikus
antigenhez. A zar0 évben végzett Kiterjedt ELISA vizsgalatok eredményei szerint azonban
jelenleg nem tekintheték ezen savok megfelelé diagnosztikus savoknak, mivel a tesztelt
ellenanyagok egyenlére cdt-negativ torzzsel is reagaltak.



A cdt-1V genetikai jellemzéi

A szekvencia analizis eredményei szerint a cdtB-1V 84%-ban megegyezik a cdtB-I
génnel. A cdtB-1V jelentésebben eltér mind a cdtB-11, mind a cdtB-I1l géntél, a homoldgia
mértéke 55% ill. 54%.

Ez idaig egyetlen, sertés eredetii O75 tdrzsben (28c) szekvenaltak a teljes cdtABC-1V
operont és annak kornyezetét (Oswald és mtsai, Gén banki szam: gi:50983070). A 28c
prototipus torzsben a cdt operont fag eredetii gének veszik kdzre. Ezen génbanki adatok
alapjan tervezett PCR primerekkel E. Oswalddal (ENVT, Touluse) egylttmikodve
reprezentativ torzseket vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a cdt-1V operont gyakran hataroljak
ugyanezek a fag eredetti genek, fliggetlendl a térzsek eredetétél. Azonban evolucidgenetikai
szempontbdl fontosnak tartjuk megemliteni, hogy a vizsgalt két 0115 baromfi torzs esetében
a cdtC gént a fag eredetii proteaz gén hatérolja, viszont a cdtA kornyezete eltér a sertés
eredetii O75 prototipus torzs kdrnyezetétsl (Oswald és Toth nem publikalt eredményei, kézirat
kozlésre elokeszitve). Az egyik sajat 0115 baromfi (E250) t6rzs - €s a 28c jelzési sertés torzs
teljes genomjaval végzett Southern hibridiz&cids vizsgalatok szerint, (négy enzimet is
hasznalva) megallapitottuk, hogy ezen térzsekben a cdt gének eltéré meretti fragmenteken
foglalnak helyet, jelezvén, hogy a torzsek genomijai eltér6 felépitésiiek. Ezen hibridizécids
eredmények alapjan nem allapithatd meg a cdt-1V operon integracids helye sem.

Tovabba a munka folytatasat illetéen az is fontos lehet, hogy az Osszes baromfi
eredett CDT-IV termel6 torzs lizogéen. Spontdn kortlmények kozott és Mitomycin C
indukciot kdvetéen is tudtunk a torzsekbél fagot kimutatni.

Hasonloan fag eredetti gének hataroljak az id6kdzben felfedezett EHEC 0157 ill.
egyéb szerocsoporti STEC torzseket alkalmankeént jellemzé cdtV operont is. Szintén jelen
palyazat keretében a sajat izolalasu szarvasmarha eredetti E. coli O157:H7 és egyéb STEC
torzsekben is kimutattuk a cdtV gén jelenlétét (Toth I, Lancz Zs, Nagy B., 2004). Az altalunk
izolalt cdt- pozitiv szarvasmarha eredetti torzsekben a hatarolo régiot jelen palyazatban nem
vizsgaltuk, viszont tébb ilyen torzsbol szintén sikerlt litikus fagot izolalni.

Baromfi eredetii cdtlV operon klonozéasa és inaktivalasa

Az 0115 szerocsoporti CDT-1V termelé E250 torzsbsl Nagy Gaborral (PTE, AOK)
egyuttmitkddésben SuprCos kldn- konyvtarat alakitottunk ki, azzal a céllal, hogy a cdtABC-1V
operont azonositsuk. A reprezentativ cosmid konyvtarbol nagy szamu (n=1920) klont
vizsgaltunk PCR-rel, és két cdtB-I1V specifikus klont azonositottunk. Az cdt operonnak a
szekvenalasat nehezitette az a tény, hogy a rekombinans cosmidbdl nagy gyakorisaggal
integralodott a cdt operon a gazdatdrzs kromoszomajaba. A pozitiv klonok tovabbi tisztitasat
kovetéen rendelkeziink egy olyan stabil klonnal, melyben a cdtlV operon szekvenalasat
megkezdtik.

Tovabbi célunk annak tisztazasa, hogy a CDT-IV - mint virulencia faktor szerepet
jatszik-e a patogenitasban. Ennek kideritésére a cdtB-1V gén (génbanki szdm: AY162217)
inaktivalasaval kivantunk valaszt kapni. A fentebb emlitett egyuttmikddes keretében
(Schneider Gyorgy PTE, AOK és Nagy Gabor) tobb stratégiat is kiprobalva, suicide vektoros
homoldg rekombinacios eljardssal deletalta a cdtB gént az E250 jelzésii O115 baromfi
torzsbol. Az altalunk hasznalt suicide plazmid a pSG704 (oriR6K, mobRP4, M13 tg131,



Cm~, Schneider Gy., PhD tézis, 2005), amely Miller és Mekalanos &ltal hasznalt pGP704
(oriR6K, mobRP4, M13 tg131, Ap") szarmazéka. A kléramfenikol rezisztenciat (Cm®)
hordoz6 pSG704 hasznalatara az E250 ampicillin rezisztencidja miatt volt szikség. A cdtB
gén deléciojat PCR-rel igazoltuk. A CDT mutécidé fenotipusos megnyilvanulasat Hela
sejttenyészetben is ellendriztik.

Allatkisérletek

A korabbi OTKA palyazatunk soran részletesen jellemzett E. coli O157H7 és
antibiotikum-rezisztens O157:NM ill. hipermotilis torzsek in vivo dsszehasonlitd virulencia
vizsgalataiban sikerrel alkalmaztunk egy iv. egér modellt (Toth I, Csik M. Emdédy L., 2003,
Acta Vet). Ezen eredményeink alapjan logikusnak éreztiik, hogy jelen péalydzatunkban a
tervezett koltseges sertés fert6zési kisérletek helyett szintén a joval kisebb anyagi raforditast
jelenté egér modellt alkalmazzuk a virulencia vizsgélatokban. Valasztasunk helyesnek
bizonyult, hiszen a CDT-1V termelé E250 jelzésti O115 szerocsoportu baromfi eredett torzs
hatasara az egerek dézis-fiiggé elhullasat tapasztaltuk, mig a kontrollként hasznalt E. coli K-
12 (C600) torzs esetében egyetlen allat sem pusztult el.

Az E250 sziléi és E250(AcdtB) izogén mutans torzzsel végzett egér fertézési
kisérletekben szignifikans eltérést nem tapasztaltunk az E250 sziléi ill. cdt-muténs torzs
okozta elhullasok kdzoétt. A mutans ill. a szil6i torzs kdzel azonos elhullasi kinetika szerint és
azonos hatakonysaggal pusztitotottak az egereket.

Ezen eredményeink alapjan Ggy tinhet, hogy a CDT-IV nem feltétlenll tekinthet6
olyan elsédleges virulencia faktornak, amelynek hianyaban elmaradna a megbetegedés,
azonban ezen kérdésnek a megnyugtatd megvalaszolasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
Hiszen, az E250 tovabbi virulencia faktorokkal rendelkezik, igy hordozza a teljes HPI
patogenitasi szigetet, ami vasértékesitesét hatdrozza meg, az aerobactin receptor gént, a
colicintermelést kodold virulencia plazmidot és szérum rezisztenciat kodold traT gent is.
Tovéabba, az egérmodell mellett fontosnak tartjuk izogén torzsparral végzett virulencia
vizsgalatokat napos csibében is elvegezni, amely rendszer talan még érzékenyebb detektalast
tesz lehet6vé.

Megbeszeles

Célkitiizéseinknek megfeleléen Magyarorszagon meg szisztematikusan nem vizsgalt
citotoxinnak (CDT) az elterjedését vizsgaltuk és jellemeztik a citotoxikus torzseket azzal a
céllal, hogy a jellemzé virulens klonokat azonositsunk. A CDT kimutatasara és tipizalasara
alkalmas diagnosztikai PCR eljarast dolgoztunk ki, s a palyazat keretében a CDT-nek egy Uj
tipusat, a CDT-IV toxint fedeztiik fel. A CDT-1V igen elterjedt, hiszen jellemezte a huméan
hagyuti fertézéseket okozd (UPEC) torzseket, egyeb extraintesztinalis infekcidkbdl szarmazd
torzseket, ill. a sertések valasztasi hasmenésének és baromfi szepszisének eseteibdl izolalt E.
coli torzsek esetében csak a CDT-1V volt kimutathato.



Osszefoglalva, CDT kimutatasara és tipizalasara alkalmas Gj PCR rendszert fejlesztettiink
ki, melynek segitségével egy a human és allati eredetii izolatumok széles korben elterjedt uj
toxint (CDT-1V) fedeztlnk fel, ami val6szintileg 0 extraintesztindlis virulencia faktor.

A virulencia faktorokat kédolo gének az esetek zomében mobilis genetikai elemeken
(fagon, plazmidon, patogenitasi szigeten vagy transzpozonon) lokalizalodnak és ennek
kovetkeztében a virulencia gének horizontalis terjedésében jatszanak szerepet. Jelen palyazat
eredmeényei szerint a cdt-1V operon is fageredetii génekkel hatdros. Mindezek alapjan
fontosnak tartjuk a cdtlV pontos lokalizaciojanak a meghatarozast, tisztazni, hogy az uj toxint
kodold gének részét képezik-e egy profagnak, esetleg konvertald fag genomjaban foglalnak
helyet, s igy a fag tovabbi torzseket is képes lizogenizalni és toxikussa alakitani. A kérdés
tanulméanyozéséanak a feltételei adottak, hiszen rendelkezlink a palyazat keretében el6éallitott
antibiotikum rezisztencia kazettaval hatastalanitott CDT-IV toxint hordozé torzzsel és egy
alkalmas transzdukcios modellel is, melyet alkalmazva in vivo kériilmények kozott, lekotott
sertés bélkacsban, egy sertés eredetii O45 EPEC torzset sikerrel lizogenizaltunk stx2 faggal
(Toth 1. és mtsai, 2003, Appl. Environ. Microbiol.), jelezvén, hogy in vivo koriilmények kdzott
is kialakulhat EPEC t6rzsbél EHEC. Tudomasunk szerint ilyen transzdukcios eredmenyekrol
még nem szamoltak be sem cdt-1V, sem a legUjabban felfedezett cdt-V vonatkozasaban.






