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BEVEZETES

A Campylobacter jejuni egyike a hasmenés leggyakrabban izolalt bakterialis
kérokozoinak. A fertdzést késdi, autoimmun mechanizmusok révén kialakuld idegrendszeri
komplikaciok, elsdsorban Guillain-Barré szindroma, is kovethetik. A viszonylag alacsony
fertdz6 dozis mellett meglepd, hogy bar €lelmiszer és viz okozta jarvanyok is jol ismertek, az
esetek tobbsége sporadikus.

A fert6zések kezelésében sokaig a fluorokinolonok jatszottak meghatarozo szerepet,
azonban a fluorokinolon rezisztencia novekedése miatt ez a terapids lehetéség komoly
veszélybe keriilt. A fluorokinolon rezisztencia, jelenleg ismeretlen mechanizmussal, a mikroba
fittségének, esetleg virulencidjanak novekedését okozhatja. A fluorokinolon rezisztenciaért
leggyakrabban a girdz enzim A alegységét kodolo gyrd génben 1étrejovo, a 86-os pozicidban
1évé treonint (magas foku rezisztencia), illetve a 90-aszparagint és 70-alanint érintd
(alacsonyabb foku rezisztencia) pontmutacid felelds. A génen beliili régiot, melyben a
rezisztenciaért felelds mutaciok talalhatdak, Quinolone Resistance Determinant Region, QRDR
—nek nevezziik.

A koérokozok jarvanytandnak, a fert6zések terjedése dinamikdjanak megértéséhez
elengedhetetlen a mikrobdk Osszehasonlitasa, tipizaldsa. A fenotipusos modszerek kozil a C.
jejuni esetében a szerotipizalds a leggyakrabban hasznalt eljards. A szerotipizald eljarasokat
kiterjedten alkalmazzak molekularis modszerekkel kombinalva. Jollehet altalaban ez utdbbi
modszerek tovabbi csoportokra osztjdk a szerocsoportokon beliili izolatumokat, esetenként a
forditottja is igaz, azaz azonos PFGE vagy PCR-RFLP csoporton beliil tudunk hdstabil (HS)
antigén alapjan tovabbi alcsoportokat elvalasztani.

A HS meghatdrozas jelents hatarnya, hogy nagy a nem tipizalhatd torzsek szama. Bér
ezek a torzsek szerotipizalas alapjan latszolag egységesek, azaz nem tipizalhatoak, feltételezheto,
hogy val6jdban heterogén csoportot jelentenek. Munkank soran, a hazai human izolatumok
szerotipus megoszlasanak vizsgalata mellett, e feltételezés igazolasa volt egyik célunk.

A C. jejuni kiemelten fontos koroki tényezdje az utazok hasmenésének. Az Arab
félsziget orszagai, kiilonosen az Egyesiilt Arab Emirségek, egyre inkabb kedveltek a turistdk
kozott. A kozelmultban a térséget a Campylobacter fertdzés szempontjabol ,high risk”
terliletnek mindsitették. Tekintve, hogy a régiora vonatkozo jarvanytani és a rezisztencia adatok
meglehetdsen korlatozottak, vizsgalataink kozé felvettiink egy csoport, e teriiletrél szarmazo
izolatumot is.

Mas koérokozokhoz hasonldan, az elmult évtizedben szamos molekularis modszert
gén tipizalas PCR-RFLP-vel, a random amplifikalt DNS polimorfizmus (RAPD) vizsgalata, és
legtjabban az amplifikalt fragmentum-hossz polimorfizmus tesztelés mindegyike a nukleotidok
sorrendjében fellelhetd varidciokat vizsgalja. Munkank megkezdésekor azonban kozvetlen
informacionk e faj genomjaban meglévd valtozatossdg tényleges mértékérél nem volt. Az un.
multi-lokusz szekvencia tipizalas (MLST) tobb, altalaban hét haztartasi gén részleges
szekvenciajanak elemzésén alapul. A modszer sordn haztartasi géneket és nem a virulencidval
kozvetleniil 6sszefiiggd géneket vizsgalunk, mivel ezekben a mutacidok tobbsége szinonim a
haztartasi gének termékeinek valtozatlanul tartdsa iranyaba hato szelekci6 miatt, €s igy jobban
reprezentaljak a torzsek filogenetikai Osszefiiggéseit. MLST vizsgdlatok szamos korokozo
esetén igazoltdk, hogy azok jelentdsen kiilonboznek a bazis sorrend valtozas és varidciok
mértékét tekintve, eltérd populacid szerkezetiiek, a valtozékonysagukban a mutaciok és a
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rekombinacid szerepe eltérd. Tekintve, hogy — szemben mas koérokozokkal — nagyon kevés
informaci6 allt rendelkezésre a C. jejuni esetén a bazis sorrend varidciok gyakorisagarol, a
fajon beliili rekombinédcié mértékérdl, munkank sordn kidolgoztunk egy MLST rendszert a C.
Jjejuni vizsgalatara.

CELKITUZESEK

1. A Campylobacter jejuni populacio-genetikai jellemzése a nukleotid variabilitas €s a fajon
beliili rekombinéciods szint tanulmanyozasa révén, kiilonbozd foldrajzi teriiletekrdl gytijtott
torzsei kozott

2. A hazai C. jejuni izolatumok szerotipus megoszlasanak vizsgalata

3. A ho-stabil antigén alapjan nem szerotipizalhatoként egységesnek mutatkozo torzsek
vizsgalata molekuldris tipizald6 modszerekkel

4. Az Egyesiilt Arab Emiratusokban izolalt C. jejuni torzsek antibiotikum rezisztencia és
tipusmegoszlas vizsgalata feno-, és genotipizal6 mdodszerekkel

5. A fluorokinolon rezisztencia genetikai hatterének tisztdzdsa az Egyesiilt Arab
Emiratusokban izolalt magas szdzalékban fluorokinolon rezisztens C. jejuni torzsekben

ANYAGOK ES MODSZEREK

TORZSEK ES TENYESZTESI KORULMENYEK. A C. jejuni fajon beliili allelikus diverzitas mértékének
megallapitdsdhoz 33 torzset vizsgaltunk, melyek koziil 18 szarmazott Németorszagbol (13
Freiburgbol és 5 Wiirzburgbo6l), 6 Magyarorszagrol, 5 Thaifoldrél, 3 az USA-bol és egy az
Egyesiilt Kiralysagbol. A hazai torzsek vizsgalatdhoz 92, random moédon kivalasztott C. jejuni
torzset hasznaltunk, melyeket 1999 és 2000 kozott izolaltak Veszprém megyében (59 torzs),
Pest megyében vagy Budapesten (33 torzs). Az emiratusi torzsek vizsgélata sordn 41 torzset
hasznaltunk, melyeket kiilonb6z6é betegekbdl izolaltak a Tawam Korhazban (Al Ain, Abu
Dhabi, UAE) 2002 szeptembere és 2004 szeptembere kozott.

A torzseket identifikdldsat laboratéoriumunkba érkezésiikkor minden esetben
megerodsitettiik a standard biokémiai tesztek mellett API Campy kittel (bioMérieux) illetve a
MAST-ID CAMP azonositd rendszerrel (MAST Group Ltd., Merseyside, UK). A torzseket
rutinszerien 10% birkavért tartalmaz6 Columbia agaron (Oxoid, Basingstoke, UK)
tenyésztettiik CampyGen (Oxoid, Basingstoke, UK) gazfejleszt6 tasakokkal 36 °C —on, 48 oran
at. A torzsek tarolasa 10% glicerint tartalmazo Tryptic szoja levesben (TSB) tortént -80 °C-on.

AZ ANTIBIOTIKUM ERZEKENYSEG VIZSGALATA. Az érzékenység vizsgalatat — tajékozodasi céllal —
korong diffiziés modszerrel végeztik. A minimalis gatlé koncentracio (MIC) meghatarozas
céljabol 0,25 — 512 mgL™ koncentracioban nalidixsavat, ciprofloxacin vagy erythromicint
tartalmazo lemezeket hasznaltunk a Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, korabbi
NCCLS) javaslata szerint. Minden kisérlethez standardként az érzékeny C. jejuni ATCC 33560
torzset hasznaltuk.



SZEROTIPIZALAS. A torzsek hoé-stabil, tok-jellegli antigénjének meghatdrozasat Penner és
Hennessy passziv hemagglutinacidés modszerével végeztiik kereskedelmi forgalomban kaphaté
savok ¢és kit (Denka Seiken, Tokyo, Japan) felhasznalasaval a gyart6 utasitdsai szerint.

DNS T1IszTiTAS. A genomidlis DNS-t QiaAmp DNA Tissue kittel (Qiagen) tisztitottuk a gyartd
utmutatédsai szerint.

MuLtr LOKUSZ SZEKVENCIA TIPIZALAS (MLST). A C. jejuni genomjanak rendelkezésre allo
szekvencidja alapjan a genom hét gén-fragmentjét valasztottuk ki a vizsgélat céljaira (1.
tablazat). A kivalasztott géneknek a kovetkezo feltételeknek kellett megfelelnie: legyenek un.
haztartasi gének (housekeeping genes), legyenek a kromoszoman egymastdl minél nagyobb
tavolsagra, kozeliikben ne legyenek (feltételezett) virulencia, vagy kiils6 membran fehérje
gének. A fragmentumok amplifikéldsat a 2. tablazatban professzor Suerbaum altal tervezett
primerekkel végeztik a kordbban leirt paraméterekkel. Az amplikonokat kozvetleniil
szekvenaltuk mindkét szdlon ABI 377 automata szekvenaldval (Perkin-Elmer).

FILOGENETIKAI VIZSGALATOK. A szekvencidk 0Osszehasonlitasat a SEQLAB és PILEUP
szoftverekkel (Genetics Computer Group, Madison, Wis., Wisconsin Package, 9.1. verzio)
végeztik. Egy adott gén esetében minden szekvenciat egy kozos hosszra redukaltunk a
Jukes-Cantor korrekcioé utan a DNASP 3.0 programmal szamitottuk. A homopléazia vizsgélatat
a HOMOPLASY programmal végeztiik. Az UPGMA (unweighted pair group mean average)
fat a START programmal rajzoltuk.

1. Tablazat A szekvendlt gén-fragmentumok

) Gén Hossz GenBank
Gén  gzémozas*  Pozicié*  (bp) Termék kod
asd Cj1023¢ 954448 564 Aspartate- AJ292175—
semialdehyde = AJ292188
dehydrogenase
atpA Cj0105 111788 660 ATP synthase, AJ292166—
Fla AJ292174

ddiA Cj0798¢ 748473 480 D-Alanine-D-  AJ290352-
alanine-ligase ~ AJ290363

eftS Cjl18lc 1108052 444 Elongation factor AJ290337—
(tsf) TS AJ290351

fumC  Cjl364c 1296454 645 Fumarate AJ290322—
hydratase AJ290336

nuoH  Cjl1572c 1502750 423 NADH AJ290377—
dehydrogenase H AJ290387

yphC  Cj0386 352112 570 GTP-binding  AJ290364—
protein AJ290476

* Szamozas €s pozicio a C. jejuni NCTC 11168 torzs Sanger Centre altal publikalt adatai szerint
(http://www.sanger.ac.uk/Projects/C_jejuni/).



MISMATCH AMPLIFICATION MUTATION ASSAY (MAMA) PCR . A gyr4 gén QRDR —jében fellelhetd,
a Thr86—Ile aminosav helyettesitést eredményezé6 ACA—ATA mutaciot Zirnstein €s mtsai
modszerével vizsgaltuk.

2. tablazat Amplifikaciora és szekvenalasra hasznalt primerek

Primer Felhasznalas® Szekvencia
Asd
ClasdI(1) A, S GCA-GGT-GGA-AGT-GTG-AGT-G
Clasd2(2) A, S TTT-GTT-GCA-GCA-CCT-ACA-CG
Clasd3(2) ACG-AAT-TTG-ATC-CGC-CAC-AC
Clasd4 A, S GCC-ATT-GTG-GGT-GCT-ACT-GG
Clasd5 A, S CGC-TAG-TCA-TTA-AAG-GCA-TAG-G
atpA
ClatpAl(1) A, S GAG-AAG-GTT-TAA-AAG-AAG-GTG-C
ClatpA2(2) A, S TGT-AGC-TTT-AAT-TTG-AGC-AGC
ddIA
Clddlal(1) A, S GAT-CAA-TCT-TAT-CCA-TGG-TAG
Clddla2(2) A, S AGC-CAA-AGA-ACC-AGG-GTT-TG
eftS (tsf)
Clefts1(1) A, S AAA-GCA-GAT-AGA-CTT-GCT-GC
Clefts2(2) A, S TTT-TCA-GGT-TTA-CCT-TGA-GC
SfumC
CJfumCl1(1) A, S TCG-TGC-CAC-TGA-AAT-CAT-GG
CJfumC2(2) A, S ACC-TAT-GTG-TGG-ATT-TAG-AGC
nuoH
Cjnadhl(1) A, S GCA-GCT-ATT-CCT-ATG-CTA-CC
Clnadh2(2) A, S TTG-ATC-TGG-ACG-CAA-TTG-CG
yphC
Clyphcl(1) A, S TAT-CAG-AGT-GGG-TAT-TGT-AGG
Clyphc2(2) A, S AAT-CAC-TAA-AGG-CAC-ACC-TTC

* A, amplifikéacio; S, szekvenalas

A ORDR SZEKVENALASA. A GZgyrAS és GZgyrA6 primerek segitségével amplifikéaltuk a gyr4
gén egy, a QRDR —t is tartalmazo 673 bp hosszsagu szakaszat. Az amplikon bazis-sorrendjét
kozvetleniil fluorescencia alapu direkt szekvenaldssal allapitottuk meg ABI Prism Dye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Perkin-Elmer) segitségével ABI Prism 310
Genetic Analyser Automated Sequencing System (Perkin-Elmer) berendezést alkalmazva. A
szekvencia analiziseket Align Plus 5 (Scientific & Educational Software, NC, USA) és MEGA
3.1 programokkal végeztiik



crer

primerekkel végeztilk a szerzok altal leirt paraméterekkel. Ezt kovetden az amplikont Ddel
enzimmel (Sigma-Aldrich, MO, USA) emésztettiik, majd az emésztett terméket 2,5% -os
agardz gélben (Sigma-Aldrich, MO, USA) futtattuk 120 percig 10 Vem™ fesziiltség mellett.

MAKRO-RESTRIKCIOS VIZSGALAT ES PULZALO MEZEJU GEL ELEKTROFOREZIS (PFGE). A torzsek
genomidlis DNS —¢t Smal enzimmel (Sigma-Aldrich, MO, USA) emésztettiik a ,,Campynet”
PFGE Subtyping group protokollja alapjan. A fragmentumok elvalasztasat a fenti protokollban
megfogalmazott paraméterek szerint CHEF DRII apparatussal (BioRad) végeztiik.

GEL MINTAK SZAMITOGEPES ERTEKELESE. A PCR-RFLP ¢s PFGE géleket etidiumbromidos festést
kovetdéen UV fénybe fotoztuk, a képet .tif file-ként mentettiik. A gélek analizisét GelCompare
I szoftverrel (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) végeztik. A mintdk
Osszehasonlitdsa a nem sulyozott par csoport modszerrel (un-weighted pair grouping method
with arithmetic mean, UPGMA), a Dice hasonlosagi index (1% -os tolerancia intervallummal)
alapjan tortént. A PCR-RFLP és PFGE csoportokat — 6nkényesen — 95% hasonlésag alapjan
definialtuk. A PCR-RFLP esetén a 100 kb-nal kisebb fragmentumokat nem vettiik figyelembe.

EREDMENYEK

A CAMPYLOBACTER JEJUNI POPULACIO-GENETIKAI JELLEMZESE. Harmincharom, kiilonb6z6
kontinenseken gytijtott C. jejuni izoldtum hét hdztartdsi génjének multi-lokusz szekvencia
analizisét végeztik el. Mig az egyes génekre kapott allélek szama 9 és 15 kozott valtozott (3.
tablazat), a 33 torzs kombinalt allélikus varidnsainak szdma 31 volt, mindossze két parral. A
torzsek kozott cluster képzddés nem volt megfigyelhetd (1. abra).

1. abra C. jejuni torzsek genetikai rokonsaga hét haztartasi gén részleges szekvencidja alapjan
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Zardjelben a hét gén (asd, atpA, ddlA, eftS, fumC, nuoH, és yphC sorrendben) megadott allél
szam jele.



Amint az haztartadsi gének esetén varhatd volt, a nem szinonim mutaciok ardnya
Iényegesen elmaradt a szinonim mutéacidk ardnyatél. Egy gén (atpA) esetén ezt médunk volt a
H. pylori hasonld génjének részleges szekvencidjahoz hasonlitani. Ott a 20 vizsgalt torzs 20
allél variaciot jelentett az atpA génre nézve, és ugy a szinonim (Kg = 12,3), mint a nem
szinonim mutaciok aranya (K, = 0,26) lényegesen magasabb volt.

Hogy a fajon beliili rekombinacié mértékérdl felvilagositast kapjunk, a homopldzia
teszttel Ot gén szekvencidjat tudtuk megvizsgalni. A kapott H ardnyokat dsszehasonlitva mas
fajok hasonlo értékeivel (Borrelia burgdorferi 0,06, Escherichia coli 0,26, Streptococcus
pneumoniae 0,3, Neisseria meningitidis 0,34, H. pylori 0,65) a vizsgalt C. jejuni géneken beliili
homoplazia kis szorassal relative magas értékeket adott, bar nem érte el a H. pylori —nal
tapasztaltakat (3. tablazat).

3. tablazat All¢él variaciok szama, mutacios rata és homopldzia arany C. jejuni (n=33)
héaztartasi génjeiben

Gén Allélek Ks* Ka Harany**

szama
asd 14 3.8 04 0.4
atpA 9 0,86 0,01
ddIA 12 89 0,8 0,42

eftS(tsf) 15 7,1 0,2 0,36
fumC 15 6,4 0,14 0,48
nuoH 11 3,18 0,6

yphC 13 1,9 0,1 0,47

* Szinonim (Ks) és nem szinonim (K,) mutaciok %-os aranya
** Homoplazia arany

A HAZAI C. JEJUNI IZOLATUMOK SZEROCSOPORT MEGOSZLASA. A 92 vizsgalt C. jejuni torzs 69,5 %-
a, azaz 64 izolatum volt szerotipizalhat6, a torzsek 17 szerocsoportba voltak sorolhatdak (4.
tablazat). A leggyakrabban el6fordulé szerocsoportok (HS3, HS2, HS1, 44 and HS 4, 13, 16,
43, 50) a tipizalhato torzsek kozel felét (30 izolatum, 46,8 %) feloleltek.



4. tablazat A hazai C. jejuni izolatumok szerocsoport megoszlasa

Az 6sszes A tipizalhato

torzs torzsek
(n=92) (n=64)
Szerocsoport Izolatumok szazalékaban
szama

HS3 9 9.8 14.0
HS2 8 9.7 12.5
HS1,44 8 9.7 12.5
HS4,13,16,43,50 5 54 7.8
HS15 4 43 6.3
HS31 4 4.3 6.3
HS37 4 43 6.3
HS41 4 4.3 6.3
HS5 3 33 4.7
HS6,7 3 33 4.7
HS18 3 33 4.7
HS8 2 2.2 3.1
HS12 2 2.2 3.1
HS23,36,53 2 2.2 3.1
HSI11 1 1.1 1.6
HS19 1 1.1 1.6
HS38 1 1.1 1.6
NT* 28 30.4 -

* NT — nem tipizalhato

A HO-STABIL ANTIGEN ALAPJAN NEM SZEROTIPIZALHATO CAMPYLOBACTER JEJUNI TORZSEK
VIZSGALATA. A legnagyobb, 28 torzset tartalmazo6, latszolag homogén csoport a nem tipizalhato
izoldtumok csoportja volt (4. Tablazat), mely arany kiss¢ magasabb volt a nemzetkozi
adatokban szereploknél. Ez az izolalas helyétdl fiiggetlen volt, a Veszprém megyei torzsek
27,1, mig a Pest megyei és budapesti torzsek 36,3 %-a nem volt szerotipizalhatd (az adatokat
nem abrazoltuk). A torzsek 17 RFLP csoportba (A-Q) és 25 PFGE csoportba voltak
sorolhatoak. Ha a két molekuldris tipizdld6 modszer eredményeit kombindltuk, a 28
szerologiailag nem azonosithato torzs 26 molekularis tipusnak felelt meg (2. abra).



2. abra Nem szerotipizalhat6 C. jejuni torzsek PCR-RFLP ¢és PFGE mintaja

Similarity of RFLP patterns RFLP group RFLP pattern PFGE group PFGE pattern Strain
g % g 8. = v g & 7 % %
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¢ L 19 1 1 Heo
| [ * 1 T H6
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* Torzsparok kiilonb6zé PCR-RFLP, de azonos PFGE mintaval

Az EGYESULT ARAB EMIRATUSOKBAN IZOLALT CAMPYLOBACTER JEJUNI TORZSEK ANTIBIOTIKUM
REZISZTENCIA-, ES TIPUSMEGOSZLASA. A vizsgalt 41 torzs mindegyike érzékeny volt
erythromicinre (MIC 0.5-4 mg L), azonban 85,4 % nalidixsavra és ciprofloxacinra rezisztens
volt 128-512 mg L™ és 8-64 mg L™ kozott valtozé MIC értékekkel. Harmincegy torzs (75,6 %)
volt szerotipizalhatd, melyek 10 szerocsoportot reprezentaltak. A HS4,13,16,43,50 komplex
volt a leggyakrabban eléforduld csoport (22 %), melyet a H2 (14,6%) kovetett. Minden torzs
tipizalhat6 volt PFGE és PCR-RFLP moédszerrel (3. abra). A 41 torzs 26 PFGE csoportba (P1-
P26) volt oszthato, koziiliik 21 csak egy izolatumot tartalmazott. A 23 RFLP tipus (R1-R23)
koziil 15-ben volt csak egy torzs szerepelt. A két tipizaldé modszerrel kapott eredményeket
kombindlva a 41 izoldtum harminc kiillonb6z6 molekularis tipust képviselt (MT1-30).
Megjegyzendd, hogy a P7-es PFGE tipus mind a nyolc tagja azonos RFLP mintat is adott ezzel
a torzsek kozel egy 6todét jelentd (19,5 %) molekularis tipust (MT1) alkotva (3. abra).

A rezisztens torzsek gyrA génjének a 64 és 654 nukleotid kozé esé szakaszat (22 — 218
kodonok) szekvendlva minden esetben valoban kimutathato volt a ACA—ATA mutéci6 (Thr-
86 — Ile), mely az egyetlen nem szinonim mutéacio volt a QRDR —en beliil. A 35 fluorokinolon
rezisztens torzs gyrd génje a részleges szekvenciak alapjan 10 allél variaciot mutatott (G1-G10)
(3. abra).

A GenBankban mindossze a G3 és G10 allélikus varidcionak megfeleld szekvencidkat
(AJ567826.1 és AJ567825.1) talaltunk, a tovabbi alléleket DQ449657-64 szamon tettiik
hozzaférhetévé. A G1 és G3 csoporton beliil 10-10 torzs foglalt helyet, tovabbi két csoport (G6 és
G10) harom, harom csoport pedig (G2, G5, G8) két izolatumot tartalmazott. Az MTI
molekuldris tipusba tartoz6 mind a nyolc térzs a gyr4 gén azonos (G1) alléljét hordozta (3. abra).
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3. abra Az Egyesiilt Arab Emiratusokban izolalt C. jejuni térzsek molekuldris-, szero-, gyrA
allél tipusa, antibiotikum érzékenysége

PFGE % similarity Strain ~ PEGE RFLP MT  Serotype _MIC(mgL)t  gyrd  Dateof
types* NA CIP allel isolation
50 60 70 80 90 100

[ 11 [ 1 | | #1437 Pl RI2 MTI0  NTi 512 32 G3 2002 Sep

|1 [ || #1576 Pl Rl  MTI9  HS3 256 32 G6 2003 Oct

| 1] | 111 | | #1804 Pl RI MT19 HS3 256 32 G6 2003 Dec
[ 11 [T 1| #27 Pl RI0 MTI8 NT 512 8 G6 2004 Mar

| [ ] || #1978 P2 RI2 MTI4 NT 512 64 G3 2003 Dec
|11 1111 | #920 P3 R19 MTI2 HS15 256 16 G3 2003 May

[ 1] [1] | #om P3 RI9 MTI2  HSIS 256 16 G3 2003 Jun

[ [ | | #1525 P4 R6 MT21 Hs2 256 32 G8 2003 Oct

[ [ 1] | | #1532 P4 R6  MT21 HS2 256 32 G8 2003 Oct
[1] [ A 7 P4 RI2 MT23  HSL4 256 32 G10 2004 May

[ [ILT 1T #1968 P4 RI2 MT23  HSL44 256 32 GI0 2004 Sep

— 1 [T || #m PS5 R20 MTI3 NT 256 8 G3 2002 Oct
[l |1 || #171 P6 R7  MT3 HS4,13,1643,50 256 16 Gl 2004 Jun
[1] [ || #o4 P7 RI3 MTI HS4,13,1643,50 512 64 Gl 2003 Mar
[ [l 1] #o P7 RI3 MTI NT 512 64 Gl 2003 May

|11 | ] | | #1395 P7 RI3 MTI NT 512 64 Gl 2003 Oct
[ [ || w#us P7 RI3 MTI1 HS4,13,1643,50 128 32 Gl 2003 May
[1 [T || #o17 P7 RI3 MTI HS4,13,1643,50 256 32 Gl 2002 Nov

[1] [ || #1498 P7 RI3 MTI1 HS4,13,1643,50 256 64 Gl 2003 Sep
[1] [ ] w47 P7 RI3 MTI HS4,13,1643,50 128 32 Gl 2003 Nov

[ [l || #s76 P7 RI3 MTI1 HS4,13,1643,50 512 64 Gl 2003 Apr
1 I O O B X3 P§ RI4 MT25  HS8 16 05 ND§ 2004 Mar

— [ | |1 #3536 P9 R21 MT22  HS4,13,164350 512 32 G9 2002 Sep
| [ | #102 PI0 R4 MT2 NT 256 32 Gl 2004 Jan

[ 1] [ #1635 P11 RI17 MTIS  HS2 256 64 G4 2002 Sep

|1l | #4941 P12 RI10 MT9 HS2 512 64 G3 2004 Jun

[ [ #2448 P13 RI1 MT6 NT 256 64 G3 2002 Sep

[ #304 P14 RI16 MT26  HS2 16 0.5 ND 2003 Apr

L | N . #964 PI5 RS MTIl  HS2 25 8 G3 2003 Jul
Il [1 11 Ill #1846 P16 R7 MTI7  HS1,44 256 16 G5 2002 Nov

. #987 P17 R23 MTS HS21 128 16 G3 2003 Jun

N #999 PI7 R22 MT24  HS2I 256 32 GI0 2004 Jun

I_E 1 #1424  PI8 R9  MT20  HS4,13,1643,50 256 16 G7 2002 Sep
N1 #is P19 RI5 MT27 NT 16 025 ND 2003 May

[ 1] I #1618 P20 RI8 MT28  HS31 8§ 0125 ND 2002 Sep
[ N #968 P21 RI17 MT4 HS15 256 32 G2 2003 May

[l [l #1670 P22 RI17  MT5 HS15 25 16 G2 2003 Oct

[l [ | #s P23 R2 MT29  HSI9 8 0.125 ND 2003 Jun
[l [ | #370 P24 R3  MT30  NT 16 025 ND 2003 Mar
[ 1] [Il' |l #7186 P25 RS MTI6  HSI5 256 32 G5 2004 May
[ ] [ 111 #1779 P26 R7  MT7 HS10 512 64 G3 2003 Nov

* PFGE: pulsed-field gel electrophoresis, RFLP: restriction fragment length polymorphism
(flaA geén), MT: molekularis tipus (a PFGE és RFLP tipusok kombinacidja alapjan); + MIC:
minimalis gatlo koncentracio, NA: nalidixsav, CIP: ciprofloxacin; | NT: nem tipizalhato, §
ND: nem elvégzett,; A fekete csikkal jelzett torzsek egy feltételezett klon tagjai.

MEGBESZELES

A CAMPYLOBACTER JEJUNI POPULACIO-GENETIKAI JELLEMZESE. A C. jejuni populacié genetikai
vizsgélataink eredményei azt mutatjak, hogy a fajra a viszonylag kis szadmu allél és relative kevés
polimorf nukleotid a jellemz6 (3. tablazat). Ugyanakkor e szekvencia variaciok kombinécidja igen
valtozatos szekvencia tipusokat alkot: a 33 torzs 31 valtozatba volt besorolhaté (1. abra). A
homoplézia teszt egyértelmiien jelezte, hogy a fajon beliili rekombinacié meghataroz6 a C. jejuni
torzsek genetikai heterogenitasanak létrehozasdban. Az atlagos homoplazia ardny jelentdsen
meghaladta mas, nagymértékben (B. burgdorferi) vagy részben klonalis (E. coli, S. pneumoniae)
fajoknal tapasztalt értékeket €s kozelitett az ez ideig ismert legmagasabb homopléaziaval rendelkezo

korokozondl, a H. pylori —nal tapasztalt érték felé.
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Eredményeink 6sszhangban vannak a koérokoz6 két, tandem modon elhelyezkedd csillo
génjének vizsgalata sordn tett megfigyelésekkel, melyek ugy intragenomidlis, mint a térzsek
kozotti rekombinaciot kimutattak. A C. jejuni és H. pylori filogenetikailag kozel allnak
egymashoz. Mindkettonek relative kicsi, adeninban és timinben gazdag genomja van,
természetes kompetencidval rendelkeznek a DNS felvétel tekintetében, és nagy szamban
tartalmaznak hipermutabilis egyszerti bazis ismétlodéseket mely lehetové teszi gének be-, és
kikapcsolasat. Azonban a C. jejuni néhany alapvetd ponton jelentdsen kiilonbozik a H. pylori —
tol. Ezen utdbbi korokozd esetén alig talalhatod két fiiggetlen torzs, mely egy vizsgalt génre
nézve azonos szekvenciat mutatna. Hisz H. pylori torzs esetén a vizsgalt hét haztartasi gén
alléljainak szdma 18 és 20 kozott valtozott mig ennél a valtozatok szadma a C. jejuni-nal
lényegesen kisebb volt (3. tablazat). Hogy a fellelhetd valtozatok alacsonyabb szdma a C,
jejuni esetén annak tudhato-e be, hogy alacsonyabb a rekombinacids események szama (pl.
ritkdbb DNS felvétel miatt), vagy a C. jejuni-t érd kdrnyezeti hatasok kevésbé megengeddk-e a
valtozatok populdcioban valé megtartasa tekintetében, mint a H. pylori esetén, ez nem ismert.
Az azonban egyértelmii, hogy a rekombindcios frekvencia elég magas ahhoz, hogy igen
nagyszamu szekvencia tipust eredményezzen a fajon beliil (1. abra).

Eredményeink gyakorlati alkalmazhatosaga tekintetében gy tlinik, a kidolgozott MLST
rendszer alkalmas a C. jejuni tipizélasara. Az MLST tipusok nem mutattak semmilyen
Osszefiiggést a torzsek foldrajzi régiok szerinti megoszlasaval. A vizsgalt torzsek kis szdma
nem tette lehetové a szekvencia tipusok egyéb bélyegekkel, pl. a szerotipussal valo
kapcsolatdnak vizsgalatat. Egy, az Egyesiilt Kirdlysagb6l szarmaz6 tanulmany, mely
nagyszamu (154), de tobbnyire helyi torzset vizsgalt, talalt Osszefiiggést a torzsek szero-, és
MLST tipusa kozott.

Az egy génre vonatkozd relative kevés szekvencia valtozatra egy lehetséges
magyarazat, hogy a C. jejuni viszonylag fiatal faj lehet, és kialakulasatol kezdve még nem volt
elég 1d0 a valtozatok kialakulasdhoz. Ez alapjan a jelenség hasonlo lehet a Yersinia pestis
esetéhez, ahol a szekvencia diverzitas teljes hianyat figyelték meg Gigy magyarazva azt, hogy ez
a korokozo nem 06nallé faj, hanem a Y. pseudotuberculosis egy tjonnan kialakult egységes
klénja lenne.

Egy alternativ magyarazat lehet, hogy a faj a kdzelmultban esett (esik) at egy jelentds
expanzion, melynek okai a baromfi tartas koriilményeinek az elmult szaz-kétszaz évben torténd
megvaltozasban kereshetéek. Ez a hirtelen elszaporodas magyarazhatja az allél variaciok
korlatozott szamat és a szinonim mutaciok alacsony frekvenciaji polimorfizmusat. A torzsek
kozotti gyakori rekombinacié ugyanakkor jelentésen segitheti az elonyos tulajdonsagok, pl. az
antibiotikum rezisztencia terjedését.

A HAzAl C. JEJUNI IZOLATUMOK VIZSGALATA. A Kkorabbi hazai, humén izolatumokon sajat
készitésti savokkal végzett szerotipus vizsgalatok a torzsek egy harmadat nem talalta
tipizalhatonak, mely magasabb volt a mas orszdgokban tapasztaltaknal. A korabbi vizsgalatban
hasznalt 60 savoval kapott eredmények nem hasonlithatéak kozvetleniil a mi, kereskedelmi
forgalomban beszerzett, kombinalt csoportokat is tartalmazo kittel kapott eredményeinkhez. Az
azonban nyilvanvalé volt, hogy egyes szerocsoportok (pl HS2) mindkét vizsgalatban gyakran
fordultak eld (4. tablazat). Ez Osszhangban van mdsok megfigyelésével, hogy bar adott
foldrajzi teriileteken tipus valtozas el6fordulhat, egyes, dominald szerocsoportok meglehetsen
stabilak maradhatnak.

A két hazai vizsgalat eredményei kozti legfigyelemreméltobb hasonldosag a nem
tipizalhatd torzsek magas, 30% feletti aranya (4. tablazat). Ez mindenképpen indokolta e
latszolag homogén csoport részletes vizsgalatat. Eredményeink igazoltak, hogy e csoport nem
homogén, benne molekularis modszerekkel nagyszamu tipus kiilonithetd el (2. abra). A tény,
hogy vizsgélt torzseinket a PFGE tobb csoportra osztotta, mint a PCR-RFLP, nem meglepd. A
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makro-restrikciot kovetd PFGE a teljes genomrdl ad felvilagositast, mig a PCR-RFLP egy
viszonylag rovid amplikonon beliil elhelyezkedd bazis-valtozasokra érzékeny. A PFGE mintat
befolydsold genomidlis valtozadsok nem kell, hogy feltétleniil érintsék az RFLP-vel vizsgalt fla4
gént.

A szerotipizalds, amellett, hogy eredményei klinikai relevanciaval birhatnak,
véltozatlanul hasznos kiegészitéje a jarvanytani munkdnak, kiilondsen molekularis
modszerekkel kombinalva. Eredményeink egyértelmiien igazoljak, hogy erre a hazankban
kiilondsen magas aranyban el6forduld NT torzsek esetén feltétleniil sziikség is van e csoport
rendkiviil heterogén mivolta miatt.

Az EGYESULT ARAB EMIRATUSOKBAN IZOLALT CAMPYLOBACTER JEJUNI TORZSEK JELLEMZESE. Az
Emiratusokbdl szarmazd torzsek vizsgalatakor nemzetkdzi Osszehasonlitdsban is kimagaslo
fluorokinolon rezisztencia értékeket talaltunk. Hasonloan magas értékeket eddig csak
Spanyolorszagbodl (88 és 75 %), Hong Kongbol (85,9%) és Indiabol (77,1 %) jelentettek.

A Kozel-Keletrél kevés adat all csak rendelkezésre. 1998-ban Libanonbol 39 %
rezisztenciat jelentettek, mig a kdzelmultban a kuvaiti térzsek 53 % volt rezisztens. Lényeges,
hogy ez utobbi, illetve a sajat vizsgélataink is egy-egy kérhazban gytijtott torzseken torténtek.
Tovabbi, részletesebb vizsgélatok sziikségesek annak felderitésére, hogy a rezisztencia
prevalenciaban talalt kiilonbségek az Arab félsziget északi ¢s dél-keleti része kozott valoban
fennall-e. Kordabban Jumaa és Neringer az altalunk is vizsgalt korhaz, 1999 és 2002 kozott
izolalt torzseinél mintegy 50 %-os fluorokinolon rezisztenciat észlelt. Megjegyzendd azonban,
hogy az altaluk hasznalt korongdiffiiziés modszer nem validalt, szemben az altalunk hasznalt
kvantitativ eljarassal. Ez természetesen elvileg nem zarja ki, hogy a két vizsgalat idépontja
kozott jelentds, valos rezisztencia emelkedés is tortént.

A régidban talalt leggyakoribb szerocsoportok a HS4,13,16,43,50 komplex, és a HS2
voltak, mindkettd gyakran eléfordul gy hazankban (4. tablazat), mint egyéb f{oldrajzi
terlileteken. Mésokhoz hasonléan mi is megfigyeltiik, hogy a szero-, és molekularis tipizalas
eredményei nem feltétleniil fedik egymast. Azonos szerocsoportok kiilonb6zé PFGE és RFLP
tipusokon beliil eléfordultak: pl. a HS2 a P4, P11, P12, P14 és P16 PFGE csoporton vagy az
R6, R8, R10, R16 és R17 RFLP tipuson beliil. Ugyanakkor kiilonb6z8 szerocsoportok is
eléfordultak azonos geno-csoporton beliil: pl. a HS2 és HS1,44 a P4-en , és a HS10, HS1,44 és
a HS4,13,16,43,50 az R7-en beliil (3. abra). A hat érzékeny izoldtum semmilyen moddszerrel
nem mutatott csoport-képzést.

Minden fluorokinolon rezisztens torzs hordozta a Thr-86 — Ile mutaciot, amit itt
minden esetben a gyr4 gén részleges szekvencidjanak meghatarozasaval is megerdsitettiink. Ez
a megfigyelés igazolja, hogy mas régidkhoz hasonléan e mutacié a leggyakoribb a
fluorokinolon rezisztencia hatterében.

Ugy a QRDR régién beliil, mint azon kiviil, masokhoz hasonléan, mi is jelentds
polimorfizmust figyeltiink meg. A 35 fluorokinolon rezisztens torzsben tiz kiilonb6z6 gyrA
allél volt jelen, melyek koziil minddssze kettd volt megtalalhatdo a GenBankban. A torzsek 19,5
% -at kitevo, azonos PFGE ¢és RFLP, tehat egy molekularis tipusba (MT1) tartoz6 torzsek
homogén voltat az is igazolta, hogy mind azonos gyr4 allélt hordoztak (3. abra). Nem tudjuk
kizarni vagy igazolni, hogy az esetek — e tekintetben sajnos semmilyen jarvanytani adat nem all
rendelkezésiinkre — mind egy ko6zos forrasbol szdrmaznak-e. Még ha igy is van, figyelembe
véve azt a tényt, hogy e torzseket egy év alatt izolaltuk, ez a klon rendkiviil stabil voltat
igazolja. Egy jelentds valtozékonysaggal biro faj (lasd sajat, fentebb ismertetett
eredményeinket) ezen reprezentansai még az egyébként szelekciés nyomas alatt nem 1évo
szinonim mutaciok tekintetében is azonosak voltak. Klonalis komplexek kapcsolédhatnak
bizonyos rezervoarokhoz, pl. baromfihoz, de stabil, hosszii idén at fiiggetlen forrasbol
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szarmazo klont szintén leirtak. A stabilitds oka e ritka, a fajra egyébként nem jellemzd
klonokban, komplexekben ismeretlen.

Eredményeink igazoljak, hogy az idegenek, turistak altal egyre fokozottabb mértékben
latogatott orszagban az utazok hasmenéséért is gyakran feleldssé tehetd C. jejuni torzsek kozott
kimagaslé a fluorokinolon rezisztens torzsek aranya. Tekintve, hogy az orszagban a
mezogazdasagban felhasznalt szerekrdl sem tényszerli, sem mennyiségi adatok nem allnak
rendelkezésre, a jelenség magyarazatara nem vallalkozhatunk.

UJ EREDMENYEK

1. Kidolgoztunk egy, a Campylobacter jejuni vizsgélatara alkalmas, hét haztartdsi gén
részleges szekvenalasan alapuldo Multi-Lokusz Szekvencia Tipizalasi modszert, és sikerrel
alkalmaztuk azt kiillonboz6 foldrajzi teriiletekrdl szdrmazé torzsek vizsgélatara, 1étrehozva
egy, a gyakorlatban gy tipizalasi, mint populdcié genetikai vizsgalatokra alkalmazhato
eljarast.

2. Megallapitottuk, hogy bar a fajban a hét vizsgalt gén allélikus valtozatainak szama
korlatozott, a kombinacidik alapjan feléllithatdé szekvencia tipusok megkozelitik a vizsgalt
torzsek szamat.

3. Igazoltuk 6t haztartasi gén esetén fellelhetd homoplazia vizsgalataval, hogy a C. jejuni
fajon beliili rekombinédcié messze meghaladja a legtobb koérokozo esetén talalt értéket és
megkozeliti, bar el nem éri a rokon, Helicobacter pylori esetén megfigyeltekét.

4. Eredményeink igazoltdk, hogy a hazai C. jejuni izolatumok mintegy harmada nem
szerotipizalhat6. Igazoltuk, hogy egyes szerocsoportok évek ota jelentds, nem csokkend
aranyban vannak jelen az orszagban.

5. Kimutattuk, hogy a nem szerotipizalhatd csoport csak latszélag homogén. Valojaban egy,
molekularis modszerekkel rendkiviil heterogénnek mutatkoz6 csoportrél van szo, igy
jarvanytani jellemzésiikre az antigén-specifitds meghatarozasa semmiképpen nem elegendo.

6. Megallapitottuk, hogy ezen, utazék hasmenését is gyakorta okozd pathogén a fokozodo
mértékben turista-célpontként szerepld Egyestilt Arab Emiratusokban, illetve annak vizsgalt
kérhézaban, rendkiviil gyakran rezisztens fluorokinolonokra.

7. A fluorokinolon rezisztencia hatterében a gyrd gén részleges szekvencidjanak
meghatarozasaval igazoltuk az enzim Thr-86 — Ile mutécidjat.

8. Molekularis tipizald eljarasokkal, illetve a gyrd gén szekvendldsan alapulo allél szam
meghatarozassal azt talaltuk, hogy a ciprofloxacin rezisztens torzsek kozel 20 %-a azonos
torzs komplexbe, felteheton klonba tartozik. Egy nagymértékben valtozékony faj esetén egy
ilyen, legalabb egy éven 4t stabil csoport megléte meglepd és ritka lelet.
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