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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AFLP: Amlified Fragment Length Polymorphism (amplifikalt fragmentum hossz polimorfizmus)
ARDRA: Amplified rDNA Restriction Analysis (felszaporitott rDNS restrikciés vizsgalata)
ATP: adenozin trifszfat

bp: bazispér

C. coli: Campylobacter coli

C. jejuni: Campylobacter jejuni

CDC: Centers for Disease Control and Prevention

CDT: Cytolethal Distending Toxin (felfivédasos sejthaldlt okozé toxin)

DEFT: Direct Epifluorescent Filter Technique (kdzvetlen epifluoreszcens sziirési eljaras)

DGGE: Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (denaturdl6 gradiens gélelektroforézis)

DK: denatural6 koncentraci6

E. coli: Escherichia coli

EFSA: European Food Safety Agency (Eurépai Elemiszer-biztonsdgi Hivatal)

EHEC: Enterohemorragias Escherichia coli

ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay (enzimhez kotott immunszorbens eljaras)
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PAA: Polyacrylamide (poliakrilamid)

MLST: Multilocus Sequence Typing (multilékusz szekvencia tipizdlds)
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RAPD: Randomly Amplified Polymorphic DNA (véletlenszertien felszaporitott polimorfikus DNS)
RFLP: Restriction Fragment Lenght Polymorphism (restrikciés fragmentum hossz polimorfizmus)
rDNS. riboszémélis DNS

rRNS: riboszémalis RNS

SSR: Simple Sequence Repeat (egyszerii szekvencia ismétlodés)

STEC: Shiga toxin-producing Escherichia coli (Shiga toxin-termeld Escherichia coli)

TEMED: N, N, N, N’-Tetra-Metil-Etiléndiamin

VBNC: Viable But Non-Culturable (€16, de nem tenyészthetd)
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1. BEVEZETES

Az élelmiszer-biztonsag napjaink egyik legfontosabb kérdése. A fogyasztok novekvo igénye a
biztonsagos, jO mindségli és egészséges élelmiszerek irant fokozott kihivast jelent a termeldk, a
gyartok és a forgalmazdok szadmdra, ugyanakkor jelentds feladatot ré a hatdsdgokra, valamint a
tudomédnyos élet résztvevdire. Az elmult években az élelmiszer-el6dllitas globalizalédasa, a
higiéniai szabdlyok be nem tartisa, a nem megfelelé hokezelés vagy hiités, illetve egyéb
technoldgiai és mds tényezdre visszavezethetd okokbdl kifolydlag az élelmiszer eredetii
megbetegedések gyakorisdga novekvd tendencidt mutat. Ennek hatterében az esetek jelentOs

részében mikrobioldgiai szennyezddés all.

Az élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl jelentds kérokozé baktériumok koziil a Campylobacter fajok
altal okozott megbetegedések szama igen jelentds. Az Eurépai Elelmiszer-biztonsagi Hivatal 2007-
es jelentése szerint az Eurdpai Uni6 tagdllamaiban 200 507 kampilobakteriozisos megbetegedést
regisztraltak, amely valamivel magasabb a szalmonelldk altal okozott megbetegedésekénél (151955
regisztralt eset; EFSA, 2009). Magyarorszdgon a termofil Campylobacter fajok altal okozott
fertdzések ardnya jéval magasabb az Eurépai Unié atlaganal, azonban a bejelentett esetek szdma az
utébbi idében csokkend tendencidt mutat (Szeitzné, 2008). A humdn kampilobakteri6zisok tobb
mint 95 %-ét C. jejuni torzsek okozzak (Miller and Mandrell 2006), mig a tobbi esetért elsdsorban a
C. coli fajba tartoz6 torzsek a felelosek. A Campylobacter fajok egyértelmii azonositdsa azonban
bonyolult, mivel ezen patogének lassan novo, igényes szervezetek. Elkiilonitésiikre kordabban csak
fenotipus alapd moddszereket alkalmaztak, és igy az azonositds csupidn néhdny morfoldgiai és
fizioldgiai kritérium alapjén volt lehetséges (Cardarelli-Leite et al., 1996; Gorkiewitz et al., 2003).
A fenotipus alapt identifikdlds azonban gyakran téves eredményekhez vezethet (Steinhauserova et
al., 2001), emiatt megnétt az igény az olyan, els6sorban DNS alapi modszerek kidolgozasa és
alkalmazdsa irdnt, amelyek segitségével a humdnpatogén Campylobacter fajok kimutatésa,
azonositdsa, tipizdldsa, valamint terjedési ttvonaluk feltérképezése gyorsan és hatékonyan

megvaldsithato.

Humén egészségiigyi szempontbdl szintén jelentds baktériumok az Escherichia coli faj Shiga-toxin
termeld (STEC) torzsei, amelyek szdmos virulencia faktoruk altal, tovdbba toxin termelésiik révén
sulyos megbetegedéseket okozhatnak. A STEC csoporton beliil az enterohemorragids E. coli
(EHEC) torzsek kimutatdsa alacsony infekcidés dézisuk, valamint az dltaluk eldidézett vérzéses

bélgyulladas, vesegyulladas, illetve vérzéses hugyuti fertézés (Schmidt és Karch, 1996) miatt



kiemelt jelentdséggel bir. Az elmult években szdmos olyan PCR-alapti diagnosztikai mddszert
dolgoztak ki, amelyek célszekvenciai kiilonb6z6 virulencia gének voltak, mint példaul a Shiga
toxin, az intimin, vagy akdr az enterohemolizin gének (Meng et al., 1998). Az Escherichia coli faj
torzseinek azonban élelmiszer-biztonsagi vonatkozasain kiviil élelmiszer-higiéniai szempontbdl is
nagy a jelentOségiik, mivel élelmiszerek esetén a friss, fekalids szennyezettség indikdatorai, igy az E.

coli faj, illetve a faj patogén torzseinek élelmiszerekbdl torténd kimutatdsa nagyon jelentds.

A korokozd mikroorganizmusok kimutatidsa és vizsgédlata hagyomédnyos moddszerekkel hosszi
multra tekint vissza, azonban ezen eljardsok id6- és munkaigényesek, igy szdmos olyan Uj eljarast
fejlesztettek ki az elmult évtizedekben, amelyek alkalmazdsa a rutinszerii vizsgalatok sordn is széles
korben alkalmazhatd. A gyors vizsgdlati médszerek koziil a nukleinsav alapti molekularis bioldgiai
technikdk egyre szélesebb korben, egyre nagyobb teret hdditanak. A polimerdz lancreakcion alapul6
eljardsok mdra mir nemcsak a kutatd laboratériumok nélkiilozhetetlen és mindennaposan
alkalmazott eljarasai kozé tartoznak, de az élelmiszerek vizsgalataval foglalkozé mikrobiol6giai
laboratériumok korében is egyre nagyobb népszeriiségre tesznek szert. Az élelmiszerekben
eléfordulé patogén mikroorganizmusok azonositdsdra €s torzs szintll jellemzésére (tipizalasara)
kidolgozott nukleinsav alapi molekularis bioldégiai modszerek alkalmazasa jelentdsen hozzajarul

ezen mikrobdk eredetének €s terjedési utvonalanak feltérképezéséhez.

Munkdm sordn célul tliztem ki élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl jelentds baktériumok
(Escherichia coli és termofil Campylobacter torzsek) kimutatasit, azonositisit és jellemzését,
ezaltal hozzdjarulva a kérokozok élelmiszerekbdl torténd gyorsabb detektdldsahoz, diverzitdsdnak

és epidemioldgidjdnak pontosabb meghatdrozasihoz.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az élelmiszer-biztonsag és jogszabalyi hattere

Az emberiség torténetének kezdete ota l1éteznek problémak az élelmiszerekkel, amelyeket nap mint
nap elfogyasztunk. Az élelmiszer-biztonsdg torténete azonban csak rovidebb multra tekint vissza,
ezzel kapcsolatos ismereteink megszerzése pedig az 1600-as évek elején kezd6dott a tudomanyos
felfedezésekre alapozva (Thrall, 2008). A mikrobioldgia, és ezen beliil az élelmiszer-mikrobioldgia
kialakuldsa adott lehetdséget a mikrobdk pontos meghatirozdsdra, a gyors diagnosztika

kifejlesztésére és az élelmiszerek mikrobioldgiai mindsitésére (Rodler, 2006).

Napjainkban a nyersanyag-feldolgozas, az élelmiszer-eldallitas és -forgalmazas soran legfontosabb
szempont a megfeleld mindségli és egyben biztonsdgos élelmiszerek eldéllitdsa a fogyasztd
egészségének védelme érdekében. Ennek megvaldsitdsdhoz azonban nélkiilozhetetlen a
mikrobioldgiai kockazat csokkentése és kikiiszobolése. A nyers, valamint a természetes bioldgiai
eljarasokkal  készitett  élelmiszerekben el6fordulé  koérokozé, illetve romlast okozé
mikroorganizmusok kimutatdsara, jellemzésére, azonositasdra nagy hangstlyt fektetnek a megfeleld
mindségl és biztonsagos élelmiszerek irant tapasztalhaté novekvd igények miatt (Blackburn, 2003;
Dedk, 2006a). Az élelmiszer-biztonsag tehat annak biztositisa a termelés, az élelmiszer-eloallités, a
tarolds és a forgalomba hozatal teljes folyamatdban, hogy az élelmiszer nem veszélyezteti a végso
fogyasztd egészségét, ha azt a rendeltetési célnak megfeleléen késziti el és fogyasztja (2003. évi

LXXXIL torvény).

Az élelmiszerek biztonsdgos fogyaszthatosdga érdekében megfeleld szabdlyok és kovetelmények
megalkotdsa valt sziikségessé. Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 178/2002/EK rendelete az
élelmiszerjog 4ltaldnos elveirl és kovetelményeirdl, az Eurépai Elelmiszer-biztonsdgi Hivatal
létrehozasardl, és az élelmiszer-biztonsdgra vonatkozé eljardsok megéllapitdsardl szol. A nemzeti
jogszabalyok koziil az élelmiszerekrdl szold hatdlyos torvény a 2003. évi LXXXII. torvény,
amelynek egyes rendelkezéseit moédositotta a 2005. évi CLIX. torvény. Az élelmiszerlanc
szabalyozasaban megalkotott 2008. évi XLVI. torvény célja a végsé fogyasztok egészségének,
érdekeinek védelme; az allatok egészségének megdvasa, a novények védelme; az élelmiszer-
eldallitas és értékesités eldsegitése; az élelmiszer- és takarmanyvallalkozok érdekeinek védelme;

valamint a kockazati tényezok csokkentése és a nemzetkozi kereskedelem biztositasa.



Az élelmiszerek mikrobioldgiai kritériumait foglalja 0ssze a Bizottsdg 2073/2005/EK rendelete. A
rendelet mikrobioldgiai kritériumokat 4llit fel egyes mikroorganizmusokra és meghatarozza azokat
a végrehajtasi szabalyokat, amelyeket az altalanos és konkrét higiéniai intézkedések
végrehajtasakor kovetni kell. A rendelet egyarant definidlja az élelmiszer-biztonsagi kritériumokat
(az adott termék/tétel mikrobioldgiai elfogadhatésigat, amely kovetelményt az eltarthatdsag teljes
ideje alatt teljesiteni kell) és a technoldgiai-higiéniai kritériumokat (amelyek az adott gydartdsi
technolégia miikodésének megitélésére szolgdlnak, és amelyeknek a gyartdsi folyamat

meghatarozott szakaszaban kell teljesiteniiik).

2.2. Az élelmiszer-biztonsagot befolyasolé tényezok

Az élelmiszer-biztonsagot kiilonbozd veszélytényezdk befolydsoljdk, amelyek koziill a négy
legfontosabb a kovetkezd: (1) bioldgiai tényezOk — patogén mikroorganizmusok jelenléte és
szaporodasa, (2) kémiai tényezok — toxikus komponensek jelenléte, (3) fizikai tényezok — idegen
anyagok eldforduldsa, valamint (4) az elemi csapdsok kovetkezményei (Knura et al., 2006). A
patogén mikroorganizmusok ko6zott kell megemliteni az élelmiszer-fert6zést vagy élelmiszer-
mérgezést okoz6 baktériumokat, a mikotoxin termeld fonalasgombdkat, valamint az élelmiszer
eredetli parazitikat (Mogensen and Holm, 2003; Knura et al., 2006). Az utébbi idében azonban
egyre gyakrabban mutatnak ki virusok 4ltal okozott megbetegedéseket, amelyek kovetkeztében
jelenleg a norovirusok és a hepatitis A virus tekinthet6k a legjelentdsebb élelmiszer eredetii human
patogén mikroorganizmusoknak (Koopmans ¢&s Duizer, 2004). A toxikus anyagok a
nyersanyagokban természetes Osszetevokként is megtaldlhatéak, azonban a tdrolds és a feldolgozas
sordn is keletkezhetnek mérgezd vegyiiletek. Tovabbi forrasként szolgdlhatnak a kornyezetbdl
szdrmaz6 szennyezOdések, a novényvéddszer maradvanyok, az 4allatgydgydszatban hasznalt
vegyiiletek (antibiotikumok és hormonok), valamint a fert6tlenitdszerek (Bird, 2000; Knura et al.,
2006). Idegen anyagoknak tekinthetok az iiveg-, a fém-, a fa- és a kodarabok. Az elemi csapasok
kozé sorolhatunk minden mds olyan jelenséget, amelyek negativan befolyasoljak az élelmiszerek
biztonsagat, igy példaul egy atomerdmiiben bekovetkezd katasztréfa élelmiszerekre kifejtett hatasat

(Knura et al., 2006).

2.3.  Allati eredetii élelmiszerek élelmiszer-biztonsagi vonatkozasai

Az élelmiszeripari termékek fajtdi, tipusai és valasztéka rendkiviil nagy. A termékek fébb
csoportjait a meghatdrozé éllati vagy novényi eredetli Osszetevd, a gyartdsi vagy a felhasznaldsi

moéd szerint lehet meghatarozni (Dedk, 2006a). Az élelmiszereket altaldnossagban biztonsdgosnak
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tekintjiik, feltételezvén, hogy megfeleld gondossdggal allitottdk eld, készitették el, taroltdk és
kezelték (Constable et al., 2007). Az élelmiszerek alapanyagaul szolgal6 allatok egészségi allapota
tobbféleképpen befolyasolhatja a patogénekkel vald fert6z0dést. A beteg, vagy tiinetmentes
fertézott allattal valé kozvetlen kontaktus, az allat gondozdsa, hisdnak illetve termékeinek
feldolgozdsa jelentdsen hozzdjarul a kérokozok terjedéséhez, tovabba a feldolgozis sordan a
patogénekkel szennyezett allati részek eltdvolitdsa megndveli a mikrobioldgiai szennyezddés és

keresztszennyezddés esélyét (Singer et al., 2007; Szeitzné, 2008).

A mikrobioldgiai élelmiszer-biztonsdg szempontjdbol a veszélyforrasok koziil elsésorban azokat
kell figyelembe venni a technoldgiai folyamatok sordn, amelyek élelmiszer-mérgezést, vagy —
fertdzést okoznak. Az allati eredetli élelmiszerek esetében a nyersanyagként szolgdld vigdallatok az
elsddleges mikrobioldgiai veszélyforrdsok, igy a vdgdsi technoldgidban a higiéniai feltételek
megvaldsitdsa nélkiilozhetetlen, mig a termékgyartds folyamatdban alapvetd jelentdségli az eldirt
hémérsékleti értékek biztositasa (Bird, 2000). Az eltarthatdésdg novelése és a megfeleld biztonsig
kialakitdsa érdekében a hisok tartdsitdsa sordn leggyakrabban a hiitést és fagyasztast, a hokezelést
(beleértve a konzervélast), az érlelést és szaritast alkalmazzdk, azonban a megfeleld cél elérése

érdekében ezeket a kezeléseket gyakran kombindlva hasznéljdk (Roberts et al., 1998).

A feltételesen patogén mikrobdkkal szennyezett allati eredetii élelmiszerek elfogyasztidsa sok ember
megbetegedését okozhatja, igy a voOroshdsokban, a baromfihdsban és a tojast tartalmazd
termékekben ezen mikroorganizmusok jelenlétének vizsgalata 1ényeges az élelmiszerek biztonsagos
fogyaszthatosdgdnak érdekében. Hagyomdnyos és modern mikrobioldgiai mddszerek egyardnt
rendelkezésre dllnak a patogének kimutatdsdra és sejtkoncentracidjuk meghatirozdsara, azonban a
tenyésztésen alapuld eljarasok iddigényesek, az eredmények csak napok milva értékelhetdk, igy
egyre nagyobb az igény a gyors kimutatdsi mddszerek irdnt (Fung, 1991; Fung, 2002; de Boer,
2007).

2.3.1. Nyers hiisok mikrobiologiai biztonsagi kérdései

Az egészséges vagdallatok izomszoveteirdl feltételezziik, hogy a levagas idépontjaban mikrobdktol
mentesek. Ha azonban a kereskedelmi forgalomban 1év6é hidsokat vizsgéljuk, szadmos
mikroorganizmus mutathaté ki. A szennyez6dés kiillonboz6 forrasokbdl keriilhet a termékekre, igy
példaul a szeletel6 késrol, az dllat borérdl, az emésztdtraktusbol, a dolgozok kezérdl, a tarolokrol és
a kornyezetbdl (Jay et al., 2005). A voros hiasok és a baromfihis mikrobiétdja altalaban hasonld, az

eloforduld kiilonbségek az eltérd vagasi és feldolgozasi technolégidkbdl adédnak (Corry, 2007). A



hdsok mikrobidtdja tiikkrozi a vagéhidon és a feldolgoz6 tizemben taldlhaté mikrobakozosségeket,
amelyekben elsdsorban a Gram-negativ baktériumok (Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter,
Flavobacterium, Enterobacteriaceae) dominalnak. A Gram-pozitivok koziil az enterokokkuszok és
a laktobacilluszok fordulnak el leggyakrabban, azonban megtaldlhatok még a Micrococcus
nemzetség fajai, korineform baktériumok, Staphylococcus, Kurthia, Streptococcus, Bacillus

nemzetség fajai és a Brochothrix thermosphacta is.

Mivel a penészgombdk szinte mindeniitt megtaldlhatok a kornyezetben, igy kiilonbozd fajai
viszonylag nagy szdmban fordulnak el6 a hisfeldolgozds kornyezetében is (Jay et al., 2005; Corry,
2007). A friss voroshisokon leggyakrabban eldéforduld fonalasgombdk kozé a Thamnidium, a
Mucor, a Rhizopus fajokat soroljuk, amelyek fehér micéliumokat hoznak létre a marhahison, a
Cladosporium fajokat, amelyek a fekete foltok kialakuldsaért felelosek, a zold telepeket képzd
Penicillium fajokat, valamint a Sporotrichum fajokat, amely fehér foltok megjelenését okozzik
(Kotula és Kotula, 2000). Az élesztok koziil a Candida és a Rhodotorula nemzetség fajai a
domindnsak. Baromfihisokon gyakran fordulnak elé Yarrowia lipolytica és Candida zeylanoides
fajhoz tartozd torzsek (Dedk, 2001), mig Nielsen és munkatirsai (2008) Candida zeylanoides,
Candida galli és egy nemrégiben leirt faj, a Candida alimentaria dominancidjat mutattdk ki friss
hasok esetében. A husfeldolgozas szempontjab6l néhdny esetben eldnyos az élesztok novekedése.
Egyes fajok, mint példaul a Debaryomyces hansenii és a Candida utilis pozitivan befolyasolja az
aroma kialakuldsat, a fermentélt kolbdszokban pedig hozzdjirulnak a vords szin stabilizdldsdhoz,
azonban az esetek nagy részében az élesztok jelenléte a husokon és hiiskészitményekben nem
kivanatos. Szdmos esetben csomagolt hiisok puffadasat, nydlkaképzést, kolbdszok elszinezddését,
és kellemetlen {zanyagok keletkezést idézik el8. Elelmiszer-biztonsigi szempontbél gondot okoz,
hogy egyes élesztok metabolizdljdk a szerves savakat és a ndtrium-nitritet, amely utobbi egyrészt

tartositoszerként szolgdl, méasrészt stabilizédlja a vér hemoglobinjit (Nielsen et al., 2008).

A haszondllatok szdmos, az emberre potencidlisan veszélyt jelentd mikroorganizmust hordozhatnak.
Ebbdl a szempontbdl legjelentdésebbek a zoondzist okozd baktériumok, igy a Salmonella és a
Campylobacter fajok, az Escherichia coli patogén szerotipusai, mint példdul az O157:H7
(Humphrey és Jdrgensen, 2006), de a patogének kozott eléfordulnak Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila és
Bacillus cereus fajok is. A romlast okozd és feltételesen patogén baktériumok mellett nyers hidsok
esetében a parazitdkat is meg kell emliteni. A Trichinella spiralis terjedésének megakadalyozasa
érdekében fontos az dllat vigds eldtti, valamint posztmortem vizsgélata, tovdbba a his fagyasztasa

vagy hokezelése. Az endoparazitdk koziil a Toxoplasma gondii sertés-, birka- és egyéb hisokban



fordulhat eld, amely az emberi szervezetbe jutva silyos megbetegedéseket is okozhat (Kotula és
Kotula, 2000). A galandférgek (Taenia saginata és Taenia solium) larvai a nyersen vagy nem
megfeleléen hokezelt sertés, vaddisznd és szarvasmarha his elfogyasztasaval keriilnek a
szervezetbe, és a bélben kifejlodo férgek gyomor-bélpanaszokat, illetve neuroldgiai tiineteket

okoznak (Doyle, 2003).

A véagast kovetéen a mikrobdk tevékenysége révén a hidsok romldsa gyorsan megindul. A
voroshisok romldsi folyamataiban aerob koriilmények kozott elssorban a Pseudomonas fajok
domindlnak. Mas mikrobdk, mint az Acinetobacter és a Psychrobacter nemzetség fajai csak
viszonylag alacsony szdmban fordulnak eld (Corry, 2007). A huson eléfordulé pszeudomonaszok a
gliikézt metabolizéljdk, ha azonban a diffizié kovetkeztében a belsd szdvetekbdl méar nem keriil
megfeleld mennyiségli szénhidrdt a his felszinére, aminosavak és fehérjék lebontdsa révén
ammonia, kiillonbdzé aminok és szulfidok keletkeznek, amelynek kovetkeztében jellegzetes,
kellemetlen szaganyagok képzddnek (Koutsoumanis et al., 2008). Vakuumban vagy mddositott
légtérben az aerob romldst okozé mikrobdk héttérbe szorulnak. Ilyen koriilmények kozott a
Brochothrix thermosphacta és a tejsavbaktériumok vannak tdlsdlyban (Jackson et al., 1997),
azonban Yersinia enterocolitica nem patogén szerotipusainak el6forduldsardl is beszamoltak mar
(Corry, 2007). A tejsavbaktériumok és a Brochothrix glilkéz metabolizmusa révén szerves savak
keletkeznek, amelynek kovetkeztében a romlott his savanykdas, gyakran sajtra emlékeztetd szaggal
jellemezhetd (Koutsoumanis et al., 2008). Baromfihds hiitétaroldsa sordn a gyorsan szaporodd
mikrobdk, mint a pigmentalt és nem-pigmentalt Pseudomonas fajok (P. fluorescens, P. fragi és P.
putida) anyagcsere tevékenysége révén indul meg a romldsi folyamat. A pszeudomonaszok mellett
alacsony szdmban Acinetobacter fajok és a Psychrobacter immobilis is részt vesz a romldsban
(Mead, 2000). A pszichrofil patogének (Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica és
Aeromonas fajok) mellett a baromfihus 4ltal kozvetitett kérokozok a termofil Campylobacter és a
Salmonella fajok. Ezen patogén baktériumok terjedésének és az élelmiszerekbe keriilésének

megismerése 1ényeges az elleniik valé védekezés szempontjabol.

2.3.2. Tejtermékek mikrobioldgiai biztonsagi kérdései

A tdpanyagokban, kiilonosen fehérjékben és lipidekben gazdag tej kitlind tdpkozeg sok
mikroorganizmus szdmdra, mivel nagy vizaktivitidsa, semleges pH-ja és gazdag tdpanyagtartalma
kedvezé a szaporoddsukhoz. A nyers tej szennyezd forrdsaként tartjuk szdmon a kornyezetet
(levegd, viz, ember), a tdrold edényeket, de a tejeld dllatokat is. Az egészséges tehenek tégyébe

kivalasztédé tej mikroorganizmusoktdl mentes, azonban az éllatok az ember egészségére karos



szervezeteket is hordozhatnak, igy nem meglepd, hogy a nyers tej fogyasztdsa megbetegedésekhez
vezethet. A patogén baktériumok koziil tobbek kozott Campylobacter jejuni, Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 éltal okozott megbetegedéseket
jegyeztek fel korabban, tovabba a szarvasmarhdkban €s egyéb kérddzokben megbetegedést kivaltd
Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis tejjel kozvetitve az emberben szintén
megbetegedést okozhat (Grant et al., 1996; Griffith, 2000; Jay et al., 2005). Lévén a tej a lakt6z
egyetlen természetes forrdsa, romlasat a laktéz hasznosité szervezetek tejsavtermelése altal
bekovetkezett kazein precipiticidja okozza. A tej azonban nem teljesen védtelen a mikrobdkkal
szemben, mivel szdmos természetes antimikrobds anyagot (laktoperoxidazt, laktoferrint, lizozimet

és specifikus immunglobulinokat) tartalmaz (Dedk, 2006a).

A tejbdl kiilonbozd technoldgiai eljardsokkal szdmos terméket dllitanak eld. A fermentélt
tejtermékek koziil a tej vagy tejszin tejsavbaktériumokkal vald beoltdsdval késziil a vaj, a joghurt, a
tejfol és a sajtok, de spontan fermentacio is eléfordul. Ezen termékek patogén baktériumokkal valé
szennyezO6désére és az elfogyasztasuk dltaluk okozott megbetegedésekre szdmos példa taldlhaté a

szakirodalomban.

2.4. Elelmiszer-biztonsagi szempontbél fontos patogén baktériumok

Az élelmiszer eredetii patogén baktériumok koziil legfontosabbak a Salmonella fajok, a
Campylobacter jejuni és a Campylobacter coli, az Escherichia coli patogén valtozatai (példaul az
O157:H7 szerotipus), a Yersinia enterocolitica, a Shigella, a Vibrio, az Aeromonas és Plesiomonas
fajok, a Clostridium botulinum és CIl. perfringens, tovabba a Bacillus cereus, a Listeria
monocytogenes €s a Staphylococcus aureus (Doyle et al., 1997; Baird-Parker, 2000; Uyttendaele és
Debevere, 2003).

A patogének elsésorban kiilonbozd élelmiszerek kozvetitése altal jutnak az ember szervezetébe,
azonban haziallatok és az emberek is terjeszthetik a kérokozokat. Az Escherichia coli O157:H7
szerotipusra visszavezethetd, élelmiszer eredetii megbetegedések sordn a fert6zések forrasaként
spenot (Grant et al., 2008), nyers tej (Denny et al., 2008), marhahtis (Strachan et al., 2006),
fagyasztott marhapastétom (Delignette-Muller et al, 2008) és pepperénis pizza
(http://www.cdc.gov/index.htm) is feljegyzésre keriilt. A Listeria monocytogenes éltal okozott
megbetegedések leggyakrabban nyers tej vagy ebbdl készitett sajt fogyasztdsdval hozhaték
Osszefiiggésbe (Rossi et al., 2008), a Centers for Disease Control and Prevention (CDC) egyik

jelentésében azonban olvashatd, hogy az elmilt évben L. monocytogenes-szel fertdzott pasztorozott



tej fogyasztisa okozta néhdny ember megbetegedését (Anonymus, 2008). Liszteri6zisos
megbetegedések azonban mads élelmiszerekre is visszavezethetOk voltak, igy példaul hot dogra,
felvagottakra és pastétomra is (Rossi et al., 2008). Egyre nagyobb szdmban okoznak megbetegedést
a termofil kampilobakterek. Ezen patogének elsddleges forrdsai a baromfik (Keener et al., 2004),
azonban kutya és macska iiriilékébdl is kimutattdk mar jelenlétitket (Workman et al, 2005), igy a
haziallatokat is a rezervodrok kozott kell megemliteni. Szamos kampilobakteridzis fordult el viz,
nyers tej, illetve csirkehtis fogyasztdsaval kapcsolatban (Evans et al., 1996; Jiménez et al., 2005;
Black et al., 2006), mig az elmdlt évben az Anchorage Daily News (2008) tobb ember
megbetegedésérdl szamolt be hdkezelés nélkiil elfogyasztott, kampilobakterrel szennyezett borsé

kovetkeztében.

A kovetkezOkben a fent emlitett patogének koziil az értekezésem szempontjdbol Iényegeseket

ismertetem részletesebben.

24.1. Az Escherichia coli faj patogén valtozatai

Az Escherichia coli torzsek az ember €s a melegvérii dllatok béltraktusdban taldlhaté6 normalis
fakultativ anaerob mikrobidta gyakori tagjai. Gram-negativ, oxiddz-negativ szervezetek, amelyek
tobbnyire peritrich flagellumok segitségével mozognak. Optimdlis szaporodasi homérsékletiik 37
°C, azonban széles hdmérsékleti intervallumon beliil (15-45 °C) képesek szaporodni. pH optimumuk
6-7 kozotti, azonban 4,4 és 9-10-es pH értékek kozott is tapasztalhaté szaporodas. A legkisebb pH
érték, amelyen még szaporodds mutatkozik, fiigg a kdzegben jelenlévd savtol: azonos pH értéken a
szervetlen savak (példdul a sésav) a szerves savakhoz képest (ecetsav, tejsav) kevésbé gatoljak a
szaporodast. Az E. coli sejtek mind aerob, mind pedig anaerob koriilmények kozott szaporodnak
(Willshaw et al., 2000; Anonymus, 2001). Harom feliileti antigénjiik (O-szomatikus, H-csill6, K-
tok) alapjan az izolatumok szeroldgiailag elkiilonithetéek egymastol. A legtobb E. coli torzs
artalmatlan kommenzalista szervezet, azonban léteznek patogén torzsei is, amelyek esetenként
sulyos megbetegedéseket okoznak (Doyle et al., 1997). Néhany E. coli torzs ugyanis mobilis
genetikai elemeken (plazmidok, transzpozonok, bakteriofagok) €s patogenitasi szigeteken keresztiil
specifikus virulencia faktorokhoz jutott, és patogénné valt (Yoon és Hovde, 2008). A hasmenéses
megbetegedések kialakuldsdban valé szerepiikre az elmult 25 évben terel6dott a figyelem. A
hasmenést okozé izolatumok alapos Osszehasonlitisa révén a kovetkezd négy csoportjat
kiilonitették el a patogén E. coli torzseknek: enteropatogén (EPEC), enterotoxikus (ETEC),
enteroinvaziv (EIEC) és Vero-citotoxin termeld (VTEC) torzsek. Az utébbi csoport jellemzésére

egyéb szakkifejezések alkalmazasa is gyakori, igy a Shiga-szerii toxint termeld E. coli (SLTEC),
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mig a legutébbi idékben a Shiga toxin-termeld E. coli (STEC) elnevezés terjedt el. Az
enterohemorragias E. coli (EHEC) kifejezés azon torzsek esetében keriilt bevezetésre, amelyek
véres hasmenést okoznak, ezek azonban valdjaban a STEC csoport tagjai kozé sorolhatok. Az E.
coli torzseket tulajdonsagaik €s a kivéltott tiinetek alapjan tovabbi két csoportba soroltak, kialakitva
az enteroaggregativ (EAggEC) és a diffizan kapcsolddé (DAEC) torzsek csoportjat. A fent emlitett
csoportokba a torzsek O és H antigénjeik, valamint specifikus virulencia markereik alapjin
keriilnek besoroldsra, azonban az altaluk kivaltott klinikai tiinetek, epidemioldgidjuk €s foldrajzi
elterjedésiik alapjan még tovabbi kategéridkba is besorolhaték (Willshaw et al., 2000). Igy legalabb
hat olyan jol jellemzett csoport vagy patotipus létezik az E. coli fajon beliil, amelyek bélrendszeri
megbetegedést okozhatnak. Elkiilonithetdk azonban olyan patogén torzsek is, amelyek
bélrendszeren kiviili fertézéseket okoznak. Az uropatogén E. coli (UPEC) torzsek a kozosségekben-
szerzett (community-acquired) hdgyuti fertdzések legfébb okozdi. A meningitisszel/szepszissel
Osszefiiggd E. coli (NMEC) az ujsziilottek agyhartyagyulladdsaért leggyakrabban felelds patotipus.
Néhany E. coli-ra jellemz0d, hogy nemcsak emberekben, hanem dallatokban is megbetegedéseket
okoznak. Nekrotoxikus E. coli (NTEC), valamint a Crohn-betegséget okozd tapadd-behatold
(adherent-invasive) E. coli (AIEC) torzseket mind emberi, mind pedig éllati fertézések esetében
kimutattak mar. Léteznek azonban olyan torzsek 1is, amelyeket eziddig csak dllati

megbetegedésekbdl izolaltak, ilyen példaul a madar patogén E. coli (APEC) (Kaper, 2005).

Az itt felsorolt szdmos csoport koziil élelmiszer-biztonsdgi szempontb6l a Shiga toxin-termeld
Escherichia coli (STEC) torzsek a legjelentdsebbek. Az altal okozott megbetegedéseknél a
bejelentett esetek kozel feléért az O157:H7 szerotipust torzsek feleldsek (Delignette-Muller et al.,
2008). Ezen baktériumok a bélhdmsejtekhez val6 kapcsoldddsuk, majd ezt kovetd Shiga-toxin (Stx1
és/vagy Stx2) termelésiik révén okoznak fertdézést (Miranda et al., 2004). Az 4altaluk okozott
megbetegedések, mint példdul a hemorragids kolitisz (vérzéses vastagbélgyulladds), vagy a
hemolitikus urémidas szindroma (HUS) (Teel et al., 2007) igen stilyos tiinetekkel jarnak. A t6bb mint
400 STEC szerotipus koziil, leszamitva a mar emlitett O157:H7 é€s O157:H (nem mozgo) torzseket,
az 026, az 0103, az O111 és az 0145 szerotipusok izoldlhatdk leggyakrabban emberi forrasbol
(Scheutz és Strockbine, 2005). Valamennyi enterohemorragias Escherichia coli (EHEC) és STEC
rendelkezik Shiga-toxin génekkel (szx), amelyek altal kédolt toxinok az eukarita 28S rRNS-ben az
adenin depurindldsa révén megakadalyozzdk ez elongaciés faktor 1 (EF1)-fiiggé aminoacil tRNS
kotodését a 60S riboszomadlis alegységhez, gitolva ezaltal a fehérjeszintézist (Gallien, 2002;
Scheutz és Strockbine, 2005). Az EHEC torzsek esetében azonban még mindig nem tisztazott, hogy

mely tényezdk és/vagy mechanizmusok alapjdn kiilonithetdk el a STEC torzsektol.
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Az E. coli faj szintli és a patogén valtozatainak detektdldsira szdmos eljards alkalmazhatd. A
patogén E. coli torzsek kimutatdsa sordn a hagyomanyos és a molekuldris mddszereket egyiittesen
alkalmazzdk. Az izoldlashoz és azonositishoz klasszikus, fenotipus vizsgédlaton alapuld
mobdszereket, mig a patogenitdsi faktorok detektdlasdhoz immunolégiai és molekularis bioldgiai
eljarasokat hasznalnak (Uyttendaele és Debevere, 2003). A vildgszerte sok megbetegedést okozo
EHEC O157:H7 szerotipust tipikus fenotipusos tulajdonsaga, a szorbitol fermentalds hidnya alapjan
diagnosztizdljak legegyszeriibben (Gallien, 2002; Bielaszewska és Karch, 2000), azonban erre a
célra szamos mds modszert is kifejlesztettek. Az EHEC torzsek kimutatdsira vonatkozé szabvéany
(EN ISO 16654:2001) a dusitast kovetden az O157 antigén jelenlétének megerdsité vizsgdlatin
alapszik. A szabviny szerinti detektdlds megkozelitdleg négy napot vesz igénybe (Basselet et al.,
2008), igy a PCR-alapu kimutatdsi médszerek egyre nagyobb jelentOségre tesznek szert. Az elmult
években az E. coli faj patogén torzseinek detektalasira szdmos PCR alapi molekuldris bioldgiai
modszert fejlesztettek ki (Wang et al, 1997; Holland et al., 2000; Fu et al., 2005; Stefan et al.,
2007). Az 1. tdbldzat néhany, elsésorban a STEC és EHEC torzsek kimutatdsara alkalmazhat6

eljarast tartalmaz.

1. tabldzat: Shiga toxin-termeld €s enterohemorrdgids Escherichia coli torzsek, illetve virulencia
faktoraik kimutatdsara alkalmazhaté immunolédgiai és molekuldris biolégiai mdédszerek

Moédszerek Célmolekula/célgén Referencia
Immunolégiai médszerek
Optikai immunvizsgalat Shiga toxin (Stx1 és/vagy Stx2) Teel et al., 2007
Latex agglutinici6 Intimin Hajra et al., 2007; Carrol et
al., 2003
Immunmégneses szeparalas O157 antigén Karch et al, 1996;

Bielaszewska et al., 2000a;
Fu et al., 2005

PCR-alapu molekularis médszerek
Multiplex PCR stx;, stxy, eaeA, EHEC hlyA, rfb Paton és Paton, 1998; Franck
et al, 1998; Wang et al,
2002; Osek, 2003

Real-time PCR stx;, stx;, eae, E hly, O antigén Reischl et al., 2002; Perelle
gének, SILg;57, et al., 2004; Fu et al., 2005;
Stefan et al., 2007
Multiplex real-time PCR Stx;, Stxp Jinneman et al., 2003
DNS chipek Kiilénbo6z6 virulencia gének Call et al., 2001; Chizikov et
al., 2001; Basselet et al.,
2008

A specifikus gének kimutatdsaval kovetkeztetni lehet a faj, illetve az egyes szerotipusok jelenlétére
vagy hidnydra. Az E. coli fajba tartoz6 torzsek kimutatdsa sordn az egyik lehetséges célszekvencia a
malB gén, amely a maltéz regulicié egy jellemz6 génje. A malB régié két, ellentétesen és eltérd

moédon atirédé operonbdl, a mall (lamB) és malK operonokbdl 4all, amelyek a maltéz és a
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maltodextrinek transzportjdban vesznek részt. Barmely operonban bekdvetkezd muticié a maltdz-
permedz aktivitds elvesztését okozza (Hofnung et al., 1974; Raibaud et al., 1979). A faj O157:H7
szerotipusu torzseinek detektdlasahoz alkalmazhat6 egyik célszekvencia az enterohemolizint k6dold
(hlyA) génszakasz. Az enterohemolizin egy nagyméretli, koriilbeliill 93 kbp. nagysdgd virulencia
plazmidon kodolt fehérje, amely kédolé DNS szekvencidja hasonlit a kromoszéméan kédolt E. coli
a-hemolizin szekvencidhoz. Az emldsok eritrocitdit 1izald torzsek enterohemolizin operonja négy
génbdl (hlyC, hilyA, hiyB, és hlyD) all, amelyek a toxin szintéziséhez és szekrécidjahoz egyarant
sziikségesek. Az enterohemolizin jelenlétét azonban nemcsak O157:H7 szerotipusti torzsek
esetében mutattdk ki, hanem egyéb, példaul 026 és O111 szerotipusu torzseknél is detektaltdk mar

(Schmidt et al., 1995; Makino et al., 1998).

2.4.2. Campylobacter fajok

Mar az 1880-as évek legelején leirtak székletben eléforduld, spirdlis alakd baktériumok jelenlétét
(Frost, 2001). Ezt kovetéen 1913-ban McFadyean és Stockman feljegyezte a Vibrio fetus
elnevezésli baktérium tiszta tenyészetben tortént izoldlasat, amelyet juhok és szarvasmarhak
vetélésével hoztak Osszefiiggésbe (Foster, 2004). Késobb, 1963-ban M. Sebald és M. Véron
javasolta el6szor egy Uj nemzetség l1étrehozdsat néhany, kordbban a Vibrio nemzetségbe sorolt
baktérium fajbdl. Az igy kialakitott Campylobacter nemzetség kezdetben csupédn a C. fetus és a ma
Campylobacter sputorum néven ismert C. bubulus fajokat tartalmazta (On, 2001). A
kampilobakterek human enteralis megbetegedést okozd szerepét azonban csak a hetvenes években
ismerték fel a szelektiv tdpkozegek és a megfeleld izolélasi eljardsok kifejlesztését kovetden (Frost,
2001). A nyolcvanas évektdl kezdve a bejelentett enterdlis megbetegedések leggyakoribb okai a
kampilobakterek lettek. Az elmult évtizedekben a nemzetség szamos 1j fajat irtdk le, legutoljara a
tengeri emlOsokbdl izoldlt Campylobacter insulaenigrae fajt (Foster, 2004). Jelenleg a

Campylobacter nemzetséget 17 faj, hat alfaj é€s 3 biovaridns (2. tdbldzat) alkotja (Korczak et al.,
2006; Garrity et al., 2007).

A kampilobakterek Gram-negativ, nem spdraképz0 baktériumok. Sejtmorfoldgidjukra jellemzo,
hogy hajlitott, S-alakd vagy spirdlis palcdk, amelyek idOsebb tenyészetekben vagy hosszabb ideig
levegének kitett allapotban gombolytivé, vagy kokkoid alakiva valhatnak. A kampilobakterek a
sejtek egyik vagy mindkét végén megtaldlhaté flagellummal mozognak. A nemzetség egyes fajai
mikroaerofil természetiiek, azonban el6fordulnak aerob és anaerob fajok is (Nachamkin, 1997). Az
ismert 17 Campylobacter fajbdl tizenkettd fligg 6ssze valamilyen emberi megbetegedéssel (Korczak

et al., 2006). A nemzetség tagjai koziil a Campylobacter jejuni subsp. jejuni, a C. jejuni subsp.
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doylei, a C. coli, a C. lari, a C. upsaliensis és a C. helveticus alkot egy genetikailag 6sszetartoz6

csoportot, amely fajok (a C. jejuni subsp. doylei-t leszamitva) a leggyakrabban izolalt

kampilobakterek mind emberi, mind pedig allati hasmenéses megbetegedések esetén (On, 2001).

2. tdbldzat: A Campylobacter nemzetség fajai és alfajai, hordozdik és egyéb jellemzdik
(Nachamkin, 1997; On, 2001; Korczak et al., 2006; Garrity et al., 2007 nyomén)

Faj/alfaj (biovarians)
C. jejuni subsp. jejuni

Hordozo
ember, mas emlosok, madarak

Egyéb jellemzd
termofil, mikroaerofil

C. jejuni subsp. doylei

ismeretlen

termofil, mikroaerofil

C. coli® sertés, madarak termofil, mikroaerofil

C. upsaliensis héziallatok termotolerdns faj

C. helveticus* hazidllatok termofil faj

C. lari madarak, kutyak termofil, mikroaerofil, valtozékony faj®

C. insulaenigrae* vizi emlésok (féka, barna legkozelebbi genetikai rokonsigot a C.
delfin) lari fajjal mutatja

C. concisus ember (szdjiireg) H,- igényes, komplex faj

C. showae ember (szdjlireg) H,- igényes faj

C. curvus ember (szdjiireg) H,- igényes faj

C. rectus ember (szdjlireg) H,- igényes faj

C. gracilis ember (szdjiireg) H,- igényes faj

C. hominis* ember (emésztérendszer) H,- igényes faj, anaerob tenyésztés

C. sputorum biovar sputorum® ember, szarvasmarha, sertés H,- igényes faj (kataldz-neg, uredz-neg)

C. sputorum biovar ember H,- igényes faj (uredz-pozitiv)

paraureolyticus

C. sputorum biovar faecalis*

szarvasmarha, juh

H,- igényes faj (kataldz-poz, uredz-neg)

C. mucosalis*

sertés

DNS-DNS hibridizdcié alapjan a C.
sputorum-hoz all legkdzelebb

C. fetus subsp. fetus

szarvasmarha, juh

szarvasmarhdk és juhok  vetélését

okozza

C. fetus subsp. venerealis

szarvasmarha

fertzéses terméketlenséget okoz

C.  hyointestinalis  subsp. szarvasmarha jelentds diverzitas a 16S rRNS-ben
hyointestinalis
C.  hyointestinalis  subsp. sertés jelentds diverzitas a 16S rRNS-ben

lawsonii

C. lanienae*

ember (vagéhidi munkasok)

kozeli kapcsolat a C. hyointestinalis
alfajokkal

*a Campylobacter hyoiley-t a C. coli egyik patotipusaként soroltdk be kiilonboz6 fenotipusos és genotipusos jellemz6i
alapjan;  a C. lari harom fenotipusosan elkiilniil3 valtozata ismert: rezisztens biotipus, nalidixin-sav érzékeny valtozat
és egy uredz-pozitiv véltozat; © a kordbban C. sputorum biovar bubulus csoportba sorolt izoldtumokat ma mér a C.
sputorum biovar sputorum csoportba soroljadk. Az azonos szinnel jelzett csoportok filogenetikailag kozeli rokonsagban
allnak egymadssal. * nem tekinthetdk allat- vagy emberpatogénnek.

2.4.2.1 A termofil Campylobacter fajok jellemzése

A fent emlitett csoport élelmiszer-biztonsagi szempontbdl legkiemelked6bb tagjai a bélhurutot
okozo, termofil Campylobacter jejuni és Campylobacter coli fajokhoz tartozé torzsek. Mindkét
fajrél altalanossagban elmondhatd, hogy mikroaerofilek (3-10 %-ban oxigént és 5-10 %-ban

széndioxidot igényelnek a ndvekedésiikhoz), oxiddz és kataldz pozitivak, valamint uredz negativok.
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Jellemz6jiik tovabbd, hogy nem névekszenek 2 % NaCl jelenlétében, illetve 25 °C-on. A termofil
kampilobakterek novekedési homérséklet tartominya 34-44 ©°C, optimalis szaporodasi
hémérsékletik 42 °C, amely utal a melegvéri madarak beleiben uralkod6 magasabb
hémérséklethez vald alkalmazkodasukra (Jay et al., 2005; Foster, 2004; van Vliet és Ketley, 2001).
A C. jejuni szaporodésat és tilélését szamos kirnyezeti tényezd befolyasolja. Erzékenyen reagil a
széritdsra, a magasabb — 15-21 % koriili — oxigén koncentricidra, az alacsony pH-ra és a gamma-
sugdrzasra, ezért viszonylag rovid ideig marad életben a gazdaszervezeten kiviil. A korai
exponencidlis fazisba 1év0 sejtek sokkal érzékenyebbek a kornyezeti tényezdkkel szemben, mint az

exponencidlis szakaszban novekvd, vagy a staciondrius fazisban 1évd sejtek (Nachamkin, 1997).

A kampilobakterek dltal okozott megbetegedések elsdsorban majus és oktober kozott fordulnak eld,
a leginkdbb érintett csoport a 10-29 éves korosztdly. A szezonalitis a melegebb hdénapokban
tapasztalhaté nagyobb hdmérséklettel magyardzhato, amely kedvez a kampilobaktereknek, mig a
fiatalabb korosztdly jelentdsebb érintettségét egyes szerzOk a székletmintdk ezen korosztily
gyakoribb vizsgélatival magyardzzak (Anonymus, 2004). A legtobb eset szérvanyosan fordul eld,
azonban jarvanyokrdl is vannak feljegyzések. Elelmiszerek koziil leggyakrabban a nyers tej és a
nem megfelelden elkészitett szarnyas ételek okoznak megbetegedéseket. A fertdzést kovetden az
érintettek a tiinetmentességtdl a silyos megbetegedésig tobbféle tiinetet mutathatnak. Jellemzo a
laz, az alhasi gorcs és a hasmenés (Jay et al., 2005; Nachamkin, 1997). Silyosabb esetben a
periféridlis idegrendszerre is kiterjedd, bénuldssal jaré6 megbetegedést, az tgynevezett Guillain-

Barré szindromat okozzak (Nachamkin, 1998).

A termofil Campylobacter fajok (C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis) széles korben
megtaldlhatdak a kornyezetben, ahol els6sorban az dllati eredetii széklettel tortént friss
szennyezO6dés indikdtorai. Bar a haszondllatok, a hézidllatok és a vadallatok belében gyakran
fordulnak el6 a kiilonbdzé Campylobacter fajok, a kornyezet széklet eredetii baktériumokkal valé
szennyezO6dése idOszakos, szezondlisan valtozik a stressz és a tdpldlkozdsban torténd modosulds
fiiggvényében (Jones, 2001). Kampilobakterek a vizvezetékekben is el6fordulhatnak mind
planktonikus formdban, mind pedig iiledékhez tapadva vagy biofilmekben. Snelling €s munkatarsai
(2005) in vitro kisérletekben kimutattdk, hogy a C. jejuni jelentésen hosszabb ideig (36 6raig)
maradt életképes vizben el6forduld protozoonok 4ltal bekebelezve, mint planktonikus formaban.
Vizsgalataikkal azt is aldtdmasztottdk, hogy a bekebelezett baktérium joval ellendllébb a
fertétlenitoszerekkel szemben, mint a planktonikus sejtek. Eredményeik azt sugalljdk, hogy a

broilerek itatdsdhoz alkalmazott ivéviz hélézatban megtaldlhaté protozoonok késleltethetik a
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kampilobakterek pusztuldsat és megnovelhetik rezisztencidjukat a fertdtlenitdszerekkel szemben,

ezaltal nohet a csirkék Campylobacter fajokkal torténo kolonizacidjanak lehetdsége is.

A baktériumok, ezen belill a kampilobakterek kornyezetben, gazdaszervezet nélkiili tdlélésének
egyik lehetséges modja a biofilm képzés. Kiilonbozo feliiletekhez (rozsdamentes acél és iiveg)
tapadva és kevert biofilmekben is képesek tulélni olyan koriilmények kozott, amelyek egyébként
gatolndk szaporoddsukat. Dykes és munkatarsai (2003) patogén C. jejuni torzs tulélését vizsgaltak
biofilmet alkoté és planktonikus formdban. Eredményeik szerint a C. jejuni sejtek - ellentétben a
legtobb biofilmet is képzdé humdnpatogén baktériummal - csokkent tdlélést mutattak a
biofilmekben. A sejtek hidrofébicitdsa (amely Osszefiiggésben van a human bélhdmsejtekhez val6
adhézids képességiikkel) kisebb a biofilmekben, mint planktonikus formdban, tehat a feliiletekhez
kapcsolodo C. jejuni sejtek kevésbé virulensek, mint szabadon 1évd parjaik. Azt is megfigyelték,
hogy a biofilmeket alkoté sejtek sokkal érzékenyebbek a stresszhatidsokkal szemben, mint a
taplevesben szaporodé baktériumok. Joshua és munkatarsai (2006) ezzel szemben kimutattak, hogy
C. jejuni sejtek liveghez tapadva, vagy a gidz és folyadék hatérfelilleten vékony hartyat képezve,
tovabba folyadékokban csomodkat alkotva jobban ellendllnak a kiilonb6z6 kornyezeti
stersszhatdsokkal szemben, mint a planktonikus sejtek. Bar szamuk az id6 el6rehaladtaval
lecsokkent az aggregalt filmekben, mégis joval hosszabb ideig maradtak életben, mint a biofilmet

nem-képzo6 sejtek.

A C. jejuni és a C. coli genomja viszonylag kicsi, mintegy 1,6-1,7 megabazispar nagysiagd (van
Vliet és Ketley, 2001). A Campylobacter jejuni teljes genomjdnak szekvencidjat Parkhill és
munkatdrsai hatdroztdk meg el8szor 2000-ben. A koriilbeliil 1,64 megabézis méretii cirkuldris
kromoszéma 1654 fehérjét és 54 stabil RNS-féleséget kédol. A genom érdekessége, hogy
gyakorlatilag nem tartalmaz inzerciés vagy fagra utalé szekvencidkat, és csupdn nagyon kevés
ismétlodo szekvencidval rendelkezik. A teljes genomban minddssze négy ismétlodo szekvencia
taldlhatd, amelyek koziil a riboszoma RNS (rRNS) operon minddssze hidrom képidban fordul eld,
mig a masik ismétl6dé szekvencia harom duplan vagy triplan ismétl6do, egyéb kodold szekvencia.
Meglepd azonban, hogy a genom szdmos hipervariabilis részletet tartalmaz, ahol harom vagy tébb
varidans van jelen kozel azonos ardnyban. Ezek a révid homopolimer nukleotid sorozatok a
sejtfelszini struktirdk bioszintézisében vagy mddositasaban részt vevd, vagy ismeretlen feladattal
rendelkez6 génekben fordulnak el6. A homopolimer szekvencidk varidciéinak magas ardnya fontos
lehet a C. jejuni tdlélési stratégidjaban. A gyors szekvencia véltozasok azt sugalljak, hogy a C.
jejuni nem rendelkezik fejlettebb DNS javité funkcidkkal. A C. jejuni genomjdnak szekvencia-

meghatdrozasaval azonositottdk a hipervariabilis szekvencidkat, kimutattdk a hagyomanyos operon
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szerkezet és az ismétlddé DNS-ek hidnyat, tovabba fény deriilt poliszacharid termeld képességére is
(Parkhill, 2000). A Gundogdu és munkatarsai (2007) altal elvégzett genomszekvencia ujra-
annotdlas és ujraclemzés kovetkeztében lecsokkent a kédold szekvencidk szdma, illetve a gének uj

funkcioit tartak fel.

2.4.2.2. Patogenitds és virulencia

Az enterdlis kampilobakterek a bél kolonizacidja sordn szdmos virulencia faktort expresszalnak.
Campylobacter fajok esetén a mozgidsképességet (flagellum), a tapadast (adhézid), az invaziét, a
toxintermelést, a sejtfeliileti lipopoliszacharidokat, a kemotaxist, az oxidativ stressz elleni
védekezést, az €160 de nem tenyészthetd (viable but not-culturable=VBNC) formdt, valamint a
vasionok megszerzését és a hdsokkra adott vélaszokat tekintik virulencia tényezOknek (Walker et
al., 1986; Wassenaar és Blaser, 1999; van Vliet és Ketlay, 2001; Bhavsar és Kapadnis, 2007). A
kampilobakterek kolonizadcidjanak fazisai, valamint az ahhoz sziikséges feltételezett virulencia

faktorok osszefoglaldsa az 1. dbrdn lathatd.

A bél kolonizaciéjahoz sziikséges a bélsejteket fedd nyédlkahartydba valé bejutas, igy a mozgas, a
polaris flagellumok révén nélkiilozhetetlenek a Campylobacter fajok kolonizaciéjahoz (Morooka et
al., 1985), amely a megbetegedés kialakuldsdnak elsé 1épése (Guerry, 1997). A flagellumok,
valamint a jellegzetes ’dugéhiizé’ alak segitségével a kampilobakterek hatékonyan jutnak at a
bélsejtek nydlkarétegén (van Vliet és Ketlay, 2001). A kemotaxis, amely szintén fontos a
megtelepedéshez, egy komplett szigndl transzdukciés rendszer, amelynek segitségével a
baktériumok érzékelni tudjik a kornyezeti ingereket és erre valaszképpen a flagellum forgatisaval

felelnek (Bhavsar és Kapadnis, 2007).

A Dbaktériumsejteknek a bélnyalkahartya feliiletéhez torténd tapaddsa valdsziniileg szintén
meghataroz6 folyamat a kolonizacié sordn, tovdbba eldidézheti a kivalasztott bakteridlis termékek
lokélis koncentracidjanak novekedését is (Wassenaar, 1997). A patogenitasi folyamatban a C. jejuni
igen lényeges tulajdonsiga a gazdasejthez val6 kotdédése (adhézi), a belso szoveti sejtekbe torténd
bejutdsa (invazid), majd elszaporodédsa (kolonizacié). A mikroba a fert6zés soran atjut a bélsejteket
borit6 nyalkahartyan, hozzatapad a sejtekhez, majd megszallja azokat. Az epitelidlis sejtek invazidja
a nyalkahartya sériiléséhez €s gyulladasihoz vezet, amely gyakran tapasztalhaté a kampilobakterek
altal okozott fert6zés soran. Az adhéziot és az invaziét mind a mozgds, mind pedig a flagellinek
expresszidja befolydsolja. A flagellumok adhézidban betoltott szerepe mellett mas adhezineknek is

részt kell venniiik a tovabbi internalizaciéban.
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1. dbra: A Campylobacter fertdz€s 1épéseinek attekintése a feltételezett virulencia faktorok
feltiintetésével (van Vliet és Ketley, 2001 nyoman)
epitélium sejt ~ Campylobacter kokkoid seijt
A patogén baktériumok adhézigjaban gyakran fimbridkhoz hasonlé struktirak is részt vesznek (van
Vliet és Ketlay, 2001). Doig (1996) munkatarsaival egyiitt leirt egy olyan pilus-szerii struktirat,
amelynek megléte vagy esetleges hidnya befolydsolta a tapadast, és bizonyos esetében fontos volt a
kolonizacids folyamatok sordn. Gaynor és munkatdrsai 2001-ben azonban kimutattik, hogy ezek az
epesOk hatasara 1étrejovo pilus-szerti fiiggelékek csupdn a tapkozeg hatdsara 1étrejovo, a

baktériumtdl fiiggetleniil kialakulé miitermékek.

A kampilobakterek enteropatogenitdsaval kapcsolatos toxinokat elsddleges hatdsmoédjuk alapjan két
csoportba sorolhatjuk: az enterotoxinok és a citotoxinok csoportjdba. Az enterotoxinok olyan
kivélasztott fehérjemolekuldk, amelyek hozzdkapcsolddnak a sejtek receptoraihoz, bejutnak a sejtbe
és megemelik az intacelluldris cAMP szintet. A kampilobakterek dltal termelt citotoxinokat hat
kiilonbozd csoportba sorolhatjuk: (a) 70 kDa citotoxin, (b) Vero/HeLa citotoxin, (c) felfuvodasos

sejthalédlt okozé toxin (CDT), (d) Shiga-szert toxin, (e) hemolitikus citotoxin és (f) hepatotoxin
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(Wassenaar, 1997). Az emlitett toxinok és kodolé génjeik koziil a felfivddasos sejthaldlt okozd
toxin (CDT) a legjobban tanulmanyozott. Egyes kampilobakterek a CDT altal kivaltott citotoxicitast
a gazdasejt sejtciklusdaban a G2 fazis blokkoldsaval érik el ugy, hogy gatoljak a CDC2 kinaz
enzimet, amely a mitézisba torténd tovabblépést segiti eld6 (van Vliet és Ketlay, 2001). A
felfivodasos sejthaldlt el6idézo toxin termelését nemcsak Campylobacter fajoknal mutattak ki,
hanem szdmos mds patogén mikroorganizmus esetében is, igy példaul Escherichia coli (Johnson és
Lior, 1987), Shigella spp. (Okuda et al., 1997) és a Helicobacter hepaticus (Young et al., 2000)
izolatumokndl. A toxint kédolé géncsoportot (cdtABC) Volokhov és munkatarsai (2003)

Campylobacter jejuni izolatumok microarray alapui azonositisara hasznaltak.

A baktériumok patogenitdsdnak kialakuldsdhoz hozzdjarul a vas megszerzésének képessége a
gazdaszervezettdl. A szabad vas koncentrdcidja a gazdaszervezet szoveteiben tdl alacsony ahhoz,
hogy eldsegitse a baktériumok novekedését, mivel a vas a hem komponensek komplexeiben, a
transzferrinben (szérumban), valamint a laktoferrinben (a nyalkahartydk felszinén) taldlhato, és ez a
vas limitdcié a gazdaszervezet nem-specifikus védelmét eredményezi (van Vliet és Ketlay, 2001). A
Campylobacter jejuni a vas komponensek csupan kis mennyiségét képes hasznositani (Field et al.,
1986). Szideroférokat nem képez, de képes mas organizmusok altal termelt ferrikrom €s enterokelin

szideroférokat felhasznalni (Pickett et al., 1992).

A lipooligoszacharidok és a lipopoliszacharidok fontos részei a Gram-negativ baktériumok sejtfalat
alkoté Kkiils6 membrannak, valamint lényeges virulencia tényezok, amelyek részt vesznek a
szérum-rezisztencia kialakuldsdban, az endotoxicitisban és az adhézidban. A C. jejuni torzsek
sejtfala lipooligoszacharidokat tartalmaz, azonban néhiny tanulményban kimutattik, hogy bizonyos

torzsek az O-lanchoz hasonlé szerkezettel is rendelkeznek (van Vliet és Ketlay, 2001).

A reaktiv oxigén intermedierek, mint a szuperoxid anion, a hidrogén peroxid és a hidroxil gyok altal
okozott oxidativ stressz kdrosithatja a fehérjéket, a nukleinsavakat és a sejtmembranokat. A
szuperoxid anion oxidativ dton karositja a vas-kén csoportokat. Az igy felszabadulé vas reagil a
hidrogén peroxiddal és hidroxil gyok keletkezik, amely kozvetleniil a DNS-t karositja. A H,O,
emellett gatolja a sejtek novekedését, és az enzimek oxiddldsa révén inaktivilja azokat (Storz és
Imlay, 1999). A kampilobakterek mikroaerofil baktériumok 1évén a normadlis metabolizmus, a
transzmisszié (kozvetito dltal torténd atadas) vagy a gazdaszervezet immunrendszerének védekezo
mechanizmusa soran keletkezett toxikus oxigénnel szemben is védekezniiik kell. A C. jejuni és a
C. coli oxidativ stressz elleni védekezd mechanizmusa a szuperoxid és a peroxid stressz elleni

védekezd rendszert foglalja magdba. A szuperoxid stressz elleni védekezd rendszer legfébb
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komponense a szuperoxid-dizmutdz, mig a peroxid-stressz véddérendszer két f6 komponense a

katalaz és az alkil-hidroperoxid-reduktaz (van Vliet é€s Ketlay, 2001; Bhavsar és Kapadnis, 2007).

A termofil C. jejuni és C. coli fajok a madarak belében 42 °C-on ugyanigy megtaldlhatéak, mint 37
°C-on az ember szervezetében, valamint 4 °C-on vagy mads egyéb hémérsékleteken vizben, tejben
vagy hisokon, igy alkalmazkodniuk kell a hémérséklet valtozasokhoz is. A nagy hémérséklet
(hostressz) a legtobb baktérium esetében hdsokk fehérjék (Hsp-ek) expresszidjat indukdlja. Ezen
fehérjék chaperonként viselkednek, igy eldmozditjak a legtobb celluldris fehérje Osszetekeredését,
valamint a potencidlisan drtalmas, rosszul foltekeredett fehérjék proteolizisét (van Vliet és Ketlay,
2001). Konkel és munkatérsai (1998) vizsgdlataik sordn huszonnégy hdsokk fehérjét azonositottak a
tanulmanyozott C. jejuni torzsek esetében. C. jejuni genomidlis DNS konyvtidr immunszkrinelése
sordn izoldltak egy hdsokk fehérjét kddolé rekombindns plazmidot (pMEK20), amely a Hsp 40
chaperon csalddba tartoz6é Dnal fehérje aminosav sorrendjének megfeleld szekvencidt tartalmazott.
Megéllapitottak, hogy dnal mutdnsok nem képesek 46 °C-on telepeket képezni, igy a Dnal fehérje

fontos szerepet jatszik a C. jejuni hdtolerancidjiban.

A kampilobakterek tilélését szamos tényezd befolydsolja, igy példaul az aerobidzis, a tapanyagok
jelenléte, a hdmérséklet és a pH. Kedvezdtlen koriilmények kozott a Campylobacter fajok €16, de
nem-tenyészthetd allapotba (VBNC) keriilhetnek (Chaveerach et al., 2003). A C. jejuni VBNC
formdjanak kialakuldsdra és meglétére tobb magyardzat is sziiletett az elmilt években. Egyes
szerzOk ezt az allapotot degeneralt formanak tekintik, mig masok azt allitjak, hogy a VBNC forma
egy nyugvo dllapot, és a mikroba kedvezd koriilmények kozott ismét képes lehet a szaporoddsra
(Tholozan et al., 1999). Az €16, de nem tenyészthetd sejtek morfoldgidja nem minden esetben tér el
a tenyészthetd sejtek alakjatdl. Tholozan és munkatarsai (1999) megfigyelték, hogy egyes VBNC
sejtek rovidebbek és szélesebbek a tenyészthetokhoz képest (kokkoid alaku sejtek), mig mas sejtek
megtartjak spiralis alakjukat, és csupan hosszukban térnek el kisebb mértékben (spirdlis, megnyult
sejtek). Az elmult idészakban tobb kutatécsoport is tanulmdnyozta ezen sejtek visszaalakuldsdnak
lehetéségeit és koriilményeit. Egyes szerzOk az 4llatokba torténd passzélast irtdk le egyik
lehetéségként, mig mas szerzOknek ilyen kisérletek sordn nem sikeriilt €16 sejteket visszaizolalniuk
(Cappelier et al., 1999). Cappelier és munkatarsai (1999) éllatmodellekben vizsgaltik VBNC
allapoti C. jejuni torzsek tenyészthetd formaba torténd visszaalakulasat. Eredményeik azt mutattak,
hogy mivel mind a csirkéb6l, mind pedig az egérbdl tenyészthetd kampilobaktereket izolaltak
vissza, a VBNC sejtek a Campylobacter fertdzés epidemioldgidjdban mindenképp fontos szerepet
toltenek be. Mivel a broiler farmokon a kampilobakterek terjedésének elsddleges tutvonala az

ivoviz, Chaveerach és munkatirsai (2003) a dekontamindlds céljabol hasznalt savak hatdsat
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vizsgéltdk kampilobakterek VBNC formdjanak tanulmdnyozdsihoz. Eredményeik azt mutattdk,
hogy az €16, de nem tenyészthetd sejtek terjedése a savval kezelt ivévizekben a fertdzés egyik

lehetséges formaja, vagyis a savval torténd kezelés nem mentesiti az ivovizet a kampilobakterektol.

2.4.2.3. A flagellum szerepe és jelentdsége a virulencidaban

A Campylobacter fajok fehérje antigénjei koziil a flagellaris filamentum alegysége, a flagellin a
legjobban jellemzett virulencia tényezd. A kampilobakterek flagelldris filamentuma mind
szerkezetében, mind pedig antigenitdsdban szokatlan (Guerry et al., 1991). A filamentum két
flagellin alegységbdl, a FlaA-bol és FlaB-bdl 4ll, amelyek kozott kozel 93 %-os az azonossig
(Guerry, 1997). Campylobacter jejuni és Campylobacter coli esetében a flagellumot kddold
génlokusz két flagellin gént (flaA és flaB) tartalmaz, amelyek egymds utidn azonos irdnyban
helyezkednek el, egymastdl 174 nukleotidnyi tdvolsdgra. Mindkét gén kddold régidja szinte teljesen
azonos (Wassenaar et al., 1994). A Campylobacter flagellumok er6sen immunogén sejtfeliileti
szerkezetek, amelyek nélkiilozhetetlenek mind a mozgés, mind pedig a virulencia szempontjabol. A
flaA és a flaB gének (mindketté 1700 bazispar hossziisdgu) bar egymds mellett helyezkednek el,
kiilon promoterrel rendelkeznek. Nuijten és munkatarsai (2000) kimutattak, hogy a flaB gén nem
sziikséges a mozgashoz, igy valdszinilileg az antigenitasbeli valtozékonysagért felelds, vagy csak
meghatarozott koriilmények kozott van szerepe a mozgasban. Azt is bizonyitottik, hogy a flagellin
génszekvencidk kozott rekombindcid, delécid és duplikicid is bekovetkezhet. A két flagellin gén
kifejezodését C. jejuni és C. coli esetén is vizsgaltdk transzkripcids és muticiés analizissel. C. coli-
ndl mindkét gén atiréddsat megfigyelték, azonban a flaA gén a mdsik génnél magasabb szinten
fejez6dott ki (Guerry et al.,, 1990). A flaB gén inaktivdldsa kevésbé mozgékony mutdnsokat
eredményezett, mig a flaA inaktivdlasdval csokkent motilitasu, csonka flagellumd mutdnsok jottek
létre (Guerry et al., 1991). A flagellin gén duplikicidjdnak felismerése azt is jelentheti, hogy a
rekombindciés folyamatok a két gén kozott eltérd tipust flagellumok kialakuldsahoz vezethet (Alm
et al., 1993a; Alm et al., 1993b), vagy a kiilonb6z6 flagellumok a két gén eltérd kifejez6déseként
jonnek létre. Ezek a folyamatok biztosithatjadk a baktérium szadmdra a kornyezeti valtozasokhoz,
mint példaul a pH valtozas, kiilonb6zd s6koncentraciok, a kozeg viszkozitdsa vagy a gazdaszervezet

semlegesitd antitestjeihez torténd alkalmazkodast (Wassenaar et al., 1994).

A baktériumok kommunikécidja a ndvekedésiik sordn kornyezetiikbe kibocsatott jelz6 molekuldak
segitségével valosulhat meg. A baktérium sejtek érzékelik ezen molekuldk koncentracidjat a
kornyezetben, amely egy kiiszobérték elérését kovetden szdmos celluldris vélaszt idéz eld. Ez a

jelenség az ugynevezett quorum-sensing, amelynek segitségével a baktériumok koordindlhatjak a
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kornyezetiikben bekovetkezett gyors véaltozdsokra adott vdlasz tevékenységiiket (Griffiths, 2005). A
folyamat a baktérium populdciéban torténd sejtstirlis€ég valtozds hatdsiara bekovetkezd
génszabalyozas egy formdja. Az igynevezett autoindukdlé kémiai jelz6é molekuldk felhalmozddasa
szabalyozza a gének transzkripcidjat. A baktériumok szdmos tulajdonsigardl tudjuk, hogy ezen
folyamat szabdlyozdsa alatt allnak, igy példdul a szimbidzis, az antibiotikum termelés és a biofilm
képzés (Jeon et al., 2003). Patogén baktériumok esetében a folyamat tovdbbi elénye, hogy a

gazdaszervezet fertz€se sordn a virulencia faktorok termelését is szabdlyozhatjak (Griffiths, 2005).

A quorum sensing két tipusat lehet elkiiloniteni: a fajspecifikust és a fajok kozottit. A fajspecifikus
quorum sensinget a Gram-negativ baktériumok esetében acil-homoszerin-laktonok kozvetitik, mig
Gram-pozitiv baktériumoknal kisméretli peptidek. A fajok kozotti kommunikéciot az autoinducer-2
(furanozl-borat-diészter) molekuldkhoz kotik (March és Bentley, 2004). A C. jejuni genomjaban
taldlhat6 egy LuxS fehérje ortoldgot kédol6 gén, amely szdmos baktériumban az autoinducer-2 (Al-
2) molekula termeléséhez sziikséges, a genom azonban nem tartalmaz olyan géneket, amelyek acil-
homoszerin-lakton-szintetdz enzimeket kddolnak (Elvers és Park, 2002). Kampilobakterek esetében
az Al-2 altal kozvetitett quorum sensing befolyasolja a flaA gén transzkripciéjat (Griffiths, 2005).
Jeon és munkatarsai (2003) kimutattdk, hogy a [uxS génben bekovetkezd muticié hatdssal van a
flaA gén atirédéasara, azonban nem befolydsolja a flaB gén atirédasara. A muticiét hordozo torzs
esetében nem volt AI-2 termelés kimutathatd, amely a mozgasi képességet jelentds mértékben nem
befolydsolta, valamint a flagellum szerkezetében sem tapasztaltak kiilonbséget a vad tipust térzshoz
képest, azonban primer hosszabbitasi vizsgilatok sordn jelentds csokkenés volt megfigyelheto a

flaA gén transzkripcidjaban.

2.5. Elelmiszerek mikrobiolégiai vizsgalata, patogének kimutatésa

Az élelmiszerek biztonsaganak és megfelel6 mindségének biztositdsa érdekében a romlast okozd és
patogén mikroorganizmusok detektdldsa alapvetd eljards az élelmiszerek vizsgdlata sordn. Az
élelmiszerekkel Osszefiiggésbe hozhaté patogén baktériumok detektalasa gyakran bonyolult
folyamat a ritkdbban el6forduld, djonnan felbukkand torzsek, valamint szdmos baktérium terjedési
utvonaldnak még tisztidzatlan volta miatt (Mead et al., 1999). A mikrobioldgiai szennyezettség
mértékének megéllapitisa sordn nemzetkozi testiiletek 4ltal szabvanyositott moddszereket és
eljarasokat kell alkalmazni. Hazankban az élelmiszermintidkra vonatkozé mikrobioldgiai
hatarértékeket a 4/1998 EiiM rendelet hatdrozza meg (amelyet a 46/2007 EiM rendelet
jovéhagyott), azonban a hatdrértékek tekintetében a Bizottsig 2073/2005/EK rendeletét is

21



figyelembe kell venni, amely meghatidrozza azt is, hogy a kiilonbdz8 mikroorganizmusok

kimutatdsa sordn milyen szabvanyos mddszereket kell alkalmazni.

Az élelmiszerekben elofordulé mikrobak kimutatdsa hosszu madaltra tekint vissza. Szamos, ma is
hasznélt mikrobioldgiai vizsgalati modszert tobb mint szdz éve fejlesztettek ki. A hagyomanyos
kimutatdsi médszerek az élelmiszerekben jelenlévd €16 baktérium sejtek izoldldsdhoz és szimdnak
meghatdrozasiahoz specifikus mikrobioldgiai tapkozegeket igényelnek. Ezek a moddszerek kellen
érzékenyek, nem tul driagdk és mind kvalitativ, mind kvantitativ adatokat szolgéltathatnak az
élelmiszermintdban jelenlévd mikrobdk szamat és természetét illetden. Azonban a hagyomanyos
moédszerek igen iddigényesek, az eredmények gyakran csak tobb napos inkubdldst kovetSen
értékelhetéek, mivel a mikroorganizmusoknak szemmel lathat6 telepeket kell kialakitaniuk a
taptalajokon (de Boer és Beumer, 1999; de Boer, 2007). A mddszertani fejlesztések ezért évtizedek
Ota az alternativ és gyors eljardsok irdnydba haladnak, amelyek segitségével lehetdség nyilik a

romlést okozok és patogének gyors kimutatdsara, azonositasara és szamuk pontos meghatarozasara.

2.5.1. Hagyomanyos mikrobiologiai modszerek

Tradiciondlisan a baktériumok kimutatdsa tenyésztésen vagy szaporoddsmérésen alapuld
eljarasokkal torténik. Az élelmiszermintdk nem-szelektiv vagy szelektiv tdplevesekben torténd
elédusitasdval a sériilt, de életképes sejtek szdma a kimutathatésdgi szintre ndvelhetd (Zhao és
Doyle, 2001). A vizsgilandé élelmiszermintatdl fiiggden azonban egy ujabb, 8-24 6rds dusitasi
1épés is sziikséges lehet a mikroba kimutatdsahoz, illetve szimédnak meghatdrozdsdhoz (Gracias és
McKillip, 2004). A disit6 folyadékba oltott mikrobak szaporoddsa sordn kompeticié figyelhetd meg
azon fajok kozott, amelyek tolerdljak, vagy éppen a hasznukra forditjdk a szelektiv koriillményeket.
Ritka azonban, hogy egy heterogén mikrobiétabdl az alkalmazott szelektiv tipkdzegben csak a
kimutatni kivant mikroorganizmus szaporodjon. Idedlis koriilmények kozott a dusitast kdvetden a
cél mikroba domindl a tipkozegben, azonban a legtobb esetben a nem-gatolt versengdk szintén
nagy szamban lehetnek jelen mar a beoltasndl, vagy a dusitds végén a cél mikroorganizmus
szaporodasa kovetkeztében megvaltozott szelektiv koriilmények hatdsdra. A szelektiv disitokban
alkalmazott szelektiv komponensek hatékonysdgat befolydsolja a komponensek (példaul az
antibiotikum) barmilyen szinergista vagy antagonista hatdsa, tovdbbd a vizsgdlt élelmiszerminta
egyes komponensei is csokkenthetik hatékonysagukat (Holbrook, 2000). Az idéigényes dusitas
tehat sok esetben nélkiilozhetetlen a kimutatni kivant mikroba sériilt sejtjeinek detektalasahoz,
illetve jelenlétének megerdsitéséhez. A dusitdsi 1épést kihagyva, kiillonbozo szelektiv tdpkozegekre

kioltva az élelmiszermintdt, kozvetleniil is meghatarozhaté a romlast okozdok vagy patogének
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jelenléte. A kiilonb6z6 kromogén és fluorogén szubsztratumok szelektiv tipkozegekben torténd
alkalmazasaval a detektdlds, a sejtkoncentricié meghatirozds és az azonositds kozvetleniil a
lemezeken megvalodsithaté (Manafi, 1996), azonban meger6sité vizsgalatok elvégzése még ezekben

az esetekben is sziikséges.

2.5.1.1. Termofil Campylobacter fajok kimutatdsa hagyomdnyos modszerekkel

A kampilobakterek mar viszonylag kis szdmban képesek megbetegedést okozni. Robinson (1981)
sajat magan elvégzett kisérlete alapjdn megdllapitotta, hogy a kampilobaktereknek igen kicsi az
infekciés dozisa; mar 500 sejt is képes egészséges emberekben fertdzést okozni, ezért
kimutatdsukhoz nagy érzékenységli modszerekre van sziikség. A kozvetlen kioltds nem alkalmas
élelmiszerek vagy humdn mintdk vizsgdlatira alacsony mikrobaszdm esetén (Doyle és Roman,
1982), mivel a szelektiv tipkdzegekre torténd kozvetlen kioltds sordn kis mennyiségben lehet csak a
mintat az agar feliiletére juttatni, tovabba a szilard mintdkat el6zoleg szuszpendalni és
homogenizélni kell, amelynek kovetkeztében az esetleg kis szdmban jelenlévé kampilobakterek
kihigulnak. A kampilobakterek a kornyezetben €s az élelmiszerekben mindig nagyszamu kisérd
mikrobiota mellett fordulnak el (Doyle és Roman, 1982), igy élelmiszerekbdl a hagyomanyos
moédszerekkel torténd kimutatdsuk elsd 1épése a szelektiv dusitds, amelyet szelektiv taptalajra
torténd kioltds €s biokémiai modszerekkel torténd megerdsités kovet (Corry et al.,, 2003). A
dusitasra akkor van sziikség, ha a kimutatand6 baktérium kis szdmban van jelen, azonban abban az
esetben, ha a cél mikroorganizmus koncentricidja nagyobb, a mddszer az analizilandé minta
kozvetlen kioltdssal vald vizsgdlatdval parhuzamosan is alkalmazhat6. Newell és munkatarsai
(2001) korabban megfigyelték, hogy a vizsgdlt mintdbdl kozvetlen kioltds sordn csak egyféle
Campylobacter jejuni torzs volt kitenyészthetd, azonban ugyanazon minta dudsitisa utin egy
madsfajta torzset is izoldltak, ami azt mutatta, hogy a dusitds sordn egyes C. jejuni torzsek jobban
szaporodtak ugyanezen faj mds torzseihez képest. Mds megfigyelések szerin a dusitast kovetden a
C. jejuni domindlt a vizsgdlt mintdkban jelenlévd C. coli torzsekhez képest (Ronner et al., 2004),
valamint a dudsitds sordn alkalmazott eltéré homérséklet (37 illetve 42 °C) is befolyasolta az izolalas
eredményét (Scates et al., 2003). Jelenleg az élelmiszermintakbdl térténd Campylobacter kimutatast
az EN ISO 10272-1:2006 szabvany szerint kell elvégezni. Az elmiilt években torekvések folytak
olyan 1j mddszerek kidolgozdsara, amelyek a termofil kampilobakterek gyors és érzékeny
kimutatasat teszik lehetévé. Axelsson-Olsson és munkatirsai 2007-ben egy protozoonnal torténd
egylitt-tenyésztéses modszert publikdltak kampilobakterek szelektiv dusitdsara és azonositasara. Az
elmilt idészakban azonban ennél egyszeribb molekuléris biolégiai mdédszerek is kifejlesztésre

keriiltek a patogén Campylobacter fajok detektalashoz €s identifikdlashoz (Waage et al., 1999).
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2.5.2. Alternativ és gyors mikrobiologiai médszerek

Az élelmiszerekben el6fordulé patogének ellendrzéséhez hatékony kimutatdsi és vizsgalati
mobdszerek sziikségesek. A hagyomanyos mikrobiologiai mddszereket kozel egy évszazada
alkalmazzdk a patogén mikrobdk élelmiszerekbdl torténd kimutatisdhoz és azonositisahoz.
Megbizhatésdguk mellett a hagyomédnyos mddszerek nagyon id6- és munkaigényesek, igy nem
alkalmasak a modern mindségbiztositasi rendszerekben a lehetséges veszélyekre vald gyors
vdlaszok megadédsdra. Ennek eredményeképpen az elmult 25 évben szdmos gyors mddszert
fejlesztettek ki a vizsgdlati id6 csokkentése érdekében (Yang és Bashir, 2008). A mikrobék (koztiik
a patogének) kimutatdsara és/vagy azonositdsdra alkalmazhaté alternativ és gyors modszerek kozott
lehet megemliteni a miniatiirizalt biokémiai teszteket (Fung, 2002), a baktérium metabolitok
mérésén alapuld elektrokémiai modszereket (Ivnitski et al., 2000; Yang és Bashir, 2008), a nem
hagyomanyos mikroszképos eljarasokat (példaul DEFT) és az dramlésos citometridt (Raybourne és
Tortorello, 2003), a lumineszcens technikdkat (Tu et al., 2005), a nagy specifikussdgi nukleinsav-
alapii médszereket (Naravaneni és Jamil, 2005), valamint az antitest alapu eljardsokat (Yu et al.,
2001; Fung, 2002). A 3. tdbldzatban a kimutatasra, azonositasra, illetve mennyiségi meghatarozasra
alkalmazhaté alternativ és gyors mikrobioldgiai médszerek 6sszehasonlitdsa lathat6 érzékenységiik,

specifikussaguk és gyorsasaguk alapjan.

3. tabldzat: A hagyomdnyos, az alternativ és a gyors modszerek Osszehasonlitdsa szenzitivitds,
specifikussag és id6igény alapjan (de Boer és Beumer, 1999; de Boer 2007)

Erzékenység Vizsgalat
Moédszer (kimutatasi hatar, Specifikussag cax
idotartama
TKE/ml vagy g)
Tenyésztéses mdodszerek 1 jo 1-3 nap
Biolumineszcencia 10 nem specifikus 0,5 6ra
Aramlasos citometria 10%-10° jo 0,5 6ra
DEFT 10°-10* nem specifikus 0,5 6ra
Impedimetria 1 kozepes/jo 6-24 ora
Immunolégiai modszerek 10°-10° kozepes/jo 1-2 6ra
Nukleinsav alapi médszerek 10° kivalo 6-12 o6ra

1/ A biolumineszcencia médszer a luciferdiz enzim jelenlétében lejatsz6dd luciferin és ATP
reakcidjan alapszik. Az enzimes reakcidé hatdsara az ATP fénykibocsatds mellet lebomlik és a
felszabadulé fény luminométerrel detektilhaté. A mddszer gyors €s egyszerll eljards, amelynek
segitségével a mikrobaszam kozelitéleg megbecsiilhetd (Stannard és Gibbs, 1986). Az élelmiszer
nyersanyagok, mint a novényi és allati szovetek azonban ATP-ben gazdagok, amely lassabban és

nem teljesen bomlik le a sejtek szétesése soran. Ezért a mikrobioldgiai szennyezettség
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meghatdrozdsakor a mikroba sejtek hatékony elvdlasztidsa, valamint a nem-mikroba sejtek
eltavolitasa fontos a vizsgalat elvégzése elott. A mddszert sikeresen alkalmaztdk friss hisok €s tejek
mindségének ellendrzéséhez, starterkultirdk aktivitisdnak méréséhez, valamint UHT élelmiszerek
sterilitdsdnak ellendrzéséhez (Maraz et al., 2006). A mddszer tovabbfejlesztésével (antitest-alapd
biolumineszcencia, fag-alapi biolumineszcens eljards) lehet6ség nyilt egyes patogének

kimutatasara is (Griffith és Brovko, 2003).

2/ Az aramlasos citométerekben a részecskék igen nagy sebességgel haladnak 4t a megfeleld
detektorokkal ellatott megvildgité z6ndn, ahol megtorténik a pulzusok intenzitdsdnak mérése, amely
kifejezi a sz6r6d6 fény mértékét. Az impulzusok elektronikus szétvdlogatdsa alapjan a vizsgdlt
részecskék killonbozé paramétereit lehet egyidében meghatirozni (Davey és Kell, 1996). Az
dramlésos citometria alkalmazdsaval nagyszdmu sejt vizsgédlata valdsithaté meg nagyon rovid idén
beliil, igy gyorsan kaphat6 informacié komplex heterogén mintidk esetén (Robinson, 2004), tovdbba
mind kvalitativ, mind kvantitativ mérésekre alkalmazhaté. Fluoreszcens festékekkel vagy fluorogén
szubsztraitumokkal kombinalva az eljarast elkiilonithetok egymastol az él6, az él6, de nem
tenyészthetd, illetve a holt sejtek is. Sikeresen alkalmaztik mar a médszert tejbdl baktérium sejtek

kimutatdsara (Gunasekera et al., 2003).

3/ A direkt epifluoreszcens sziirési eljaras (DEFT) mikroorganizmusok kozvetlen mikroszk6pos
szdmlaldsara alkalmas moddszer. A vizsgdlat sordn el@szor az élelmiszerminta membranfilteren
keresztiili sziirése torténik, amely lehetséget nytjt a mikroorganizmusok koncentrdlasira, majd a
sejteket kozvetleniil a membranon fluoreszcens festékkel (leggyakrabban akridin naranccsal) festik.
A preparatumot ezt kovetden targylemezre helyezve epifluoreszcens mikroszképpal vizsgaljak. A
modszert nyers tejek mikrobioldgiai monitorozasara fejlesztették ki, de higiéniai vizsgalatokra is jol
alkalmazhaté (Sharpe, 2000). A moédszer tovabbfejlesztésével (antitest-direkt epifluoreszcens
szlirési eljards = Ab-DEFT) lehet0ség nyilt E. coli O157:H7 torzsek kimutatasara is (Raybourne és
Tortorello, 2003).

4/ Az impedimetria a folyékony oldatok kiillonb6zé6 mértékben torténd elektromos
vezetOképességének elvén alapszik. A mikroorganizmusok szaporodasa és tdpanyag metabolizmusa
sordn folyadék tenyészetekben a nagyméretli molekuldk kisebb méretii molekuldkkd alakulnak,
megvdltoztatva ezdltal a tdpkozeg elektromos vezetOképességét és ellendlldsat. Az elektromos
impedancia, kapacitancia és konduktancia mérésével a mikroorganizmusok szdma megbecsiilhetd,
ugyanis minél nagyobb szdmban vannak jelen mikrobdk a folyékony kozegben, anndl gyorsabban

valtoznak az emlitett paraméterek (Fung, 1991). A mddszer széles korben alkalmazott eljaras
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élelmiszerek mikrobioldgiai szennyezettségének felmérésében, illetve alkalmazhat6 patogén

baktériumok detektaldsara is (Bolton és Gibson, 1994; Gibson, 2003).

5/ Az antigén és antitest reakcidkon alapulé immunolégiai moédszereket mar évtizedek ota
alkalmazzdk mikroorganizmusok kimutatisira és jellemzésére az orvosi és dllatorvosi
mikrobioldgiai diagnosztikdban. Az immunolégiai reakcidk szdmos viltozatit és tipusat
fejlesztették ki az elmilt évek sordn élelmiszerekben eléforduld patogén mikrobak kimutatdsihoz,
igy példaul immunkromatografids teszteket, direkt és indirekt ELISA modszereket és fluoreszcens
antitest eljardsokat, amelyekkel lényegesen megnovelték a mddszerek specifikussdgit és

gyorsasagat (Fung, 2002).

Az élelmiszerekben patogén mikroorganizmusok a vonatkozé rendeletekben meghatdrozott
(viszonylag kis) hatdrértékek felett nem fordulhatnak eld, ezért a kérokozdok kimutatisira eddig
felsorolt modszerek az érzékenységet figyelembe véve csak irredlisan nagy mikrobaszam esetén,
vagy (eld)dusitast kovetden alkalmasak patogének detektdldsara. Bar a gyors vizsgélatok id6tartama
a hagyomanyos moédszerekhez képest jelentosen lerdvidiil, a dusitdsi 1épés miatt a kimutatds
idéigénye még igy is szamottevd. Egy moddszer kivalasztidsa esetén fontos szempont az eljaras
specifikussdga is. Amint a 3. tdbldzatban is lathat6, a nukleinsav alapi modszerek kivalo
specifikussdggal rendelkeznek, ezért a patogének kimutatdsaban, azonositisiban és tipizalasdban
egyre nagyobb hangsulyt kapnak a molekuldris bioldgiai technikdk. Azonban még kevés az olyan
megbizhaté molekularis mddszer, amelynek széleskorti alkalmazhatésagat vizsgaltdk, illetve
amelyet validaltak. Az alternativ mddszerek teljesitmény jellemzdinek meghatdrozdsat, illetve a
referencia médszerrel (klasszikus kimutatdsi mdédszerrel) torténd 6sszehasonlitasat (validalasat) az

EN ISO 16140:2003 szabvany alapjdn lehet megvaldsitani.

2.6. Elelmiszer-biztonsagi szempontbél jelentés patogén baktériumok kimutatisara

alkalmazhaté molekularis biolégiai médszerek

A korabbiakban targyalt, detektdlasra és jellemzésre alkalmas gyorsmodszerek a
mikroorganizmusok genetikai tulajdonsidgainak fenotipusos kifejezddésén alapuld eljarasok. Az
élolények fenotipusat azonban szdmos kornyezeti tényezd befolydsolhatja, mint példdul a
hémérséklet, pH, a vizaktivitds, toxinok, valamint kornyezeti és kémiai stresszhatdsok. Ezen
tulajdonsagok vizsgélata tehat a patogének meghatirozdsa soran kevéssé megbizhatd eredményt
adhat. Ezzel szemben a sejtek genomja jéval stabilabb, egy baktériumsejtben bekovetkezd

természetes mutdcié gyakorisiga nagyon csekély, dtlagosan a 107-10"° nagysdgrendbe esik.
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Rdaddsul a genom egy él6lény valamennyi tipusu sejtjében gyakorlatilag azonos nukleotid
szekvenciaval jellemezhetd, ezért alkalmazasukkal nagy biztonsdggal azonosithatok az eltérd
morfoldgidju sejteket 1étrehozd mikroorganizmusok is. A DNS valamennyi, eddig azonositisra
vagy jellemzésre haszndlt sejtalkotondl (példaul fehérjék, lipidek, lipopoliszacharidok) ellendllobb,
ami szintén megnodveli a vizsgdlatok biztonsagossagat €és alkalmazhatésagat. Mindezek
kovetkeztében az elmilt években egyre nagyobb lett az igény a mikrobioldgiai diagnosztikdban a
fenotipusos tulajdonsagok vizsgélatan alapulé eredmények megerésitésére, valamint a mikrobak

pontos azonositdsara nukleinsav alapi moédszerekkel (Fung, 2002).

2.6.1. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A nukleinsav alapt eljarasok szerepe a patogének kimutatidsdban mara mar nélkiilozhetetlenné vilt.
A nyolcvanas évek végén kifejlesztett polimerdz lancreakcid (Mullis et al., 1986) forradalmasitotta
a molekuldris diagnosztikit. A PCR technika elterjedését megel6z6en alkalmazott molekularis
bioldgiai mddszerek munka- és iddigényesek voltak, valamint magas technikai szaktuddst
igényeltek (Mardz et al., 2006). A PCR eljards a polimerdz enzim DNS szalak mdasoldsara val6
képességét haszndlja fel, az enzim ugyanis a DNS szdlhoz kotédott rovid (primer) szekvencia 3’
irdnyd meghosszabbitasit végzi. Abban az esetben, ha két primer kapcsolédik a mintaul szolgald
DNS két szalahoz, a primerek altal kozrefogott szekvencia minden PCR ciklusban exponenciélisan
amplifikdlédik. Minden ciklus harom 1épésbdl all: (i) a DNS hddenaturicidja, amelyben a DNS két
szala szétvélik; (ii) a primer kotodési 1épés, amelyben a primerek alacsonyabb homérsékleten a
komplementer szekvencidkhoz kapcsolédnak; (iii) és egy hosszabbitdsi 1épés, amelyben a DNS
polimerdz enzim a primerek 4ltal kozrefogott szekvencidkat lemdsoljdk (Innis és Gelfand, 1990;
Hayden, 2004). A polimerdz ldncreakcidé szdmos vdltozatit fejlesztették ki az elmdlt évek alatt,
amelyek jol alkalmazhat6éak az élelmiszerekben el6forduld patogének kimutatdsdra. Ilyen eljarasok
példaul a nested (fészek)-PCR, a reverz transzkriptiz PCR, a multiplex PCR és a val6s ideji (real-
time) PCR mddszerek (Sanderson és Nichols, 2003; Maraz et al., 2006).

2.6.2. RFLP (restrikcios fragmentum hossz-polimorfizmus) és PCR-RFLP vizsgalatok

Teljes baktérium genomok esetében az RFLP mddszerek koziil a makrorestrikcios RFLP jol
alkalmazhaté molekularis tipizélasi eljards, amelynek lényege a kromoszomaélis DNS ritkan hasité
restrikciés enzimmel torténd hasitdsa, majd a kapott nagyméretli fragmentumok pulzald
gélelektroforézissel vald elvdlasztdsa. Az igy kapott komplex DNS mintdzatot dltaldban 5-30 jol

elkiiloniild fragmentum képzi, amelyek mérete a vizsgalt mikrobatdl és az alkalmazott enzimtdl
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fiiggben 10 és 800 kbp. kozott taldlhats. A moédszer elénye, hogy jol reprodukdlhat6 és megfeleld
diszkrimindcids képességgel rendelkezik adott fajon beliili torzsek elkiilonitésére (Fitzgerald és
Swaminathan, 2003). Az eljaras eukaridtakndl is széles korben alkalmazott, azonban élesztégombdk
esetében a kromoszomdk szdmanak és méretének meghatarozasaval (kariotipizaldssal) szamos
esetben lehetdség nyilik az izoldtumok azonositisra és tipizdldsira restrikciés enzimes hasitds

nélkiil is (Carle és Olson, 1985; Gomes et al., 2000).

A PCR és az RFLP mdédszer kombinéldsaval (PCR-RFLP analizis) a vizsgalt izoldtumok tipizadldsa
érdekében az eljards sordn olyan polimorfikus célszekvencidkat kell kivalasztani, amelyek
vizsgédlatdval a faj alatti elkiilonités megvaldsithatd. A vizsgdlandé szekvencia felszaporitdsa
génspecifikus primerekkel polimerdz ldncreakcié sordn torténik, igy a sokszorositandd rész
bazissorrendjének eldzetes ismerete sziikséges. Ezt kovetden a felszaporitott PCR termékeket stir(in
hasit6 specifikus restrikciés endonukledzokkal hasitva a kapott fragmentumok RFLP profiljat
gélelektroforézissel lehet elddllitani. A kapott mintazatok jol reprodukélhatdk, azonban a mddszer
diszkrimindciés képessége nagymértékben fiigg az alkalmazott restrikciés enzimek

specifikussagatol és szamatol (Fitzgerald és Swaminathan, 2003).

A riboszémalis RNS-ek univerzalis, dlland6 és igen korlatozott funkciéji molekuldk, amelyeket a
kornyezeti valtozasok nem befolyasolnak. Az rRNS-t kédold gének (operonok) erdsen konzervativ
szekvencidkat és varidbilis doméneket egyardnt tartalmaznak, igy a filogenetikai kapcsolatok
vizsgélatanak legalkalmasabb célszekvencidi (Uyttendaele €s Debevere, 2003). Az rDNS gének
tobb (1-15) koépidban egymds mellett taldlhatok meg a baktériumok genomjiban (Klappenbach et
al., 2000), tovdbbd kozbeesd szekvencidkat is tartalmaznak, mint példaul az intergénikus elvélasztd
régidk (IGS), amelyek az érési folyamat tovabbi célszekvencidi, mivel a transzkripciot kdvetden
Ujraligdlds nélkiil kihasadnak (Evguenieva-Hackenberg, 2005). A baktérium rRNS operon

sematikus vazlata a 2. dbrdn lathato.

A taxonémidban és az identifikdlasban az rRNS-t kédol6 gének kiilonleges jelentdségre tettek szert,
vizsgélatukra tobbféle modszer is kidolgozasra keriilt. Az rDNS-RFLP vagy méasnéven ARDRA
(amplifikdlt rDNS RFLP analizis) modszer 1ényege, hogy az rDNS kiilonb6zo részeit
(leggyakrabban a 16S rDNS-t) univerzdlis primerek segitségével amplifikaljak, majd specifikus
restrikciés enzimek segitségével hasitjdk. Az igy kapott fragmentumokat agaréz gélelektroforézissel
elvalasztjdk és a kapott mintdzat alapjan, referencia (4ltaldban tipus) torzsekkel vald
Osszehasonlitdssal identifikdljadk. Amennyiben az amplifikdldst varidbilis régiokra specifikus

primerekkel valdsitjdk meg, a restrikcids mintdzat molekularis ujjlenyomatnak tekinthetd és torzsek
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elkiilonitésére is alkalmas (Dedk, 2006b; Rademaker és Savelkoul, 2004). Abban az esetben, ha egy

genomon belill az ismétlédé rDNS operonok kismértékben eltérd szekvencidval rendelkeznek, az

ujjlenyomat profilok 6sszetettebbé véalhatnak.

Konzervativ szekvenciak

Hipervaridbilis szekvencidk

2. dbra: A baktériumok rDNS operonjanak szerkezete (Evguenieva-Hackenberg, 2005)

Baktériumok nemzetség €s fajszintli meghatdrozasa sordn azonban nemcsak a 16S rDNS vizsgélata
alkalmazhaté. A 23S és a 16S-23S rDNS koztes atirodé (ITS) szekvencidinak vizsgélatira is
taldlhaté példa a szakirodalomban. A 23S rDNS hasonléan a 16S rDNS-hez igen konzervativ,
azonban varidbilis régidkat is tartalmaz (Kolbert et al., 2004). Bar a 23S rRNS-t kédol6 gén tébb
restrikciés endonukledz felismerd hellyel rendelkezik novelve ezaltal az RFLP mddszer
specifikussagit és diszkrimindcids képességét (Hurtado és Owen, 1997), mégis kevesebb olyan
univerzélisan alkalmazhaté primer all a rendelkezésre, amelyekkel megvaldsithatd a baktériumok

kimutatasa és azonositasa (Maiwald, 2004).

2.6.3. Véletlenszeriien felszaporitott polimorfikus DNS (RAPD) vizsgalat

A Williams és munkatarsai (1990) és Welsh és munkatarsai (1990) altal kidolgozott eljaras a teljes
genom polimerdz lancreakcidval torténd vizsgdlatat jelenti, a véletlenszerlien felszaporitott
amplikonok gélelektroforézises mintdzatdnak analizisével. A sejtekbdl kivont genomidlis DNS-t
egyetlen rovid indité szekvencidval szaporitjak fel, amely nem teljes homoldgia esetén is képes az
egyszali DNS-hez kapcsolddni a PCR reakcié sordan alkalmazott, a szoros PCR koriilménynél
alacsonyabb (36-42 °C-os) primer kotodési homérséklet kovetkeztében (Tyler et al.,, 1997;
Fitzgerald és Swaminathan, 2003). PCR termékek akkor keletkeznek, amikor a primer kotodési
helyei az amplifikacids tavolsdgon beliil (kevesebb, mint 5000 bazispar tavolsdgban) helyezkednek
el a megfeleld irdnyban. A termékek hossza, a primer kotodésének hatékonysdga és igy a
felszaporitds is véltozik a kapcsolddasi helyek fiiggvényében. Ennek kovetkeztében erdsebb és

gyengébb amplikonok is létrejonnek, ami megneheziti az eredmények értelmezését (Wassenaar és

29



Newell, 2000). A reakcidsorozat végére az inditdszekvenciatdl és a PCR reakcié koriilményeitdl
fiiggden tobb, kiillonb6zé méretli fragmentum keletkezik, amely DNS darabok elvalasztdsa agaréz
gélelektroforézissel torténik. A kapott mintazat a vizsgélt mikrobatorzs ujjlenyomata, igy a mdédszer
alkalmas az azonos fajhoz tartozo torzsek elkiilonitésére (tipizdlasara) (Rademaker és Savelkoul,
2004). A mddszer hatranya azonban, hogy nehezen reprodukalhatd, ami ellentétben all az eljaras
gyorsasdgaval és koltség-hatékonysdgdval (Wassenaar és Newell, 2000). Nowrouzian és
munkatdrsai (2001) tobbek kozott a bélmikrobidtdbol szarmazd E. coli izolatumok tipizalasara
alkalmaztdk a moédszert, mig Tynkkynen és munkatdrsai (1999) élelmiszerekbdl szdrmazo, illetve
human eredetli Lactobacillus rhamnosus torzsek jellemzésére haszndltdk az eljarast. Abban az
esetben azonban, ha a mddszer sztenderdizaldsra keriil, kiilondsen jol alkalmazhat6 izoldtumok

egyidejli 0sszehasonlitdsara, tipizdldséra.

Torzsek tipizdldsara gyakran alkalmazott modszer a mikroszatellit PCR. A mikroszatellitek, vagy
egyszerll szekvencia ismétlodések (SSR-ek) a DNS néhany (5-6) bazispar hosszisagu, tandem
ismétldd6 szakaszai. A prokariotdk és eukaridtik genomjdban egyardnt megtaldlhatok mind a
fehérjéket kdold, mind pedig a nem kédolé régickban. Ugy tekintik, hogy ezen mikroszatellit
szekvenciak az evolicid soran neutrdlis DNS markerként szolgaltak. A véltozd szamud ismétlodod
egységekben fellépd hossz polimorfizmus valészinilleg a DNS polimerdz enzim replikicié sordn
bekovetkezd csiszasdbol adddik. A mikroszatelliteket mar kordbban is alkalmaztik populacié
genetikai vizsgdlatokra és tipizdldsra, mivel szdmos elOnnyel rendelkeznek, igy példaul
polimorfikusak, multiallélikusak, jol reprodukalhatok és PCR-rel detektalhatok (Nascimento et al.,
2004).

A miniszatellit szekvencidk (VNTR szekvencidk) dltaldban 9-60 nukleotid hosszisigu, tobb kopids
ismétlddések, amelyek szdma a genomban igen varidbilis (Ingavale et al., 1998). Az M13
bakteriofag kopeny fehérjéjét kodold gén tandem ismétlédd szekvencidjat Huey és Hall (1989)
hibridizdciés probaként alkalmazta E. coli torzsek vizsgilata sordn. Megfigyeléseik szerint ezen
miniszatellit szekvencia alkalmazasaval jelentds variabilitds volt kimutathaté mind kdrnyezeti, mind
pedig klinikai izoldtumok esetében. Mivel a szekvencia szdmos eukariotidban, prokaridtiban és
virusban megtaldlhaté, gyakran alkalmazzdk RAPD-PCR reakcidban primerként, példaul
tejsavbaktériumok (Rossetti és Giraffa, 2005), vagy Bacillus cereus izolatumok (Ehling-Schulz et

al., 2005) tipizalasara.
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2.6.4. Denaturalé gradiens gélelektroforézis (DGGE)

A denaturdlé gradiens gélelektroforézis az egyik legelterjedtebb, tenyésztéstol fiiggetlen,
kozosségek vizsgalatara alkalmas ujjlenyomat technika. A mddszer azonos hosszisagid, de eltérd
szekvencidji, rovid PCR amplikonok elvédlasztidsan alapulé gélelektroforézises eljards, amely
alkalmas a DNS amplikonok kozotti akar egyetlen bazisnyi kiilonbség kimutatdsara. Az amplikonok
elvdlasztdsa denaturdlé gradiens poliakrilamid gélben torténik eltéré denaturdciés (olvaddsi)
tulajdonsagaik alapjan. Az eljards elméleti vonatkozdsait el6szor Fisher és Lerman irta le 1983-ban.
A poliakrilamid gélben a denaturdlé kozeget urea és formamid segitségével hozzak 1étre. A DGGE
sordn a kétszald DNS darabok folyamatosan névekvd denaturdlé kdrnyezetben haladnak el6re a
gélben, majd a szekvencidjuk éltal meghatarozott olvaddsi pontjukon részlegesen denaturdlédnak,
H-hid kotéseik felhasadnak (el6szor az A-T, késébb a G-C bazisparok osszetartd kotések vélnak el),
igy a molekula mobilitdsa (vandorlasi sebessége) is jelentsen lecsokken a gélben. Az eljards sordn
els6 1épésben a genomidlis DNS-t specifikus indit6 szekvencidkkal felszaporitjdk, a primerek koziil
az egyik egy 30-40 bazispar hosszisagi, GC gazdag régiét (GC kapcsot) tartalmaz az 5° végén. Ez
biztositja, hogy a vizsgdlt DNS darab részlegesen duplaszali maradjon az elektroforézis végén is, és
az amplikonok véandorlasat a legalacsonyabb olvaddsi domén hatirozza meg (Ercolini, 2004). A
DGGE eljards sordn viszonylag rovid, 100-500 bazispar hosszisigi fragmentumok vizsgilata

valdsithaté meg hatékonyan.

A DGGE mdédszernek két tipusa ismert. A merdleges eljardsndl a lineéris denaturdlé gradienst a
gélben balrdl jobbra haladva alakitjdk ki, az elektroforézis irdnydra merdlegesen. A pirhuzamos
moédszer esetén a gélben lefelé haladva linedrian ndé a denaturdlé koncentracié, parhuzamosan az
elektroforézis irdnydval. Ennek az eljardsnak az eldnye, hogy egy gélen egyszerre tobb minta is
vizsgélhat6 elkiilonitve, ellentétben a merdleges modszerrel, ahol csupan egyetlen DNS minta vagy
mintdk keveréke analizdlhat6 egy poliakrilamid gélben. A merdleges DGGE vizsgélat azonban
nemcsak a DNS polimorfizmus kimutatdsara alkalmas, hanem a parhuzamos eljards soran
alkalmazhaté optimédlis denaturdlészer-koncentracié meghatirozasara is hasznalhaté (Sheffield et

al., 1990).

A moédszert els6sorban kornyezeti mintdk mikrobak6zosségeinek tenyésztés nélkiili
meghatdrozasiara dolgoztak ki, illetve a mikrobakozosség dinamikdjanak megfigyelésére
alkalmazzdk a kornyezeti hatdsok véltozasa sordn. Vizsgéltdk tobbek kozott talaj, tengerviz és tavak

vizeinek mikrobakozosségeit, de az emésztdrendszerben eldéfordulé mikrobidta, a szennyviztisztitas
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sordn a bioreaktorokban megtaldlhaté mikroorganizmusok és klinikai mintdk esetén is taldlhatunk
példdkat a moddszer alkalmazdsara (Ercolini, 2004). Ishii és munkatirsai (2000) komposztalasi
folyamat sordn bekovetkezd szukcesszid vizsgdlatat végezték el PCR-DGGE-vel. A médszert az
élelmiszer mikrobiologidban 1999-ben alkalmaztdk els6ként (Ampe et al., 1999) mexikéi fermentalt
kukoricatészta ~ mikroorganizmusainak  feltérképezésére. Azdbta SZamos élelmiszer
mikrobakodzosségét vizsgiltdk a modszer segitségével. Cocolin és munkatdrsai (2000) élesztok
dinamikdjat vizsgaltdk a borerjesztés folyaman PCR-DGGE mddszerrel, Manzano munkatarsaival
(2004) a Saccharomyces sensu stricto torzseinek elkiilonitésére alkalmazta az eljardst. Szintén
Cocolinék (2002) nyers tej élesztObidtajat tanulminyoztdk, De Vero és munkatdrsai (2006) ecetek
ecetsavbaktérium populdcidjat vizsgdltdk, mig Spano és munkatirsai (2007) vords borok

Lactobacillus plantarum és Oenococcus oeni populaciojat jellemezték szintén ezzel az eljardssal.

2.6.5. Heteroduplex mobilitasi analizis (HMA)

A heteroduplex analizis egy gyors €s viszonylag olcsé mddszer DNS szekvencidk kdzotti rokonsagi
kapcsolatok megéllapitasara. A vizsgdlat azon a megfigyelésen alapszik, hogy a kétszald DNS-ben
bekovetkez6 bazis-Osszekapcsolddasi hibdk, valamint nukleotidok beillesztése vagy kiesése
kovetkeztében szerkezeti elvaltozdsok jonnek létre, amelyek a poliakrilamid gélben lecsokkentik
ezen fragmentumok elektroforetikus mobilitasat (Wang és Griffith, 1991; Upchurch et al., 2000).
Heteroduplexeket elkiiloniilt PCR reakcidkban felszaporitott, rokon, leggyakrabban azonos
génekbdl szarmazé DNS-ek hibridizdlasaval lehet eldallitani. Ha ezeket a termékeket elvalasztjak
egymdstol poliakrilamid gélen, két, a kontroll homoduplexeknél lassabban halad6 heteroduplex

savot figyelhetnek meg (Delwart et al., 1995).

A modszert és kiilonbozd véltozatait igen széles korben alkalmaztdk mar, igy példdul kezdetben
Fuller-Pace és munkatarsai (1984) genetikai rekombindcié kimutatdsara elektronmikroszkop
segitségével, majd kés6bb Jensen és Hubren (1996) Salmonella szerovaridnsok azonositdsira. Az
eljarast virusok esetében elterjedten alkalmazzak a genetikai variabilitds tanulmanyozédsara. Arens
(1999) megfigyelései szerint HIV virusok esetében a médszer legnagyobb elénye, hogy alkalmas az
izolatumok szkrinelésére, és segitségével a genetikai kapcsolatok is meghatdrozhatok DNS
szekvendlas nélkill. Merrill és munkatarsai (2003) megallapitottak, hogy fluoreszcensen jelolt
prébakat alkalmazva az eljaras hatékony médszer a kdrnyezeti mintakbol szdrmazé Bacillus fajok
kimutatasara és a Bacillus anthracis elkiilonitésére is. Moreno, C. és munkatarsai (2002)
megfigyelték, hogy heteroduplex analizis segitségével tiszta tenyészetekbdl kiindulva a Vibrio

nemzetségbe tartozo tipustorzsek és kornyezeti izolatumok esetén a polimorfizmus jél kimutathatd.
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2.6.6. Tovabbi molekularis biologiai médszerek

A fent emlitett nukleinsav alapu eljarasokon kiviil szdmos mas molekularis médszer alkalmazhat6

patogén baktériumok tipizalasara.

Az MLST technika kisszamu (leggyakrabban 7-10) ugynevezett héaztartdsi gén (house-keeping
gene) PCR-rel felszaporitott fragmentumainak szekvencia-meghatdrozdsin alapul. Az eljaras sordn
450-500 béazispar hosszisdgi DNS darabok bdazissorrendjét hatirozzik meg, majd a kapott
szekvencidk kiértékelése sordn a nukleotid kiilonbségekhez rendelt allélszdmok segitségével
szekvencia tipusokat hatiroznak meg. Ezen tipusok esetleges korabbi eléforduldsa adatbazisokban
ellendrizhetd, illetve az adatbdzisokban az uj szekvencia tipusok el is helyezhet6k (Hanage et al.,

2004; http://www.mlst.net).

Szintén széles korben alkalmazott eljards az AFLP médszer, amelyet Vos és munkatarsai (1995)
dolgoztak ki. Az eljaras sordn a genomidlis DNS-t két restrikciés enzimmel elhasitjak, amelyek
koziil az egyik atlagos gyakorisdggal hasité, a masik pedig egy gyakran hasité restrikcids
endonukledz. Az igy keletkezett fragmentumok végeihez specidlis duplaszdld oligonukleotid
adaptereket ligdlnak, majd az igy moddositott fragmentumokat adaptor specifikus primerekkel,
specifikus koriilmények kozott PCR reakcidban felszaporitjdk. A gélelektroforézissel elvélasztott
fragmentumok a vizsgalt mikroba ujjlenyomatat képzik, igy a modszer jol alkalmazhaté kiillonb6z6
torzsek tipizdldsara (Aarts et al., 1998; Fitzgerald és Swaminathan, 2003; Rademaker és Savelkoul,

2004).

A valés idejii (real-time) PCR mddszerrel nemcsak a patogén specifikus kimutatdsa lehetséges, de
a vizsgélt mintdban jelenlévd sejtek koncentracidja is meghatarozhatd, igy tehat mind kvalitativ,
mind kvantitativ vizsgélatokra alkalmas eljards. Tovabbi eldnye, hogy segitségével a gének
expresszidja is vizsgalhaté. A modszer a hagyomanyos PCR-t6l a detektdlds médjaban tér el; az
amplikon kimutatidsa ebben az esetben egy specifikus probaval torténik. A préba kotodésének

kimutatasara specifikus festékek és flouroforok alkalmazhaték (Houghton és Cockerill, 2006).
A mikrochipek alkalmazisa patogének detektdlasara, illetve virulencia génjeik és génaktivitasuk

kimutatasara szintén egyre szélesebb korben figyelheté meg. A hordozéhoz rogzitett egyszald DNS

oligonukleotid prébdkhoz a vizsgdlt szervezetbdl kivont nukleinsavat (DNS-t vagy RNS-t)
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hibridizdlva egyetlen hibridizacids vizsgalatban jelentds szdmu genetikai tulajdonsdg vizsgélhat6
(Sanderson és Nichols, 2003).
2.6.7. alkalmazhat6 molekularis bioldgiai

Campylobacter fajok vizsgalatahoz

modszerek

Campylobacter fajok detektdldsara, azonositasara és tipizalasira szimos modszert fejlesztettek ki az

elmult években. A 4. tdbldzatban néhiany mddszert €s az eljardsok soran vizsgalt célszekvencidkat

foglaltam Ossze.

Modszer

Kromoszéma
makrorestrikcids jellemzés

/////

4. tdbldzat: Campylobacter fajok kimutatdsdra, identifikdldsdra és tipizdldsdra alkalmazhat6
molekuldris bioldgiai médszerek

Célszekvenciak

teljes genomot vizsgald eljaras

Referenciak
Atabay et al., 1997; Wassenaar és
Newell, 2000; Zorman et al., 2006;
Poly et al., 2004

Hilton et al., 1997; Madden et al.,

RAPD vizsgélat teljes genomot vizsgald eljaras 1998; Payne et al., 1999; Misawa et
al., 2000; Etras et al., 2004
ceuE Gonzalez et al., 1997
Génspecifikus PCR nap 16kusz Miller et al., 2007
16S rRNS gén Lawson et al., 1997
Multiplex PCR 16S rRNS gén, mapA, ceul; Denis et al., 1999; Mantreda et al,

2003

PCR-RFLP vizsgalat

Acik és Cetinkaya, 2006; Alm,
1993b; Ayling et al., 1996; Chen és

flah Stern, 2001; Djordjevic et al., 2007;
Etras et al., 2004
16S rRNS gén Marshall et al., 1999
. Steinhauserova et al., 2002; Moreno,
23S RNS gén Y et al, 2002; Kudirkiene et al, 2008
groEL Kirenlampi et al., 2004

AFLP

teljes genomot vizsgald eljaras

Wassenaar és Newell, 2000; Schouls
et al., 2003

MLST

haztartasi gének

Dingle et al., 2001; Dingle et al.,
2005; Djordjevic et al., 2007

Kozvetlen gén szekvenalds

flaA

Hiett et al., 2002

Abu-Halaweh, 2005; Oliveira et al.,

Val6s idejii PCR 16S rRNS gén, hipO; cadF 2005
Duplex real-time PCR mapA, ceuE Best et al, 2003
SA-PCR flaA Cloak et al., 2001

Immunomaégneses csapda —
fluoreszcens PCR

flaA gén, hipO

Liu et al., 2006

DNS alapt microarray

16S rRNS gén, ¢j0046 gén, hipO,
16S-23S rRNS gén; fur, glyA,
cdtABC, ceuB-C, fliY

Keramasa et al., 2003; Volokhov et
al., 2003
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2.77. A vizsgalati eredmények Kiértékeléséhez és a modszerek oOsszehasonlitasahoz

alkalmazhat¢ statisztikai modszerek

A mikrobiolégia szdmos teriiletén a mérési eredmények helyesen csak akkor értékelhetdk, ha azokat
megfeleld matematikai-statisztikai alapokon nyugvé szemlélettel kozelitik. A molekularis
bioldgidban a nagy mennyiségii adatot tartalmaz6 adathalmazok interpretdldsa szintén bonyolult

feladat, ez azonban a kiilonbo6z6 statisztikai médszerek segitségével megkonnyithetd.

2.7.1. Fékomponens analizis

A killonbozd oOsszefiiggések feltardsara, az Osszefiiggéseket leiré modellek meghatdrozdsara
alkalmazhat6 eljardsok kozott nagy jelentdséggel birnak a tobbvaltozés moddszerek, amelyek a
problémdk egyfajta rendszerszemléletli megkozelitését teszik lehetdvé (Szelényi, 2004). A médszer
valamennyi vizsgalt valtozot (példdul mikroba jellemzoket) két vagy hiarom fékomponensben
tomoriti Ossze az informécié matematikai értelemben vett minimdlis vesztesége nélkiil. Ezen
féokomponensek az adatok jelolésére és virtudlis megjelenitésére szolgdlé tengelyekként
alkalmazhatok. Az eljards segitségével megjelenithetok a valtozok (példaul jellemzok) kozotti
kapcsolatok, illetve lehetové valik a kapott csoportositas interpretilasa is (Oda €s Ouchi, 1989). A
moédszert Dollhopf és munkatdrsai (2001) baktériumok termindlis-RFLP vizsgalattal kapott
eredményeinek statisztikai kiértékeléséhez alkalmaztdk, Oda és Ouchi (1989) élesztétorzseket
csoportositottak az eljards segitségével, mig Capece és munkatiarsai (2005) borbdl izolalt
Hanseniaspora uvarum torzsekkel kapott vizsgilati eredmények értékelését végezték el a

modszerrel.

2.7.2. Klaszteranalizis

A Kklaszteranalizis egy olyan matematikai mdédszer, amely egy adathalmazon beliil felismeri a
természetes és értelmezhetd klasztereket. A modszer lényege abban rejlik, hogy a hasonld
jellemzokkel rendelkez6 adatokat minden el6zetes ismeret nélkiil csoportokba rendezi. Két alapvetd
megkozelités 1étezik az adatok csoportositasdra: a particionalds és a hierarchikus médszer (Todd et
al., 2008). Egy meghatdrozott hasonldsiagi szint esetén kimutathaté és dabrazolhatd, hogy a
megfigyelt egységek koziil adott jellemzdik alapjan melyek hasonlitanak egymadasra a rogzitett
szinteknél nagyobb mértékben. Szamos mas statisztikai modszerrel szemben a klaszteranalizis
elénye, hogy nem sziikséges kezdeti hipotézis feldllitdsa az adatok eloszldsdval kapcsolatban és a

kapott eredmények értelmezése is egyszeriibb (da Silva Meyer et al., 2004). A klaszteranalizis sordn
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a hasonlésdg mértékének meghatirozdsdhoz gyakran alkalmazott moédszer az UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) eljards, amely egy hierarchikus
csoportositasi elven alapuld statisztikai moddszer. Az algoritmus megvizsgilja a kialakult
hasonl6sdgi matrix struktirdjat, és a csoportokat paronként Osszehasonlitva szerkeszti meg a
dendogramot. Minden 1épésnél a két legkdzelebb esd csoport kombindldsaval egy magasabb rendii

csoportot alakit ki (van Ooyen, 2001).

Az epidemioldgiai vizsgélatok sordn a klaszteranalizis gyakran alkalmazott mddszer a patogének
terjedési utvonaldnak felderitésében. Sauders és munkatéarsai (2006) példaul human liszteriézisok
epidemioldgiai vizsgdlatiban alkalmaztik hatékonyan az eljardst. Marques és munkatarsai (2008)
novénypatogén Pseudomonas torzsek BOX-PCR eredményeinek értékelése sordn haszndltdk a

modszert az izoldtumok csoportositdsara.
2.7.3. Simpson-féle diverzitas index

A tipizadlasi modszerek hatékonysagit szdmos tényezO befolydsolja, igy a cél mikrobak
tipizalhatésaga, a reprodukalhatésag, valamint a megkiilonboztetd (diszkriminacids) képesség. Egy
tipizalasi eljaras megkiilonboztetd képessége a modszer azon tulajdonsidga, hogy mennyire képes a
mobdszer a nem-rokon torzsek kozott kiillonbségeket tenni. Ez meghatirozhato a tesztmédszer éltal
kapott tipusok szdmdval, valamint ezen tipusok relativ gyakorisigdval. Az elkiilonités
hatékonysaganak kifejezésére alkalmazhat6 a diszkriminécids (,,D”) érték (/. képlet), amely annak a
valészinliségén alapszik, hogy a vizsgidlandé populdciébdl szdrmazéd két eltérd torzs kiillonbozod
csoportba keriil. Ez a valdszinliség a Simpson-féle diverzitdsi indexszel (,,1-D”’) (Simpson, 1949)
jellemezhetd, amelyet a szerz6 adott Okoldgiai élShelyen taldlhaté fajok diverzitdsdnak
meghatdrozasara fejlesztett ki. Ezt késdbb Hunter és Gaston (1988) élesztégomba tipizaldsi
moddszerek diszkriminacios képességének meghatarozasara aktualizalta.

N

N(N—l Z:; (1. képlet)

ahol: N: a vizsgélt izoldtumok szdma
S: a tipusok/csoportok szdma
n;: a j-dik tipusba/csoportba tartoz6 izolatumok szdma

A fenti képlet segitségével meghatdrozhatd diverzitasi index (,,1-D”) értéke 0 és 1 kozé eshet. Egy

tipizalasi médszer elkiilonitd képessége anndl jobb, minél kdzelebb all ez az érték 1-hez.
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Hong és munkatérsai (2007) élelmiszerekbdl, illetve sporadikus megbetegedésekbdl izolalt Listeria
monocytogeses torzsek makrorestrikcios RFLP vizsgédlata sordn a Simpson-féle diverzitasi
indexszel jellemezték a kiilonbozo populédcidkat és a kapott ujjlenyomat profilokat. Johnson és
munkatirsai (2007) az MLST és a PFGE diszkrimindcids képességét hasonlitottdk Ossze
Pseudomonas  aeruginosa izolatumok esetében a  Simpson-féle diverzitisi indexek
meghatdrozasival. A mddszer tehdt jol alkalmazhaté a molekuldris bioldgiai tipizédldsi eljardsok

elkiilonitési tulajdonsdganak és hatékonysaganak jellemzésére.
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3. CELKITUZESEK

Munkam f6 célkitiizése az volt, hogy az élelmiszer-biztonsagi szempontbdl kiemelt fontossagu
baktériumok koziil az Escherichia coli patogén torzseinek, valamint a termofil kampilobakterek
kozil a C. jejuni és C. coli fajok élelmiszerbdl torténd kimutatdsdhoz, azonositdsdhoz és
tipizdldsdhoz 1) molekularis moddszereket fejlesszek ki, valamint a kiilénb6z6 molekularis

moédszerek alkalmazhatésdgit megvizsgdljam.

A megvaldsitandé feladatok és a f6 1épések az alabbiak voltak:

1. Elelmiszer-biztonsagi szempontbdl jelentés Escherichia coli és termofil Campylobacter
fajok torzseinek izoldldsa élelmiszerekbdl.
2. Az izolatumok molekuldris bioldgiai médszerekkel torténd azonositdsa és tipizalasa
a/ az Escherichia coli fajba tartozd izoldtumok pontos azonositdsidhoz, illetve a faj
O157:H7 szerotipusu torzseinek kimutatdsdhoz duplex PCR médszer kidolgozasa
b/ az izolalt baktériumok kimutatdsa és azonositdsa a kidolgozott PCR-alapi mddszer
segitségével
¢/ az izolatumok tipizalasa RAPD-PCR eljaréssal.
3. Szelektiv dusitds hatdsdnak vizsgalata élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl jelentds termofil
Campylobacter (C. coli és C. jejuni) fajokra
a/ a vizsgalt torzsek szaporodasi gorbéinek meghatdrozasa
b/ az eltérd fajhoz tartozé torzsek szaporoddsi képességének maghatirozdsa szelektiv
dudsitéban torténd egyiittes tenyésztés sordn.
4. Campylobacter izoldtumok vizsgilatira alkalmas, kiilonb6z6 PCR-alapi molekuldris
biolégiai modszerek adaptaldsa, fejlesztése és alkalmazhatosaganak osszehasonlitisa
a/ kiilonbozd forrasbol szarmazd Campylobacter izoldtumok azonositdsa specifikus
primerekkel PCR reakcidban
b/ az izolatumok tipizaldsa kiillonb6zé PCR-alapt molekulédris médszerekkel

c/ a tipizalasi eljardsok osszehasonlitdsa diszkriminacios képességiik alapjan.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Baktérium torzsek

A dusitasi vizsgdlatok sordn hdrom kiilonbozé angliai farmrdl izoldlt, baromfi eredetii
Campylobacter torzseket (négy Campylobacter coli és négy Campylobacter jejuni izolatumot)
vizsgéltam. A nyolc torzsbdl kettét (a J4 és C1 jelt) szelektiv dusitdst kovetden, mig a tobbi
izolatumot kozvetleniil a minta szelektiv tptalajra tortént kioltdsdval izoléltak. A tanulményozott

izolatumok és tipizalasi adataik az 5. tabldzatban lathatok.

5. tabldzat: A dusitdsi vizsgdlatban felhasznélt baromfi eredeti Campylobacter torzsek és tipizalasi
adataik

—_p flaA-RFLP p L.
Jelolés o Szerotipus Fag tipus

J1 (2295/D3) C. jejuni 45 1 27 67
J2 (2350/D2) C. jejuni 354 2 18 2
J3 (4715/D3) C. jejuni 791 5 9 44
J4 (8024/E1) C. jejuni 53 1 ND* ND*
C1 (1073/E1) C. coli 1680 5 56 Ut
C2 (1045/D4) C. coli 860 12 56 44
C3 (4817/D1) C. coli ND* 5 39 2
C4 (8009/D1) C. coli ND* 9 ND* ND*

“nincs meghatdrozva, "nem tipizalhat6

A molekuldris bioldgiai vizsgdlatok soran kiilonbdzo eredetii Escherichia coli és Campylobacter
izolatumokkal dolgoztam. A vizsgalt SE jeli Escherichia coli izolatumok baromfihisrél, valamint
baromfihussal, tokehussal és sajttal érintkezo feliiletekrol keriiltek izoldldsra, mig a tobbi vizsgalt E.
coli torzs elsOsorban humdn székletmintdbdl szarmazott. A sertés, a szarvasmarha, a tej és a baromfi
mintdkbSl szdrmaté Campylobacter torzseket Dr. Janosi Szilard (MgSzH, Allategészségiigyi
Diagnosztikai  Igazgatdsdg) bocsdtotta rendelkezésemre, a  székletmintdkbdl szdrmazd
Campylobacter izoldtumokat pedig az Orszdgos Epidemioldgiai Kodzpontb6l, Dr. Kiss Rékatol
kaptam. Az ,,SVC” kdéddal ellatott kampilobaktereket baromfi hisrdl izoldltam. A 6. és a 7.
tabldazatban foglaltam 0Ossze a munkdm sordn alkalmazott E. coli és Campylobacter tipus- és

referenciatorzseket, valamint a vizsgélt izolatumokat.
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6. tdbldzat: A molekuldris bioldgiai vizsgélatok sordn alkalmazott Escherichia coli torzsek

Torzs jelolése Szerotipus Szarmazas €s eredet
Escherichia coli ATTC 8739 NS ATCC?, humén széklet
Escherichia coli ATCC35150 O157:H7 ATCC, human széklet
Escherichia coli NCTC 12079 O157:H7 NCTCb, human széklet
Escherichia coli ECO01 NS* BCE-MBT*®
Escherichia coli 15V NS VSA!
Escherichia coli 33VAC/1 NS VSA
Escherichia coli 33c NS VSA
Escherichia coli 393 026:H- VSA
Escherichia coli EF3 026:H- ISS¢, Ref. EPEC F41
Escherichia coli ED56 026:H11 ISS, borju iiriilék
Escherichia coli ED161 086:H40 ISS, human széklet
Escherichia coli ED172 0O103:H2 ISS, Ref. PMK1
Escherichia coli EF1 Ol111:H- ISS, Ref. EPEC StokeW
Escherichia coli ED82 O111:H- ISS, human (HUS)
Escherichia coli ED142 O111:H- ISS, huméan (HUS)
Escherichia coli ED226 O113:H21 ISS, huméan (HUS)
Escherichia coli ED238 0121 ISS, huméan (HUS)
Escherichia coli ED33 O139:H1 ISS, sertés iiriilék
Escherichia coli ED173 0145:H- ISS, human széklet
Escherichia coli ED13 0O157:H- ISS, human széklet
Escherichia coli 2156 naz. O157:H7 VSA
Escherichia coli 380 USA O157:H7 VSA
Escherichia coli ED10 O157:H7 ISS, human széklet
Escherichia coli 62 O157:H7 VSA
Escherichia coli HN-1 O157:H7 Dr. Hilde Nissen, Matforsk, Norvégia
Escherichia coli SE/1-1/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/1-2/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/1-3/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/2-1/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/2-2/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/2-3/1 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/4-1/11 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/4-2/11 NS BCE-MBT, baromfi
Escherichia coli SE/8-1/11 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/8-2/11 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/13-1/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/13-2/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/13-3/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/14-1/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/14-2/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/14-3/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/15-1/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/15-2/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/15-3/1 NS BCE-MBT, tokehus
Escherichia coli SE/23-1/1 NS BCE-MBT, sajt
Escherichia coli SE/23-2/1 NS BCE-MBT, sajt
Escherichia coli SE/23-3/1 NS BCE-MBT, sajt

*Szerotl’pus nincs meghatdrozva; *American Type Culture Collection; "National Collection of Type Cultures; ‘Budapesti
Corvinus Egyetem Mikrobiolégia és Biotechnolégia Tanszék; dDipartimento di Scienze e Tecnologie Veterinarie per la
Sicurezza Alimentare, Milano; “Instituto Superiore di Sanitd, Roma.
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7. tabldzat: A molekuldris biolégiai mddszerekkel vizsgdlt Campylobacter torzsek

Torzs jelolése Szarmazas/Eredet Faj Torzs jelolése Szarmazas/Eredet
C. coli ot R ]Ce]bfl SUNSP- - ceM 62147 szar?a;Mrfl;lrha
) rtilék
C. coli CCM 7227 sely?r%ﬁa}om ]Ce]b]t Zuni S3p- };1(\)](%\6[? OEsli’éE{le rtnén
tirtilék
C. lari CCM 48977 CCM, sirdly Klogka | C- Upsaliensis ﬁ%ﬁf} chgl’éi“tya
Campylob. sp. 29045 Humén széklet Campylob. sp. 11623/3 Szarvasmarha
Campylob. sp. 31815 Humén széklet Campylob. sp. 13120/2 Szarvasmarha
Campylob. sp. 32203 Humén széklet Campylob. sp. 14538/2 Szarvasmarha
Campylob. sp. 29077 Humén széklet Campylob. sp. 11626 Szarvasmarha
Campylob. sp. 30168 Humén széklet Campylob. sp. 2248/1 Tej
Campylob. sp. 31308 Humén széklet Campylob. sp. 2248/2 Tej
Campylob. sp. 31981 Humén széklet Campylob. sp. 2264/1 Tej
Campylob. sp. 28890 Humén széklet Campylob. sp. 2264/2 Tej
Campylob. sp. 28952 Humén széklet Campylob. sp. 222172 Tej
Campylob. sp. 31098 Humén széklet Campylob. sp. 2221/1 Tej
Campylob. sp. 31126 Humén széklet Campylob. sp. 2219/1 Tej
Campylob. sp. 31422 Humén széklet Campylob. sp. 221972 Tej
Campylob. sp. 32118 Humén széklet Campylob. sp. 2234/1 Tej
Campylob. sp. 32657 Humén széklet Campylob. sp. 14456 Baromfi
Campylob. sp. 31411 Humén széklet Campylob. sp. 18741 Baromfi
Campylob. sp. 14568 Sertés Campylob. sp. 13145 Baromfi
Campylob. sp. 14573 Sertés Campylob. sp. 13096 Baromfi
Campylob. sp. 2236/2 Sertés Campylob. sp. 15030/3 Baromfi
Campylob. sp. 14464 Sertés Campylob. sp. 14591 Baromfi
Campylob. sp. 14771 Sertés Campylob. sp. SVC-1 Baromfi
Campylob. sp. 14575 Sertés Campylob. sp. SVC-3 Baromfi
Campylob. sp. 2236/3 Sertés Campylob. sp. SvC+4 Baromfi
Campylob. sp. 2249/3 Sertés Campylob. sp. SVC-5 Baromfi
Campylob. sp. 2256/3 Sertés Campylob. sp. SVC-6 Baromfi
Campylob. sp. 2265/1 Szarvasmarha Campylob. sp. SVC-7 Baromfi
Campylob. sp. 14864/1 Szarvasmarha Campylob. sp. SVC-9 Baromfi
Campylob. sp. 11601 Szarvasmarha Campylob. sp. SVC-11 Baromfi
Campylob. sp. 13144 Szarvasmarha

*Orszdgos Epidemioldgiai Kozpont, Orvosi Baktériumok Magyar Nemzeti Gyiijteménye; °Czech Collection of
Microorganisms; “Culture Collection, University of Goteborg
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4.2. Alkalmazott tapkozegek

Campylobacter szelektiv agar
Campylobacter Selective Agar Base [Merck 1.02248.0500; Merck 1.02249.0001 szelektiv
kiegészitdvel] 5 % steril defibrinélt birkavérrel [Biolab BSB 80250] kiegészitve

mCCD agar (Modified Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar = mCCDA)
mCCD Agar base [Oxoid CM739] szelektiv kiegészitovel [Oxoid SR155]

Véres agar
Blood Agar Base No. 2. [Oxoid CM0271B] 5 % steril defibrinélt 16vérrel [Oxoid SR0O050]

kiegészitve

Bolton szelektiv dusité (Merck)
[Merck 1.00068.0500; Merck 1.00069.0001 szelektiv kiegészitdvel]

Bolton szelektiv dusité (Oxoid)
[Oxoid CM 983; Oxoid SR 0208 szelektiv kiegészitvel]

Fluorocult Lauril Szulfat leves
[Merck 1.12588.0500]

Heart Infusion (HI) leves

[Bacto Difco Microbiology 238400]

Maximum Recovery Diluent (MRD)
[Oxo0id CM0733B]

4.3. Alkalmazott oldatok
Tris-EDTA (TE) puffer [pH 8]

Tris-HCI 10 mM
Na,-EDTA 1 mM
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Fenol-Kloroform-Izoamilalkohol (PCIA) keverék (pH 8,0)

pufferolt fenol : kloroform : izoamilalkohol 25 : 24 : 1 ardnyu keveréke

Feltaro6 oldat DNS izolalashoz (B-puffer) [pH 8]

TritonX-100
natrium-dodecil-szulfat (SDS)
NaCl

Tris-HCl

Na,-EDTA

10x Tris-Bérsav-EDTA (TBE) puffer
Tris base
boérsav

Na,-EDTA (0,5 M; pH 8,0)

50x Tris-Ecetsav-EDTA (TAE) puffer
Tris base
Ecetsav

Na,-EDTA (0,5 M; pH 8,0)

2 % (VIV)
1 % (wiv)
100 mM
10 mM

1 mM

10,8 % (w/v)
5,5 % (wlv)
4 % (vIv)

24.2 % (WIV)
5,71 % (vIV)
10 % (vIv)

Gradiensjelz6 gélfesték a DGGE vizsgélatokhoz (DCode Dye Solution)

Brémfenolkék indikator
Xylene cyanol

1x TAE puffer

0,05 ¢
0,05 ¢
10 ml

Frontvonaljelz6 festék a DGGE és heteroduplex vizsgalatokhoz (2x Gel Loading Dye)

Bromfenolkék indikator (2 %)
Xylene cyanol (2 %)
Glicerin

Desztillalt viz

Ninhidrin oldat

0,25 ml
0,25 ml
7 ml
2,5ml

3,5 % (w/v) ninhidrin aceton-butanolos (1:1) oldata
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Frontvonaljelz6 festék agar6z gélelektroforézishez

Szachar6z 5¢
EDTA (50 mM, pH 8) 1 ml
Bromfenolkék indikator 10 mg
SDS (10 %) 10 pl
Desztillalt viz 10 ml-ig

Etidium-bromid torzsoldat

Etidium-bromid (10 mg/ml) 96 %-os alkoholban és desztillalt vizben (1:1) oldva

4.4. Egyéb anyagok

Agar6z gél
A sziikséges mennyiségli agardz hozzdaddsa 0,5x TBE oldathoz, majd teljes oldodasig tartd

melegités utin gélontés

Molekula méret markerek (elektroforézishez)
— DNA Molecular Weight Marker VI. (Boehringer Mannheim, Germany) (RAPD-PCR
analizishez)
— 100 bazisos marker (New England BioLabs) (PCR analizishez, PCR-RFLP, HMA ¢s
DGGE vizsgalatokhoz)

4.5. Modszerek

4.5.1. Escherichia coli torzsek izolalasa és azonositasa tenyésztésen alapulé médszerekkel

A kimutatdshoz Fluorocult Lauril Szulfit (Merck) levest, mint validlt alternativ tdpkozeget
haszndltam. Steril tamponos mintavételt kovetéen a tamponokat Durham csdvel ellatott
taplevesekbe helyeztem, majd a Fluorocult Lauril Sulfate levest tartalmazé kémcsoveket 37 °C-on
24 6ran keresztiil inkubdltam. A pozitiv csovekbdl (szaporodas, gazképzés és fluoreszkalas UV fény
alatt 0,1 M NaOH hozzdaddsa utdn) 1 ml-nyi mennyiségeket a szabvanyos E. coli kimutatissal
alternativ Petrifilm™ E. coli/kéliform (3M) lemezekre oltottam és 37 °C-on tijabb 24 érén keresztiil
inkubéltam. A Petrifilmen gdzképzés mellett kék szinli telepeket képz6 izolatumokat TGE agarra

oltva, tiszta tenyészeteket készitve vizsgdltam tovabb.
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4.5.2. Campylobacter torzsek kimutatasa és izolalasa tenyésztésen alapulé médszerekkel

A steril tamponos mintavételt kovetéen a mintavevoket Bolton szelektiv dusit6 folyadékba (Merck)
helyeztem és 37 °C-on 24 6ran at inkubdltam anaerob koriilmények kozott. A dusitast kdvetden a
csovekbdl Campylobacter szelektiv agarra (Merck) szélesztettem és a lemezeket mikroaerofil
koriilmények kozott (Anaerocult C, Merck) 42 °C-on 48 oran 4t inkubdltam. A szelektiv agaron
kindtt telepekbdl tiszta tenyészeteket készitettem és megerdsités céljabdl (Gram-festéssel, oxiddz és

kataldz prébaval) tovabb vizsgaltam.

4.5.3. A Campylobacter torzsek dusitasi vizsgalata soran az izolatumok tenyésztési
koriilményei

A Campylobacter torzsek felélesztése a -80°C-on téarolt gyongyokrél 5 % defibrindlt 16vérrel
kiegészitett véres agarra vald oltdssal tortént. A tenyészetek tisztasdganak megerdsitéséhez latex
agglutinicids tesztet (Microscreen® Campylobacter, Microgen Bioproducts, Camberley, UK),
vékonyréteg kromatografids elven miikodo immunolédgiai tesztet (VWR Singlepath lateral flow
system; Merck, Nottingham, UK), oxiddz probat, Gram-féle festést és faziskontraszt mikroszképpal
végrehajtott morfoldgiai vizsgalatokat végeztem el. A Campylobacter izoldtumokat a vizsgalatok
soran mikroaerofil koriilmények kozott tenyésztettem Compact-M anaerob fiilkében (Don Whitley,
Shipley, UK) a katalizitor eltdvolitisa utin 10 % COj-ot, 5 % O,-t és 85 % N,-t tartalmazé
gazkeverékben. A torzseket kordbban MLST, flaA-RFLP modszerrel és szerotipizdlassal vagy
fagtipizalassal jellemezték (Bull et al., 2006; Allen et al., 2007) (4. tdbldzat).

4.5.4. Campylobacter torzsek szaporodasi gorbéinek meghatarozasa

A szaporoddsi gorbék meghatdrozdsa sordn az oltdshoz haszndlt sejttomeg elkészitéséhez 10 ml
Heart-Infusion (HI) leveseket beoltottam egy kacsnyi, 48 6rds, szintén HI levesben tenyésztett
sejtekkel. A tenyészeteket 41,5 °C-on 18 o6rdan keresztil mikroaerofil koriilmények kozott
inkubdltam, majd ugy higitottam a sejteket tartalmazé tapleveseket, hogy 600 nm-en optikai
denzitdsuk 0,1 legyen. Az igy kapott szuszpenzidkbdl tizedeld higitdsi sorozatot készitettem HI
levesben 10 higitasi fokig. A 10°-107 higitasokbdl 200 pl-t pipettdztam a mikrotiter lemez celldiba
ugy, hogy valamennyi teszttorzs esetében harom parhuzamos vizsgélatot végezhessek el. A lemezt
ezutan 15 percre mikroaerofil fiilkébe helyeztem, majd vazelin segitségével raragasztottam a tetot,
amelyet még ragasztoszalag segitségével is rogzitettem. Az igy elkészitett mikrotiter lemezt
behelyeztem a Bioscreen C (LabSystems, USA) késziilékbe és 41,5 °C-on 48 o6rdan keresztiil
inkubdltam. Az OD értékeket o6ranként mérte a késziilék egy 10 madasodperces rdzdsi 1épést

kovetden. A kezdeti sejtszdm meghatdrozésa véres agaron feliileti szélesztéses mddszerrel tortént.
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4.5.5. A Campylobacter torzsek dusitasi vizsgalata

A Campylobacter izolatumokat véres agarra oltottam, majd 48 ora utdn egy kacsnyi sejtet FBP
kiegészitével [Oxoid SR84] elkészitett HI levesbe oltottam. A 25 ml-es csavaros tetejli iivegekben
1év6 10 ml-nyi leveseket 41,5 °C-on 24 6ran keresztiil inkubaltam mikroaerofil koriilmények kozott
(lazan racsavart teté mellett). Az inkubdciés id6 letelte utdn az optikai denzitdsok ért€két 600 nm-en
lemértem, majd az Gjabb 10 ml HI leveseket tigy oltottam, hogy azok OD értéke 0,05 legyen. Ujabb
18 6ras tenyésztés utdn Thoma szdmldlékamra (Weber Scientific International, Hamilton, USA)
segitségével meghatdroztam a sejtkoncentracidt, valamint lemértem az OD értékeket. Valamennyi
torzsbol higitdsi sorozatot készitettem MRD higité oldatban, majd a megfeleld higitdsi tagbdl
beoltottam a Bolton szelektiv dusitékat (Oxoid) dgy, hogy milliliterenként koriilbeliil 50 telepképz6
egység legyen a dusitdé folyadékokban. A C. coli és C. jejuni sejtekkel 16 kombindcidban (8.
tdbldzatr) a kovetkez6 ardnyban oltottam be a leveseket (az elsé szdm a C. coli-ra, mig a masodik a

C. jejuni-ra utal): (A) 1:99, (B) 10:90, (C) 20:80, (D) 30:70 és (E) 50:50.

8. tabldazat: A Campylobacter coli és C. jejuni torzsek kombinécioi a dusitasi vizsgalatok soran

C. jejuni

Kombinaciok
Minta

Cl-J1 C1/ dusitas baromfi vakbél J1/ kozvetlen kioltas baromfi iiriilék
Cl1-]2 C1/ dusitas baromfi vakbél J2/ kozvetlen kioltas baromfi vakbél
C1-J3 C1/ dusitas baromfi vakbél J3/ kozvetlen kioltas baromfi tiriilék
Cl-J4 C1/ dusitas baromfi vakbél J4/ dusitas baromfi vakbél
Cc2-J1 C2/kozvetlen kioltdas  baromfi vakbél J1/ kozvetlen kioltas baromfi iiriilék
C2-J2 C2/ kozvetlen kioltdas  baromfi vakbél J2/ kozvetlen kioltas baromfi vakbél
Cc2-J3 C2/ kozvetlen kioltdas  baromfi vakbél J3/ kozvetlen kioltas baromfi tiriilék
C2-J4 C2/ kozvetlen kioltdas  baromfi vakbél J4/ dusitas baromfi vakbél
C3-J1 C3/ kozvetlen kioltds  baromfi iiriilék J1/ kozvetlen kioltas baromfi iiriilék
C3-J2 C3/ kozvetlen kioltdas  baromfi tiriilék J2/ kozvetlen kioltas baromfi vakbél
C3-J3 C3/ kozvetlen kioltds  baromfi tiriilék J3/ kozvetlen kioltas baromfi iiriilék
C3-J4 C3/ kozvetlen kioltds  baromfi tiriilék J4/ dusitas baromfi vakbél
C4-17J1 C4/ kozvetlen kioltas baromfihuds J1/ kozvetlen kioltas baromfi tiriilék
C4-]2 C4/ kozvetlen kioltas baromfihuds J2/ kozvetlen kioltas baromfi vakbél
C4-]3 C4/ kozvetlen kioltas baromfihuds J3/ kozvetlen kioltas baromfi iiriilék
C4-J4 C4/ kozvetlen kioltas baromfihuds J4/ dusitas baromfi vakbél

A beoltott Bolton leveseket 41,5 °C-on 48 oOran keresztiil inkubaltam aerob termosztatban a
csavarmenetes kupak er6s megszoritdsa mellett kis rést hagyva a kupak és a folyadék feliilete
kozott. A kisérlet sordn beoltott valddi sejtkoncentriciot feliileti szélesztéses modszerrel hataroztam
meg ugy, hogy a megfeleld higitdsi tagbdl 50 ul mennyiséget oltottam ki véres agar feliiletére. A
Bolton szelektiv dusitok inkubdalasa utidn egy kacsnyi (kb. 10 pl) mennyiséget mCCD agar feliiletére

sz€lesztettem, hogy jol elkiiloniilo telepeket kapjak, majd a lemezeket 41,5 °C-on 48 d6ran keresztiil
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inkubdltam mikroaerofil koriilmények kozott. Az inkubélds utdn 20 jol elkiiloniilo telepet
véalasztottam ki az agarokrdl, figyelve arra, hogy eltéré morfoldgia esetén kiilonboz6 telepek is
izolalasra keriiljenek. A telepek azonositisa eldtt valamennyi izoldtumot djra kioltottam mCCD
agarra, hogy a sejtek megfeleld mennyiségben alljanak rendelkezésemre a tovabbi vizsgdlat soran.
A C. jejuni torzsek C. coli torzsektdl vald elkiilonitéséhez hippurat hidrolizis vizsgdlatot

alkalmaztam.

4.5.6. Hippurat hidrolizis

A torzsek hippurdt hidrolizdlé képességének vizsgilatdhoz a Hwang és Ederer (1975) 4ltal leirt
moédszer médositasit alkalmaztam. A vizsgdlatokat mikrotiter lemezekben végeztem el gy, hogy
100 pl 1 % (w/v) Na-hippurét oldatot juttattam valamennyi celldba, majd az mCCD agaron 48 éran
at 41,5 °C-on tenyésztett sejtekbdl egy kacsnyit adtam az oldathoz. A lemezek 37 °C-on 4 6ran at
torténd inkubdldsa utan egy cseppnyi (kb. 10 ul) 3,5 % (w/v) ninhidrin oldatot adtam valamennyi
vizsgélt mintdhoz, majd az eredmények leolvasdsa el6tt egy tjabb 37 °C-os 15 perces inkubdlas

kovetkezett.

4.5.7. Genomialis DNS izolalasa PCR alapi molekularis modszerekhez

A baktérium sejtekbdl torténé DNS kivonds a Hoffman és Winston (1987) altal leirt médszerrel
tortént. A 24 O6ras tenyészetekbdl egy nagy kacsnyit 1 ml steril desztilldlt vizet tartalmazé
Eppendorf cs6be felszuszpendaltam. A sejtek 5 percig tarté 14000 rpm-en torténd centrifugdldsos
ilepitése utan a feliiliszot leontottem, majd 200 pl sejtfeltard oldatot (B-puffert), koriilbeliil 0,3
gramm iiveggyongyot (0,4-0,6 mm, Sartorius) és 200 pl PCIA oldatot mértem a sejtekre, majd 3
percen keresztiil vortexszel kevertem. Ezutin 200 pl TE puffert adtam a mintdkhoz, réviden
kevertem, majd 5 percig centrifugdltam. A nukleinsavat tartalmazé vizes fazist egy tj, 800 pl 96 %-
os etanolt tartalmazé Eppendorf csébe pipettdztam és fagyasztoban 10 percig allni hagytam. A
csapadékot centrifugaldssal iilepitettem, 50 pl TE pufferben szuszpendaltam, majd 3 pl RNéz
oldatot (10 mg/ml) mértem hozz4. A mintdkat 60 °C-on 30 percen keresztiil inkubdltam, majd 100
pl etanol hozzdaddsa utdn révid idore ismét fagyasztéba tettem. Ismételt centrifugalast kovetden a
feliildszo eltavolitdsa utdn a DNS-t vakuum centrifugdban (DNA mini, Heto) szaritottam, 30 pl TE

pufferben felszuszpendéltam, és felhasznélasig -20 °C-on taroltam.
4.5.8. Specifikus PCR reakciok alkalmazasa

A specifikus polimerdz lancreakciok sordn a 9. tdbldzatban felsorolt primerek (indité szekvencidk)

keriiltek alkalmazasra.
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4.5.8.1. Escherichia coli torzsek vizsgdlata duplex PCR segitségével

A duplex PCR reakcié sordn egy faj- és egy szerotipus specifikus primer part alkalmaztam. Az
Escherichia coli fajra jellemz6 malB promoter mintegy 590 bazispar hosszisigu szekvencidjat az
Eco-1 és Eco-2 primereket alkalmazva szaporitottam fel, mig az O157:H7 szerotipusra specifikus
indité szekvencidkkal (O157-3 és O157-4) az enterohemolizin gén egy rovidebb részletét

sokszorositottam fel (9. tdbldzat).

9. tablazat: A specifikus PCR reakcidkban alkalmazott oligonukleotid primerek

Faj/torzs Célgén Primer PCR primer szekvenciaja (5’ — 3’) Referencia
Campylobacter 1 CF02 AAGCAAGAAGTGTTCCAAGTTT Wegmiiller
flaA 180-200
Spp. CF03 GCTCAAAGTGGTTCTTATGCNATGG etal., 1993
Campylobacter flaA' CF03 GCTCAAAGTGGTITCTITATGCNATGG 340-380 Wegmiiller
Spp- CFo4 GCTGCGGAGTTCATTCTAAGACC etal., 1993
Campylobacter flaA! CF02 AAGCAAGAAGTGTTCCAAGTTT 220-240 Wegmiiller
Spp GC-CF03 *GCTCAAAGTGGTTCTTATGCNATGG et al., 1993
Campylobacter flaA! CA-F GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC 1700 Nachamkin
Spp. CA-R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG et al., 1996
Campylobacter 2 CCCJ 609 AATCTAATGGCTTAACCATTA Linton et al,
coliés C. jejuni ' CCCJ 1442 GTAACTAGTTTAGTATTCCGG 854 1997
Campylobacter hip3 HIP 400F GAAGAGGGTTTGGGTGGT 735 Linton et al.,
Jjejuni HIP 1134R AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG 1997
Campylobacter 4 CC 18F GGTATGATTTCTACAAAGCGAG Linton et al.,
coli P CC519R ATAAAAGACTATCGTCGCGTG 500 1997
Escherichia coli malB’ Eco-1 GACCTCGGTTTAGTTCACAGA 585 Wang et al.,
Eco-2 CACACGCTGACGCTGACCA 1997
. . 6 0157-3 GTAGGGAAGCGAACAGAG Wang et al.,
E. coli OISTHT  hiyA 0157-4 AAGCTCCGTGTGCCTGAA 361 1997
Legtobb 2 27 f AGAGTTTGATYMTGGCTCAG Maiwald,
baktérium i 1492 ¢ GGTTACCTTGTTACGACTT 1467 2004
" flagellin gén, ~ 16S rRNS gén, ~ hippurikdz (benzoylglycine amidohydrolase) gén, * aszpartokindz gén, > maltéz
indukalhat6 porint kédold gén, 6 hemolizin gén, *GC kapocs (5-

CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCAGGGGGGL-37)

A reakci6 elegy (25 pl) az aldbbi komponenseket tartalmazta: 1x DNS-polimeréz puffer; 1,25 mM
MgCly; 0,1 mM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP); 0,25 uM az egyes primerekbdl; 0,6 U Taqg
DNS-polimeraz és 1 pl templat DNS. A PCR reakci6 1épései az aldbbiak voltak: kezd6 denaturalés
94 °C-on 4 percig, majd 35 cikluson keresztiil 94 °C 10 masodpercig, 55 °C 10 mésodpercig és 74
°C 35 masodpercig. A végsé lanchosszabbitds 74 °C-on 2 percig, majd 45 °C-on 2 mdasodpercig
tartott. A felszaporitdst kovetden a fragmentumok kimutatdsit agar6z gélelektroforézissel végeztem

el.

4.5.8.2. Campylobacter izoldatumok azonositdsa specifikus primerpdrok segitségével
A Campylobacter coli és C. jejuni fajba tartoz6 izolatumok kimutatdsdhoz a 16S rRNS (rrs) gén

egy olyan szakaszat szaporitottam fel a CCCJ jelli primer par segitségével, amely kiilonbozik a
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tobbi Campylobacter faj ezen génjének szekvencidjatdl, tehdt csak a fent emlitett két faj
kimutatasara alkalmazhaté (Linton et al., 1997). A Campylobacter jejuni izolatumok kimutatasdhoz
a HIP jelt primereket haszndltam, amelyek a hippurikdz gén egy adott szakaszat sokszorositottdk
fel. Ez a gén hidnyzik a nem-jejuni kampilobakterekbdl, igy csak erre a fajra specifikus. A C. coli
torzsek kimutatdsdhoz hasznalt CC-18F €s CC-519R primer pér az aszpartokinidz gén egy rovidebb
szekvencidjanak felszaporitdsat tette lehetdvé. A PCR reakcidkat 25 pl végtérfogatban végeztem,
amely Osszetétele a kovetkezd volt: 1x DNS-polimerdz puffer; 1,25 mM MgCly; 0,1 mM dNTP;
0,25 uM az egyes primerekbdl; 0,6 U Tag-polimerdz és 1 pl templat DNS. A polimeriz ldncreakci6
Iépései az aldbbiak voltak: kezdd denaturdlds 94 °C-on 5 percig, majd 30 cikluson keresztiil
denaturdlds 94 °C-on 1 percig, primerkotés a primer pérra specifikus hdmérsékleten (/0. tabldzat) 1

percig, és lanchosszabbitds 72 °C-on 1 percig. A végsd lanchosszabbitds 72 °C-on 3 percig tortént.

10. tdbldzat: A Campylobacter izolatumok azonositdsdhoz haszndlt primer parok kotddési
homérséklete

; P . p Primerkotodés
Azonosithaté faj/fajok Primer par hémérséklete
Campylobacter coli és C. jejuni CCCJ 609-CCC]J 1442 58°C
Campylobacter jejuni HIP 400F-HIP 1134R 66°C
Campylobacter coli CC 18F-CC 519R 60°C

4.5.9. Escherichia coli izolatumok RAPD-PCR analizise

A RAPD-PCR reakcidk sordn a primerek kotddési homérséklete az M 13 miniszatellit kivételével 37
°C volt; az M13 esetében 40 °C-on tortént a primerkotés. A PCR reakcidkat 25 pl végtérfogatban
végeztem a kovetkezo Osszetétellel: 1x DNS-polimeraz puffer; 1,25 mM MgCly; 0,3 mM dNTP; 10
uM a RAPD primerekbdl; 0,6 U Tag DNS-polimeraz és 1 pl templat DNS. A felszaporitds az alabbi
paraméterek alapjan tortént: kezdd denaturalds 95 °C-on 5 percig, majd 35 cikluson keresztiil 95 °C
30 madsodpercig, 37 °C vagy 40 °C 30 masodpercig, végiil 72 °C mdasfél percig. A végsd
lanchosszabbitias 72 °C-on 5 percig tartott. Az alkalmazott indit6 szekvencidkat a /1. tdbldzatban

foglaltam Ossze.

4.5.10. Campylobacter izolatumok RAPD-PCR médszerrel torténé tipizalasa

A Campylobacter izoldtumok tipizdldsa sordn rovid oligonukleotid primereket alkalmaztam,
amelyek szekvencidjat és optimdlis kotddési homérsékletét a [1. tdbldzat tartalmazza. A PCR
reakciomix Osszetétele, valamint a ldncreakcid paraméterei azonosak voltak a 4.5.9. pontban

leirtakkal.
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11. tdbldzat: Az E. coli és Campylobacter izolitumok RAPD-PCR analiziséhez alkalmazott
primerek szekvencidi és optimalis kotési homérsékletiik
Szekvencia Optimalis kapcsolodasi

Primerek (5= 3%) hémérséklet (Top)

E. coli izolatumok vizsgalatahoz
alkalmazott RAPD primerek

OPE 1 CCCAAGGTCC 37°C
OPE 6 AAGACCCCTC 37 °C
OPE 8 TCACCACGGT 37 °C
OPE 15 ACGCACAACC 37°C
OPE 18 GGACTGCAGA 37°C
OPA 4 AATCGGGCTG 37°C
OPA 5 AGGGGICTTG 37°C
OPA 12 TCGGCGATAG 37°C
OPA 16 AGCCAGCGAA 37 °C
OPA 19 CAAACGTCGG 37°C

M13 GAGGGTGGNGGNTCT 40 °C

Campylobacter izolatumok vizsgalatahoz
alkalmazott RAPD primerek

P272 AGCGGGCCAA 37°C
OPE 15 ACGCACAACC 37°C
OPE 18 GGACTGCAGA 37°C

M13 GAGGGTGGNGGNTCT 40 °C

4.5.11. Campylobacter izolatumok rDNS-RFLP vizsgalata
A 16S rRNS-t kédol6 rDNS gén mintegy 1400 bazispar hosszisidgid szakaszdt a 27f-1492r
primerpdr (9 tdbldzat) segitségével szaporitottam fel. A primerek kapcsoldddsi helyei a génen beliil

a 3. dbrdn lathatok.

Konzervativ régiok |:| Vialtozékony régiok -

Cl 200 400 600 800 1000 1200 1400 1542
2 355 533f 806f Sdbt_’fd”' 1194f
- - > - = Y

« “ « - & - «

338r 515r 5561 B e 1175 1371r |1492ef1525¢

3. dbra: A bakteridlis 16S rRNS gén konzervativ és varidbilis régidi és a kiilonbdz6 PCR primerek

kotédési helyei (Maiwald, 2004)

A PCR reakcidmix (25 pl) az alabbi komponenseket tartalmazta: 1x DNS-polimerdz puffer, 2,5 mM
MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,25 pM mindkét indité szekvencidbol, 0,6 pl Tag DNS-polimerdz és 1 pl
templat DNS. A ldncreakcid 1épései az aldbbiak voltak: 95 °C-on 4 percig tarté elédenaturaldst
kovetden 35 cikluson keresztiil denaturdlds 94 °C-on 30 mésodpercig, primerkotédés 58 °C-on 60
madsodpercig, majd a ldnchosszabbitds 72 °C-on 60 masodpercig. A végsé lanchosszabbitds 72 °C-

on tortént 1 percig. A felszaporitott TDNS szekvencidk hasitdsat négy kiilonbdzd restrikcids
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enzimmel (/2. tdbldzat) végeztem el a gyartok altal megadott koriilmények kozott (Alul és Rsal -

Fermentas, Mspl és Haelll — Promega).

12. tdbldzat: Az amplifikdlt rDNS hasitdsdhoz alkalmazott restrikciés endonukledzok és jellemzdik

Enzim Specifikus felismerési és hasitasi hely*  Optimalis miikodési hémérséklet
Alul AGICT 37 °C
TC1GA
RSCZI GTLAC 37 oC
CATTG
Mspl cicee 37°C
GGC1C
Haelll ceice 37°C
CC1GG

*5°-3” irdnyban

A reakcidelegy a kovetkez0 komponenseket tartalmazta: 1x enzimpuffer, 3U restrikcids
endonukledz, 2 ul PCR termék, valamint a Haelll és Mspl enzimek esetén 0,1 pl BSA (10 mg/ml).
A 10 pl-es végtérfogat kialakitasa steril bidesztillalt vizzel tortént.

4.5.12. Campylobacter izolatumok flaA-RFLP vizsgalata

Az RFLP vizsgélat sordn a flagellin A fehérjét kédolo flagellin gént (flaA) a CA-F és CA-R
specifikus primerpart felhasznalva szaporitottam fel (9. tdbldzat). A reakcidmix (25 pl) az alabbi
komponenseket tartalmazta: 1x DNS-polimeraz puffer, 1,25 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,25 uM
mindkét inditd szekvencidbodl, 0,6 U Tag DNS-polimerdz és 1 pl templat DNS. A PCR reakci6
Iépései az aldbbiak voltak: kezdd denaturdlds 94 °C-on 1 percig, majd 35 cikluson keresztiil
denaturélas 94 °C-on 15 masodpercig, primerkotés 55 °C-on 45 mésodpercig és lanchosszabbitas 72
°C-on 1 perc 45 mésodpercig. A végs6 lanchosszabbitds 72 °C-on 5 percig tartott. A DNS darabok
enzimes hasitasat Ddel, Hhal és Alul restrikciés endonukledzokkal (/3. tdbldzat) végeztem el a

gyartd (Rosch) altal megadott utasitas szerint, 4 6rds inkubélassal.

13. tdbldzat: A flaA-RFLP analizis sordn alkalmazott restrikciés endonukledzok hasitési helyei és
optimdlis miikddési homérsékleteik

Specifikus felismerési és hasitasi hely* Optimalis miikodési hémérséklet
C|/TNAG

Ddel 37°C
GANT?IC

Hhal GCGIC 37°C
C1GCG

Alul AG|CT 37 °C
TC1GA

*5°-3’ irdnyban
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Az enzimes hasitdshoz hasznélt reakcidelegy a kovetkezd komponenseket tartalmazta: 1x tomény
enzimpuffer, 3 U restrikcids endonukledz, 3 pl felszaporitott DNS és steril bidesztillalt viz a 10 pl

végtérfogat kialakitdsahoz.

4.5.13. Campylobacter izolatumok merdleges denaturalo gradiens gélelektroforézissel (DGGE)
torténo vizsgalata

A DGGE vizsgélat sordn a flaA és flaB gének kozotti szekvencidt szaporitottam fel a CF02 és a
GC-CFO03 primerek (9. tdbldzat) segitségével (4. dbra). A reakcidmix (25 pl) az aldbbi
komponenseket tartalmazta: 1x DNS-polimeraz puffer, 2,5 mM MgCl,, 0,1 mM dNTP, 0,25 uM
mindkét indité szekvencidbodl, 0,6 U Tag DNS-polimerdz és 1 pl templat DNS.

IGS
.. flaA ! flaB s
- -~ Z - . ) N s ~ ~
H %
CF03 CF02

4. abra: A DGGE analizis sordn vizsgalt DNS szakasz és a felszaporitdsahoz hasznélt primerek
(IGS: intergénikus szekvencia)

A PCR reakci6 koriilményei a kovetkezok voltak: 94 °C-on 2 percig tarté elddenaturaldst kbvetden
28 cikluson keresztiil denaturdlds 94 °C-on 30 mésodpercig, primerkotddés 56 °C-on 60
madsodpercig, majd a ldanchosszabbitds 72 °C-on 30 masodpercig. A végsd lanchosszabbitds 72 °C-
on tortént 1 percig. Az amplikonok elektroforetikus vizsgilata urea és formamid segitségével
kialakitott denaturdlé gradiens mellett tortént DCode Mutation Detection System (BioRad)
késziilékkel.

Az optimélis denaturdl6 gradiens meghatdrozasahoz 0,75 mm vastagsigd, 7,5 x 10 cm-es (dudl), 8
%-os poliakrilamid géleket készitettem el6szor 0 % és 100 %, késoébb 0 % és 40 % gradiens
tartomanyokat kialakitva. Az urea és formamid segitségével eldallithato kiilonboz6 gradienseket az
eltéré koncentracioji (0 % és a 100 %) denaturdl6 oldatokbdl (/4-15. tdbldzat) a 16. tdbldzatban
feltiintetett keverési aranyokkal készitettem el. A gélek elkészitéséhez a BioRad DCode Universal
Mutation Detection System késziilék gradiensont6jét hasznaltam. A nagyobb koncentricio-
gradienshez a gélontést megel6zéen gradiensjelzd gélfestéket adtam, amelynek kovetkeztében a
gélben kialakult gradiens l4thatova vélt. A gél egyetlen nagyméretii zsebébe 100 ul, GC-kapcsos

primerrel felszaporitott DNS-t és 100 pl futtatd festéket juttattam, majd az elektroforézist 1x
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toménységli TAE pufferben végeztem alland6, 56°C-os hdmérsékleten 130 V-os dllandé fesziiltség
mellett 2 6ran keresztiil. Az elektroforézist kdvetdéen a géleket etidium-bromidot (0,5 mg/ml)
tartalmazd pufferben festettem 5 percig, majd desztilldlt vizben mostam 15 percig. A DNS-eket

ezutan UV transzillumindtorral megvilagitva tettem lathatova.

14. tabldzat: A 0 %-os denaturdl6 oldat dsszetétele eltérd koncentracidja akrilamid gélek esetén

Komponensek 6% gél 8% gél 10% gél 12% gél

30% Acrylamide/Bis 20 ml 26,67 ml 33,3 ml 40 ml
50x TAE puffer 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
dH,O 100 ml-re 100 ml-re 100 ml-re 100 ml-re

15. tdbldzat: A 100 %-os denaturdl6 oldat dsszetétele eltérd koncentracidjui akrilmaid gélek esetén

Komponensek 6% gél 8% gél 10% gél 12% gél
30% Acrylamide/Bis 20 ml 26,67 ml 33,3 ml 40 ml
50x TAE puffer 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
Formamid 40 ml 40 ml 40 ml 40 ml
Urea 42 ¢ 42 ¢ 42 ¢ 42 g
dH,0O 100 ml-re 100 ml-re 100 ml-re 100 ml-re

16. tdblazat: A 0 % és 40 % denaturdlé gradienst tartalmazd, 8 %-os poliakrilamid gél
elkészitéséhez alkalmazott keverési ardnyok.

Komponensek
6% PAA -0 % DK 2,25 ml 1,35 ml
10 % PAA — 100 % DK - 0,9 ml
6% PAA -0 % DK 2,25 ml 1,35 ml
10 % PAA — 100 % DK - 0,9 ml
TEMED 4l 4l
Ammonium-perszulfat 21wl 21 ul

4.5.14. Campylobacter izolatumok parhuzamos denaturalé gradiens gélelektroforézissel
torténo vizsgalata

A parhuzamos DGGE vizsgéilatok sordn 16x16 cm-es, 1 mm vastagsiagu, 20 % és 40 % kozotti
denaturdlé gradiensi 8 %-os poliakrilamid géleket készitettem a [7. tdbldzatban feltiintetett
keverési ardanyok alapjan. Ennél az eljardsndl a zsebek kialakitdsara szolgdld fésiit toltogélbe
dgyaztam, amely nem tartalmazott denaturdlé6 komponenst, igy segitve el6 a DNS mintdk gélben
val6 elrendezddését egy rovid, alacsony fesziiltségen elvégzett eldfuttatis sordn. Az el6zdleg PCR-
rel felszaporitott DNS mintdkbdl 15 pl-t vittem fel a gél zsebeibe tgy, hogy elézdleg 15 ul futtatd
festéket kevertem hozzdjuk. A vertikdlis elektroforézis 1x TAE pufferben tortént 56°C-on az
alabbiak szerint: 20 V fesziiltségen 15 percig (eléfuttatds), majd 200 Volton 3 éran 4t. A géleket

ezutdn etidium-bromidot (0,5 mg/ml) tartalmaz6é 1x TAE pufferben festettem 5 percig, majd 15
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percig mostam desztilldlt vizben. A gélek DNS mintdzata UV transzillumindtor segitségével valt

lathatova.

17. tabldazat: A 20 és 40 % denaturdlé gradienst tartalmaz6 8 %-os poliakrilamid gél elkészitéséhez
alkalmazott keverési ardnyok parhuzamos DGGE esetén

Komponensek 8 % PAA 8 % toltdgél
20 % DK 40 % DK

6 % PAA -0 % DK 4,8 ml 3,6 ml 2,5ml

6 % PAA — 100 % DK 1,2 ml 2,4 ml -

10 % PAA - 0 % DK 4,8 ml 3,6 ml 2,5ml

10 % PAA - 100 % DK 1,2 ml 2,4 ml -
TEMED 10 ul 10wl S5ul
Ammonium-perszulfat 50 ul 50 pl 22 ul

4.5.15. Heteroduplex mobilitasi vizsgalat (HMA)
A heteroduplex vizsgilat sordn 20x20 cm-es, 1 mm vastagsigd, 6 %-os nem-denaturdlé
poliakrilamid géleket készitettem a [8. tdbldzatban feltiintetett komponensekbdl a megadott

mennyiségeket felhaszndlva.

18. tdbldzat: A heteroduplex analizis sordn alkalmazott 6 %-os poliakrilamid gél elkészitéséhez
sziikséges komponensek és mennyiségeik

6 %-os poliakrilamid gél

30%-os akrilamid oldat 8 ml
10x TBE puffer 4 ml
TEMED 40 l
10% ammonium-perszulfat 400 pl
1% glicerol 0,46 ml
desztillalt viz (40 ml-re) 27,1 ml

A heteroduplexek képzéséhez el6zdleg a CF02-CFO3 primerparral (9. tdbldzat) felszaporitottam a
flagellin gének intergénikus szekvencidjanak egy részét a 4.5.13. pontban megadottak szerint, majd
a mintaelOkészités sordn 3 pl felszaporitott DNS mintat dsszekevertem 3 pl tipus/referenciatdrzsbdl
szarmaz6 felszaporitott DNS-sel, majd PCR késziilékben 95 °C-on 5 percig tortént a kétszala DNS-
ek denaturdldsa. A hibridizalds, illetve a renaturdlds 15 percen keresztiil 55 °C-on zajlott, majd a
mintdkat szobahdmérsékleten hagytam lassan lehiilni és végiil jégbe helyeztem. Az igy el6készitett
mintdkhoz azonos mennyiségii (6 pl) futtat6 festéket adtam és 20 V-on 10 percig, majd 160 Volton
3 6rén 4t 1x TBE pufferben tortént a vertikélis gélelektroforézis. A DNS mintdzatokat etidium-
bromidos (0,5 mg/ml) festés és desztilldlt vizes Oblités utdn UV transzillumindtorral tettem

lathatova.
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4.5.16. Gélelektroforézis

A PCR modszerrel felszaporitott, a RAPD analizissel kapott, illetve a restrikcids hasitassal
eloallitott fragmentumok kimutatidsa és elvédlasztisa agaréz gélelektroforézissel tortént. A PCR
termékek kimutatisdhoz 1 % -os, mig a kiilonb6z6 méretli fragmentumok egymadstdl vald
elvalasztasdhoz 1,5 %-os agardz géleket készitettem. Az elektroforézis 120 V fesziiltségen, 60 mA
aramerdsség mellett folyt. A gélek elohivasa és archivdlasa GelDocl000 (BioRad)
géldokumenticiés rendszerrel tortént, mig a mintdzatok kiértékeléséhez a GelCompare II

(AppliedMaths) szoftvert haszniltam.

4.5.17. Campylobacter izolatumok flaA-flaB intergénikus szekvenciajanak bazissorrend
meghatarozasa

A vizsgalt izoldtumok flaA és flaB gének kozotti intergénikus szekvencidjénak nukleotidsorrend
meghatarozasdhoz a CF03-CF04 (9. tdbldzat) primer pérral felszaporitottam a 4.5.13. pontban
lefrtak szerint egy koriilbeliil 340 bazispar hosszisagi DNS darabot. Az amplikonok tisztitdsdhoz
PCR Clean Up System (VIOGENE) DNS/RNS extrakcids kitet haszndltam. A szekvendlds egy
irdnybdl, a reverz (CF04) primerrel tortént. Az elektroferogramok kiértékeléséhez és a szekvencidk
Osszerendezéséhez a Mega4 szoftvert alkalmaztam, mig a filogenetikai fa elkészitéséhez a ClustalX

1.81 szoftvert hasznaltam.

4.5.18. Statisztikai modszerek a vizsgalati eredmények kiértékeléséhez
Disszertaciomban Student-féle t-tesztet (Microsoft Excel), fokomponens analizist (UNSCRAMBLE
szoftver), Kklaszteranalizist (GelCompare Il szoftver), valamint Simpson-féle diverzitds index

meghatarozast (2.7.3. pontban lefrtak szerint) alkalmaztam a vizsgdlati eredmények kiértékeléséhez.
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5. KISERLETI EREDMENYEK

5.1.  Escherichia coli és Campylobacter torzsek izolalasa élelmiszerekbol

Vizsgalataim sorédn feladatul tiztem ki kiilonbdz0 élelmiszerekbdl és azokkal érintkez6 feliiletekrol
élelmiszer-biztonsagi szempontbdl fontos baktériumok gytijtését és tovabbi PCR alapu vizsgalatat.
Az eltérd mintavételi pontokon termofil Campylobacter fajok és Escherichia coli el6forduldsdnak
vizsgélatit végeztem hagyomanyos tenyésztésen alapulé modszerekkel, a 4.5.1. és 4.5.2 pontokban
lefrtak szerint. A mintavételi pontokat €s a kimutatds eredményeit a /9. tdbldzat foglalja 0ssze. Az
E. coli fajba tartoz6, valamint termofil kampilobakternek feltételezett izoldtumok tobb esetben is
detektdlhatéak voltak. E. coli izolatumokat csirkebdrrél, tovdabbd baromfihissal, sajttal és
tokehussal érintkezd feliiletekrdl sikeriilt gyQjteni, mig feltételezetten termofil kampilobaktereket
baromfirdl és a baromfi termékekkel érintkezd feliileteken kiviil sajttal és hidegkonyhai

készitményekkel (elsésorban saldtdkkal) szennyezett feliiletekrdl lehetett izoldlni.

19. tabldzat: A baktériumok izolédldsa sordn vizsgdlt élelmiszermintdk és feliiletek, valamint az
ezekrol kimutatott baktérium elofordulasa

Mintavételi helyek E. coli termofil Campylobacter torzsek
Baromfi miianyag viagédeszka + +
Baromfi fémpult Nd. +
Baromfi mérleg (gombok) - Nd.
Csirkebdr szarnyrol - +
Csirke farhat bor - +
Csirkecomb bor + +
Egész csirke borfeliilete - +

Grillcsirke milanyag deszka - -

Sajt fémpult + +
Sajt milanyag deszka Nd. -
Sajtszeleteld Nd. -
Hidegkonyha fémpult - +
Felvagott szeleteld Nd. -
Felvagott fémpult - -
Felvagott részlegen a csempe - -
Tokehus milanyag vdgddeszka + -
Tokehus fa vagddeszka + -
Tokehusvago kés Nd. -
Toékehds fémpult Nd. -
Tokehus mérleg + -
Saldta mlianyag vagédeszka Nd. -
Salata centrifuga Nd. -
Salata fémpult Nd. -
Jelolések: Nd.: nem detektalhat6 (mintavétel utdn nem kimutathatd)

-: nem tortént mintavétel
+: detektalhaté (mintavétel utan kimutathato)
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A kiilonb6z6 mintavételi helyekrdl Osszesen 22 E. coli izolatumot (6. tdbldzat, SE jelzést
izolétumok) és néhény nem-Campylobacter torzs mellett nyolc Campylobacter izolatumot (7.

......

t1p12a1a51 munkdkhoz hasznaltam fel.

Az 5. dbrdn a kampilobakterek kimutatdsa sordn a szelektiv disitobdl a szelektiv tiptalajra kioltott

mintakra l4thaté példa.

PN E y
e Nem
Campylobacter

izolatum

Campylobacter
izolatum

AR

5. dbra: A Campylobacter fajok dusitasahoz hasznalt Bolton levesek (A) és az ezekbol
Campylobacter szelektiv taptalajon kindétt telepek kozotti kiillonbségek (B).

5.2.  Escherichia coli torzsek molekularis azonositasa és tipizalasa

5.2.1. Escherichia coli izolatumok vizsgalata duplex PCR médszerrel

Az Escherichia coli fajba tartozd torzsek pontos azonositdsiahoz, valamint a faj O157:H7
szerotipust izoldtumainak kimutatdsdhoz duplex PCR mddszert dolgoztam ki. Az egy lépésben
torténd detektdldshoz és identifikdldshoz a PCR reakcié soran Wang és munkatarsai (1997) altal
kozolt két kiilonb6zd primer part alkalmaztam egy reakcidban, amelyek koziil az egyik az
Escherichia coli fajra, mig a mésik indit6 szekvencia par a faj O157:H7 szerotipusara specifikus.
Eldzéleg megvizsgédltam a kétféle PCR reakcionak duplex rendszerben valé alkalmazhatdsagit a
primer parok T, értékeinek, illetve a primerek esetleges hibridizaciés képességének szempontjabal.
Mind a négy primer kozel azonos olvadisi homérséklettel rendelkezett, hajtiihurkot nem alakitottak
ki és nem képeztek egymadssal hetero-dimereket sem, {gy alkalmasnak bizonyultak egy rendszerben
torténd alkalmazasra. A duplex PCR eljaras kifejlesztése céljabol 23 Escherichia coli torzzsel (20.
tdbldzatr) teszteltem a modszert, amelynek elsé 1épéseként a fajra specifikus Ecol/Eco2 primer

parral, és a szerotipusra specifikus primerekkel (O157-3 és O157-4) (9. tdbldzat) szimplex PCR
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soran amplifikaltam az izoldtumokbdl nyert DNS mintdkat. A kovetkezd 1épésben a két primer part

ugyanabban a reakcioban, azonos koncentracidban (0,25 pM) alkalmaztam.

20. tdbldazat: A teszttorzsek malB és a hlyA génjére vonatkozd szimplex és duplex PCR-es
vizsgélatdnak eredményei
Szimplex PCR Duplex PCR*

Szerotipus

malB hlyA malB hiyA
15V NS + - + -
ED172 0103:H2 + + (+) +
EF1 Ol111:H + + + +
ED&2 Ol111:H + + ((+) +
ED142 Ol111:H + - + -
ED226 O113:H21 + + (+) +
ED238 0121 + - + -
ED33 0139:H1 + + -
ED173 O145:H + - + -
EDI13 O157:H + + + +
NCTC 12079 O157:H7 + + + +
2156 naz. O157:H7 + + + +
380 USA O157:H7 + + + +
EDI10 O157:H7 + + + +
62 O157:H7 + + + +
33VAC/1 NS + + + +
ATCC 35150 O157:H7 + + + +
33¢ NS + - + -
EF3 026:H + - + -
ED56 026:H11 + (+)
EDI161 086:H40 + - + -
HN-1 O157:H7 + + + +
(avirulens)
ATCC 8739 - + - + -

NS: nem szerotipizalt; H: H antigén hidnyzik

A szimplex és a duplex reakcidok sordn kapott eredményekbdl (20. tdbldzat) jol lathatd, hogy
valamennyi, kordbban szerotipizdldssal az O157:H7 szerotipusba sorolt hat térzs mindkét PCR
reakciéban képzett amplikonokat. Az agaréz gélelektroforézist kovetden a fajra specifikus
primerekkel koriilbeliil 580-590 bazispar nagysdgi amplikonokat kaptam eredményeképpen, mig az
O157:H7 szerotipusra tervezett primerekkel egy koriilbeliil 370 bazispir nagysdgi termék
felszaporitasa vélt lehetdvé, amely méretek megegyeztek a Wang és munkatdrsai (1997) altal kozolt
amplikon méretekkel. Hasonlé eredmény volt megfigyelhetdé az avirulens E. coli O157:H7, az
O157:H, egy OIl11:H', valamint egy nem szerotipizalt torzs esetében is. A 20. tdbldzatban
osszefoglalt eredményekbdl azonban az is kitiinik, hogy négy vizsgdlt torzs esetében (sziirkével
kiemelve) eltér6é eredményeket kaptam a szimplex és a duplex PCR sordn; az ED172, ED82, ED226
és ED56 torzs a duplex reakcioban csak nagyon gyenge jelet adott a fajspecifikus primer pérral, mig
a szerotipusra specifikus primerekkel megfeleld méretli és erdsségii jeleket kaptam, ezért sziikség

volt a duplex mddszer optimalasara. Elso 1€pésként kiilonbdzd koncentracidkban alkalmaztam az
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egyes primer parokat a PCR reakcidéban. A fent emlitett négy izoldtum, valamint két O157:H7
szerotipusu torzs és egy, kordbban csak a malB génre specifikus primerekkel amplifikdlédott
izolatummal végeztem el a tovabbi vizsgilatokat, amelyek eredményeit a 21. tdbldzatban foglaltam

ossze.

21. tabldazat: A duplex PCR moddszer optimdldsdnak eredményei kiilonbozd primer koncentraciok
alkalmazdsaval

Szimplex PCR Duplex PCR* Duplex PCR **

RS malB hlyA malB hiyA malB hlyA malB hiyA
ED172 0103:H2 3 3 ((+) 3 +) i + +
EDS2 Ol111:H- + + ((+) A (+) A + +
ED226 O113:H21 3 3 ((+) 3 +) i + +
ED56 026:H11 + + ((+) A (+) i3 + +
ATCC 35150 O157:H7 + + + + + + + +
62 O157:H7 + + + + + + + +
EF3 026:H- + - + - + - + .

* a primerek alkalmazdsa 1:1 ardnyban (0,25 uM Ecol/Eco2 és 0,25 uM 0O157-3/0157-4); ** a primerek
1:0,75 aranyd alkalmazasa (0,25 pM Ecol/Eco2 és 0,1875 uM 0O157-3/0157-4); *** a primerek 1:0,5
ardnyu (0,25 pM Ecol/Eco2 és 0,125 uM O157-3/0157-4) alkalmazasa a duplex PCR soran.

A 2]. tdbldzat alapjan megallapithat6, hogy a vizsgdlt torzseknél abban az esetben kaptam a
szimplex PCR-rel azonos eredményeket, amikor a fajspecifikus primereket 0,25 uM, a szerotipusra
specifikus primereket pedig 0,125 uM koncentriciéban alkalmaztam. Az {gy megéllapitott
optimdlis primer koncentracidval letesztelve a 20. tdbldzatban feltiintetett valamennyi izoldtumot

minden esetben a szimplex PCR reakcidval azonos eredményt kaptam.

Az élelmiszerek és azokkal érintkezo feliiletek vizsgélata sordn izoldlt 22 Escherichia coli-nak vélt
izolatum pontos azonositdsat, valamint a faj O157:H7 szerotipusdnak esetleges jelenlétét az
optimdlt duplex PCR moddszerrel végeztem el. A kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a
szelektiv taptalajrol izolalt valamennyi izoldtum az Escherichia coli fajba tartozott, azonban mivel
egyetlen izoldtum sem adott jelet az O157:H7 szerotipusra specifikus primer parral megallapithato,
hogy a faj ezen patogén szerotipusa nem fordult elé az altalam izolalt torzsek kozott. A 6. dbra az
optimdlis paraméterek alkalmazdsa mellett kapott duplex PCR eredményeit szemlélteti

élelmiszerekrdl, illetve élelmiszerekkel érintkezd feliiletekrdl szairmazd néhdny izoldtum esetén.
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6. dbra: Az Escherichia coli izolatumok azonositdsdhoz alkalmazott duplex PCR reakci6

—|
E
=]
=
&
]
3
=

ATCC 8739
ATCC 35150
SEA5-1/11
SEN5-2/1
SEA5-3/1
SE/23-1/1
SE/23-2/1
SE/23-3/1
SE/M-2/11

eredménye az optimalast kovetoen

SE/8-1/11

SE/8-2/11

585 bp.
370 bp.

ECO01, ATCC 8739: nem-patogén E. coli torzsek; ATCC 35150: E. coli O157:H7 szerotipust torzs; SE jelt

5.2.2.

Escherichia coli izolatumok tipizalasa RAPD-PCR analizissel

torzsek: élelmiszerekrél és élelmiszerekkel érintkezd feliiletekrdl izolalt E. coli torzsek

Az izolatumok torzs szinten torténd elkiilonitésére RAPD-PCR vizsgélatot alkalmaztam. Tiz

kiilonb6z6 indité szekvenciat teszteltem eldzetesen két, biztosan eltérd torzs (SE/1-2/1 és SE/4-1/11)

segitségével annak érdekében, hogy az izolatumok tipizdldsa sordn a leginkdbb megfeleld

primereket alkalmazhassam. A 7. dbra az eltéré szekvencidju primerekkel kapott mintdzatokat

mutatja, amely alapjdn a tovabbi vizsgdlatokhoz az OPE 15 és az OPA 4 indit6 szekvencidkat

valasztottam ki.

Meéret

(bp)

2176
1766
1230
1033

653
517
435
394

7. dbra: Primerek tesztelése €s kivalasztasa az E. coli izolatumok RAPD-PCR analiziséhez

£

;

]
—
—

A B A BA BA BA B AB ABA B A B AB

OPE1 OPE4 OPES OPE1: OFE13 OPAd4 OPAS OPAL! OPAlé OFA1?

A: E. coli SE/1-2/1, B: E. coli SE/4-1/11

[

I' Ii Marker

Mivel két primer altaldban nem elegendé nagyszdmu izolatum megfeleld tipizaldsdhoz, ezért a

kovetkezd 1épésben egy udjabb primer tesztelése valt sziikségessé. A tesztelés alapjan az M13
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miniszatellit primer alkalmasnak bizonyult a vizsgalt izoldtumok DNS-ének felszaporitdsara, mivel
a PCR reakciét kovetéen az agaréz gélelektroforézissel kapott mintdzatok jol értékelhetdonek
bizonyultak. Az izoldtumok tipizdlasdhoz igy az OPE 15 és OPA 4 primerek mellett az M13 indit6
szekvenciat véalasztottam. Az MI13 primerrel végzett RAPD analizis sordn a primer kotési
hémérséklete a miniszatillitekre jellemzéen magasabb, 40 °C volt. A 8. dbrdn az E. coli izolatumok

M13 primerrel kapott mintdzataira 1athat6 példa.

Meéret
(bp)

2176
1766

-
5
=
=]
=
cb
@
z

SEN3-1/1
SEN3-2/1
SEN3-311
SEN4-1/1
SE/14-2/1
SE/N4-3/1

1230
1033

653
517

8. dbra: Escherichia coli izoldtumok molekularis ujjlenyomata az M 13 miniszatellit primerrel

A hédrom primerrel kapott mintdzatokat (molekuléris ujjlenyomatokat) a GelCompare II szoftver
segitségével értékeltem, amely eredményeképpen a 9. dbrdn lathaté kombindlt dendogramot
készitettem el. A hasonldsdgi torzsfa alapjan megéllapithatd, hogy a referencia torzsek (E. coli
ATCC 8739 — nem patogén és E. coli ATCC 35150 — O157:H7 szerotipusu térzs) mar alacsony, 20
%-0s hasonlosagi szintnél elkiiloniiltek a vizsgélt izoldtumoktdl. A dendogrambdl az is jol lathatd,
hogy a vizsgalt E. coli izolatumok nagyfoku véltozatossdgot mutattak (a 22 izolatum 19 csoportra
kiiloniilt el), tovdbbd, hogy az egyes mintavételi egységek (baromfi, tékehus, sajt) esetében, sot,
ugyanazon az eszkdzon is tobbnyire eltérd torzsek fordultak eld, tehat keresztkontamindcié nem

volt kimutathato.
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E. cali EC 01
SEM 43 fikehis
SEM -1 barar]
SEf2-211 bararfi
— SEi2-31 barorri
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. SEM 4111 fikehis
SEM 421 fhkehis
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SEM 111 tikehis
i SEM 3] fikehis
L =Enam fikehis
SEM 5111 fhkehis
— SEH 5 2] fikehis
L SEMS fikehis
E. coll ATCC 8739
E. cali ATGC 35150

9. dbra: Az Escherichia coli izoldtumok RAPD-PCR vizsgélatan alapulé kombinalt dendogramja
harom primerrel (OPE 15, OPA 4 és M13) kapott eredmények alapjan

5.3.  Campylobacter jejuni és C. coli torzsek kompeticidja szelektiv disitas soran

Annak érdekében, hogy megvizsgiljam a nagyszdmu enterdlis megbetegedés kialakuldsaért felelds
két termofil Campylobacter faj (Campylobacter jejuni €s Campylobacter coli) kozott esetlegesen
fellépd versengést a szelektiv dusitds sordn, a két faj kiilonbozd torzseit parokban oltottam be az EN
ISO 10272-1:2006 szabvany éltal eldirt Bolton szelektiv dusité folyadékba. Az inkubélast kovetden

szelektiv taptalajra valé oltds utdn a statisztikai értékeléshez elegendd szamii telepet visszaizolalva

hatdroztam meg a torzsek egymashoz viszonyitott ardnyat.

A vizsgalat elvégzése elott elkészitettem a teszttorzsek szaporoddsi gorbéit, mivel az volt a célom,
hogy a szelektiv dusitokat azonos novekedési fazisbol szdrmazd sejtekkel oltsam be. A korai
stacioner fazis eléréséhez sziikséges id0 meghatirozdsdndl azt tapasztaltam, hogy 41,5 °C-on

inkubdlva mindkét faj torzsei 18 dra utdn altaldban elérték ezt a szakaszt, azonban lényeges
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eltéréseket figyeltem meg a lappangdsi fazisok iddtartamai kozott. A 10. dbrdn a J1 jeli C. jejuni

torzs szaporoddsi gorbéje lathat6 példaként.

0.250 ~

0.200 -

0.150
1\ —&-C. jejuni J1

ODgyp (nm)

0.100 -5 550"

0.050

0.000 T T T T T T T T T T T |
0. 4. 8. 12. 16. 20. 24. 28. 32. 36. 40. 44. 48.

Id6 (6ra)

10. dbra: A Campylobacter jejuni J1-es torzs szaporoddsi gorbéje Bioscreen C késziilékkel
meghatirozva

A dusitasi kisérletek megkezdése elott tesztelni kivantam a kivdlasztott két faj elkiilonitéséhez
haszndlandé mdédszer alkalmazhatdsdgat. A Hwang és Ederer (1975) 4ltal leirt hippurat hidrolizis
teszt miniatiirizalt valtozatat alkalmaztam, mivel a C. jejuni pozitiv, a C. coli pedig negativ erre a
tesztre. Mindkét Campylobacter faj vizsgalt torzsei a vart reakcidkat adtdk (a C. jejuni izolatumok
esetében a lila szin megjelenése jelezte a pozitiv reakcidt, mig a C. coli torzsek esetén a negativ
tesztet az elszinez0dés hidnya jelentette) aldtdmasztva ezaltal alkalmazhatésidgat a teszttorzsek

elkiilonitésére (/1. dbra).

Negativ reakcio (C. coli)

Pozitiv reakci6 (C. jejuni)

11. dbra: A miniatiirizalt hippurat hidrolizissel kapott eredmények a C1 és J3 torzsek (5. tdbldzat)

esetén

Az azonositdsra hasznalt hippurat hidrolizis teszt nem mindig alkalmazhaté egyediili médszerként a
C. jejuni és C. coli fajok elkiilonitésre, mivel esetenként a C. jejuni torzsek hippurikdz génje (hipO
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gén) nem expresszalodik, igy hamis negativ eredmények is megfigyelhetdk ezen izoldtumok kozott
(Hani és Chan, 1995). Vizsgdlataim sordn azonban olyan torzseket alkalmaztam, amelyek pontos
faji azonositdsa fenotipus és genotipus meghatdrozdson alapulé mddszerekkel megtortént és a
hippurat hidrolizis tesztet elvégezve valamennyi C. coli térzs esetén negativ, mig valamennyi C.
Jejuni torzs esetén pozitiv reakcié volt megfigyelhetd. Ez lehetové tette a két faj vizsgalt torzseinek

elkiilonitését ezzel a teszttel.

A szelektiv dusito C. coli és C. jejuni sejtekkel kiillonb6zd ardnyban torténd beoltdsdhoz a vizsgélt
torzsekbdl készitett szuszpenzidk sejtkoncentriciéjat Thoma kamra segitségével hatdroztam meg,
valamint ezzel parhuzamosan feliileti szélesztést is végeztem az él6 sejtek sejtkoncentracidjanak
meghatarozasidhoz. A két mddszerrel kapott eredmények 1ényegesen nem tértek el egymastdl, ezért
a mikroszkdpos sejtszdmoldsi eljardst alkalmaztam a beoltési sejtkoncentraciok meghatdrozasihoz.
A késbébbiekben a ténylegesen beoltott sejtek ardnydt azonban a tenyésztéses mddszerrel kapott
eredmények alapjan adtam meg, igy eltérés adddott a tervezett és a valdban beoltott sejtaranyok

kozott, ezt azonban mindig figyelembe vettem a kiértékelés sordn.

A dusitast kovetdéen a szelektiv tdptalajon kindtt telepek azonositdsdval kapott eredmények
értékelése sordn elsd Iépésben a hippurdt pozitiv (C. jejuni) és hippurat negativ (C. coli)
telepszamokat elosztottam egymdssal, majd a kapott értékek természetes alapi logaritmusat vettem
(,,In hipp”). Hasonlé médon jartam el az eredetileg beoltott C. jejuni és C. coli sejtek aranyaival is
(tenyésztéses mddszerrel meghatarozott sejtkoncentracié alapjan kiszamitva), meghatdrozva ezaltal
az ,,In inoc” értékeket. Abban az esetben, ha a vizsgélt C. jejuni tdrzs jobban szaporodott, mint a
parban vele egyiitt oltott C. coli izoldtum, a hippurdt pozitiv és hippurdt negativ telepek
hanyadosabdl képzett logaritmus 0-ndl magasabb értéket adott, mig ellenkezd esetben (ha a C. coli
szaporodott jobban) a kapott érték O alatti volt. Az igy meghatdrozott szamérték alapjan
diagramokat készitettem, amelyek esetében az x tengely folott elhelyezkedd pontok azon eseteket
mutatjdk, ahol a visszaizolalt C. jejuni telepek szdma volt magasabb, mig az abszcissza alatt
elhelyezked6 pontok ennek ellentettjét jelolik. A 16 kombinécidban (4.5.5. fejezet, 8. tdbldzat)
eltéré inokulum mennyiségekkel elvégzett dusitasok eredményeit a /2. dbra mutatja. A vizsgélatok
jelentds részében a pontok az x tengely alad estek, mutatva ezdltal a C. coli torzsek (C1, C3 és C4)
jobb szaporodasi képességét a C. jejuni izoldtumokkal szemben a disitds sordn. Csupdn a J4 torzs
C2 izolatummal valé kombindciéjdban lehetett a C. jejuni jobb szaporodasi képességét kimutatni.
Az eredményekbdl az is megéllapithatd, hogy a C3 jellit Campylobacter coli szoritotta vissza a C.

Jjejuni izoldtumok szaporodését a legnagyobb mértékben.
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A C. coli C1 torzs a négy C. jejuni torzzsel A C. coli C2 torzs a négy C. jejuni torzzsel
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12. dbra: C. coli és C. jejuni torzsek sejtaranydnak 0sszehasonlitdsa a disitas el6tt és azt kovetden.
A trendvonal (az x tengely) azt a vart Osszefiiggést mutatja, amely sorédn a torzsek azonos médon
szaporodnak a dusitds folyaman.

Jelmagyarédzatok: C. jejuni izoldtumok m J1, ¢: J2, A:J3, e J4; In (hipp): a hippurét pozitiv (C. jejuni) és a
hippurat negativ (C. coli) telepek hanyadosanak természetes alapti logaritmusa; In (inoc): a beoltott
sejtaranyok (C. jejuni/C. coli) természetes alapui logaritmusa.

A Student-féle t-teszttel azt vizsgaltam, hogy az ,,In inoc” és az ,,In hipp” mintdk azonos sokasagbodl
szarmaztak-e, tehdt, hogy a dusitds milyen hatdssal volt a vizsgélt izoldtumokra. A 22. tdbldzatban
l4thatd, hogy annak valdszinlisége, hogy a disitds nem volt hatdssal a tanulmanyozott térzsekre,

kevesebb, mint 10,

22. tdbldzat: A Student-féle t-teszttel kapott valdsziniiségi (p) értékek a Campylobacter tdrzsek
szelektiv dusitdsi vizsgalatai sordn

Osszehasonlitasok p-értékek
A C. coli C1 izolatum a négy C. jejuni torzzsel 2,90x10°
A C. coli C2 izoldtum a négy C. jejuni torzzsel 3,76x10™
A C. coli C3 izoldtum a négy C. jejuni torzzsel 1,00x10°
A C. coli C4 izoldtum a négy C. jejuni torzzsel 5,20x10”
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Megéllapithat6 tehét, hogy a kezdeti és a dusitast kdvetd C. jejuni és C. coli sejtszam ardnyok
jelentésen kiilonboztek, vagyis a duasitds sordn valamelyik vizsgilt izoldtum mindig jobban

szaporodott a vele parban beoltott, masik fajhoz tartoz6 torzshoz képest.
5.4. Elelmiszer-biztonsagi jelentéségii Campylobacter fajok molekularis biolégiai vizsgalata
54.1. Campylobacter izolatumok faj szinii azonositasa specifikus primerekkel

A kampilobakterekkel végzett munkdm sordn Osszesen 55 Campylobacter izoldtum molekuldris
vizsgélatit végeztem el. A torzsek eltérd forrdsokbol, kiilonbdzd idépontokban keriiltek izoldlésra.
A vizsgalt kampilobakterek koziil 15 izoldtum human székletbdl, 9 tejbdl, 8 szarvasmarhdbodl, 9
sertésbol, 14 pedig baromfibdl vagy baromfihiissal érintkez6 feliiletekrdl szarmazott. A tejb6l 2002-
ben, sertésbdl, szarvasmarhabdl, székletbdl 2003 sordn, mig baromfibdl és baromfihissal érintkezd

feliiletekrol 2003-ban és 2005-ben tortént az izolalas.

Az izolatumok azonositdsdhoz harom primer part alkalmaztam, amelyek koziil az egyik a C. coli és
C. jejuni 16S TRNS-ét kddold gén egy adott szakaszara specifikus (CCCJ primerpér), igy a két faj
kimutatdsa egyetlen PCR reakcioban lehetséges. Az indit6 szekvencidk alkalmazhatésdganak
vizsgélata érdekében a C. jejuni és C. coli torzsgylijteményi torzsek mellett a szintén termofil
csoportba tarozé C. lari és C. upsaliensis esetében is elvégeztem a polimerdz lancreakciot,

amelynek eredményét a 13/A. dbra szemlélteti.

= ™ -

) e b

g g g
-2 = e

1) 1] 1)
] W ]
z Z, z.

Y Y Y
CCCJ primerpér CC primerpér HIP primerpar
(C. colilC. jejuni fajra specifikus) (C. coli fajra specifikus) (C. jejuni tajra specifikus)

13. dabra: A Campylobacter izoldtumok azonositdsdhoz alkalmazandé primerek (CCCJ, a CC és a
HIP primer parok) tesztelésének eredménye referencia, illetve tipustorzsekkel

1: C. coli HNCMB 200004", 2: C. coli CCM 7227, 3: C. jejuni CCM 6214", 4: C. jejuni HNCMB 200006, 5:
C. lari CCM 48977, 6: C. upsaliensis CCUG 14913"
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Az amplifikdlds a pozitiv mintdk (C. coli és C. jejuni) esetében egy koriilbeliil 850 bazispar
nagysdgu fragmentumot eredményezett, mig a C. lari és C. upsaliensis esetében nem keletkezett
termék a PCR reakci6 sordn. A pontos faji azonositds érdekében a Campylobacter jejuni fajra
specifikus HIP primereket és a C. coli fajra specifikus CC primereket (9. tdbldzat) alkalmaztam. A
hippurikdz gén, amely csak a C. jejuni faj genomjaban taldlhat6 meg, a specifikus primerekkel
csupdn a két tesztelt C. jejuni esetében volt amplifikdlhaté (13/C dbra). Hasonld specifikussag volt
tapasztalhaté a C. coli faj azonositadsdhoz kiprébalt, az aszpartokinaz génre specifikus CC primer
pér esetén, mivel -mint ahogyan az a /3/B. dbrdn megfigyelhet6- az agar6z gélen csak a C. coli
torzsek esetében ldthaté PCR termék. A kivalasztott primer parok tehdat mindhdrom PCR esetében a
megfelel6 eredményeket adtik a torzsgylijteményi torzsekkel, igy a tovabbiakban ezen inditd

szekvencia parokat hasznéltam az izoldtumok faji azonositdsdhoz.

Az 5.1. fejezetben emlitett, a Campylobacter szelektiv tdptalajrél szdrmazd izoldtumok tiszta
tenyészeteinek PCR-es vizsgalatat a C. jejuni és C. coli fajokra specifikus primer parral (CCCJ)
elvégezve ot izolditum esetében nem volt termékképzddés megfigyelhetd (/4. dbra), mig a tobbi
izolatum esetében a megfelelé méretii amplikonok keletkezése a mintdk C. jejuni vagy C. coli fajba
valé tartozédsara utalt. A CCCJ primer part alkalmazva a tobbi (47) izoldtum is pozitiv eredményt

adott.
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14. dbra: A Campylobacter izolatumok gylijtése soran a szelektiv taptalajrol izolalt tizenhdrom
baktérium CCCJ primer parral kapott PCR vizsgédlatinak eredménye

SVC-1, SVC-3, SVC-4, SVC-5, SVC-6, SVC-7, SVC-9, SVC-11: baromfihusrol, illetve baromfihussal
érintkez0 feliiletekrdl izoldlt Campylobacter torzsek; a sarga nyilak azt az 6t izoldtumot jelolik, amelyek
esetében nem keletkezett PCR termék

A C jejuni/C. coli-ként azonositott izolatumok tovabbi, pontosabb faj szintii azonositisahoz
alkalmazott HIP indité szekvencia parral az 55 vizsgdlt Campylobacter izolatum koéziil 24 adott
egyértelmi jelet, mig a CC primerparral 31 izolatum. A C. jejuni és C. coli fajspecifikus primer

parokkal elvégzett azonositds eredményeit a 23. tdbldzatban foglaltam Gssze.
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23. tdbldzat: A Campylobacter izolatumok specifikus primer pdrokkal elvégzett PCR-es
azonositdsdnak eredményei

Jelolés Azonositott faj | DY
221911 Campylobacter coli tej

221972 Campylobacter coli tej

22211 Campylobacter coli tej

222172 Campylobacter coli tej

2234/1 Campylobacter coli tej

2248/1 Campylobacter coli tej

2248/2 Campylobacter coli tej

2264/1 Campylobacter coli tej

2264/2 Campylobacter coli tej

2236/2 Campylobacter coli sertés

2236/3 Campylobacter coli sertés

2249/3 Campylobacter coli sertés

2256/3 Campylobacter coli sertés

14464 Campylobacter coli sertés

14568 Campylobacter coli sertés

14573 Campylobacter coli sertés

14575 Campylobacter coli sertés

14771 Campylobacter coli sertés

2265/1 Campylobacter coli szarvasmarha
14591 Campylobacter coli baromfi
15030/3 Campylobacter coli baromfi
18741 Campylobacter coli baromfi
SVC-1 Campylobacter coli baromfi milanyag vagédeszka
SVC-5 Campylobacter coli baromfi
SVC-6 Campylobacter coli baromfi miianyag vagédeszka
SVC-7 Campylobacter coli baromfi
SVC-9 Campylobacter coli baromfi
29045 Campylobacter coli humén

29077 Campylobacter coli humén

31308 Campylobacter coli humén

31981 Campylobacter coli humén

11601 Campylobacter jejuni szarvasmarha
11623/3 Campylobacter jejuni szarvasmarha
11626 Campylobacter jejuni szarvasmarha
1312072 Campylobacter jejuni szarvasmarha
13144 Campylobacter jejuni szarvasmarha
14538/2 Campylobacter jejuni szarvasmarha
14864/1 Campylobacter jejuni szarvasmarha
13096 Campylobacter jejuni baromfi
13145 Campylobacter jejuni baromfi
14456 Campylobacter jejuni baromfi
SVC-3 Campylobacter jejuni baromfi
SvVC-4 Campylobacter jejuni baromfi
SVC-11 Campylobacter jejuni baromfi
28890 Campylobacter jejuni humén

28952 Campylobacter jejuni human

30168 Campylobacter jejuni human

31098 Campylobacter jejuni humén

31126 Campylobacter jejuni human

31411 Campylobacter jejuni human

31422 Campylobacter jejuni human

31815 Campylobacter jejuni human

32118 Campylobacter jejuni human

32657 Campylobacter jejuni human

32203 Campylobacter jejuni humén
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5.4.2. PCR-alapi  molekularis médszerek  alkalmazhatésaganak  vizsgalata

Campylobacter izolatumok tipizalasa céljabol

A kampilobakterek faj szinti meghatirozdsa fenotipusos tulajdonsdgaik alapjan hamis
eredményekhez vezethet, mivel szdmos fajhoz atipusos fenotipusos eredményeket add torzsek is
tartoznak. Igy a Campylobacter fajok epidemiolégidjanak, valamint az 4llatok és az emberek
egészségére kifejtett hatdsdnak tovdbbi megértéséhez jobb izoldldsi, azonositdsi és tipizaldsi
moédszerek sziikségesek (Kirenlampi et al., 2004). Az epidemioldgiai vizsgélatokban a terjedési
utvonalak feltardsa érdekében a Campylobacter fajok megbizhaté azonositdsdhoz és tipizédldsdhoz
olyan molekuldris moédszerek sziikségesek, amelyek megfeleld diszkriminicidés képességgel

rendelkeznek (Moreno, Y et al, 2002).

Az eltér6 id6pontokban izolalt, kiilonbdzd helyekrdl szdrmazé Campylobacter izoldtumok
azonositdsdhoz €és tipizdlasahoz kampilobakterek esetében eddig még nem vizsgalt, illetve kordbban

mdr lefrt PCR alapti médszerek alkalmazhat6sdgét hasonlitottam dssze.

54.2.1. Campylobacter izoldtumok rDNS-RFLP vizsgdlatanak eredményei

A 168 rRNS-t kédold gén felszaporitasat kovetden a kozel 1500 bazispar hosszisigu szekvencidkat
négy kiilonboz6 restrikcids endonukledzzal (Alul, Rsal, Mspl és Haelll) hasitottam el, majd a kapott
mintazatok alapjan a négy enzim kombinalt dendogramjat készitettem el. Valamennyi vizsgalt
izolatum és tipus/referencia torzs esetében kaptam amplifikdcids terméket a polimerdz lancreakciot
kovetden, tehat a baktériumoknal univerzalis reverz é€s a legtobb baktérium esetében alkalmazhat6
forward primer alkalmasnak bizonyult a Campylobacter izolatumok 16S rDNS génjének
felszaporitdsdra. A hasitds sordn a négy enzim kozill az Mspl endonukledzzal kaptam a legtobb
eltéré mintazatot - erre lathat6 példa a /5. dbrdn - azonban még ebben az esetben is kismértékii volt

a mintdzatok polimorfizmusa.
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15. dbra: Campylobacter izolatumok Mspl restrikcids enzimmel kapott hasitdsi mintdzatai

Marker: 100 bazisparos marker; SVC-1: C. coli; SVC-3: C. jejuni; SVC-4: C. jejuni; SVC-5: C. coli; SVC-6: C. coli;
SVC-7: C. coli; SVC-9: C. coli; SVC-11: C. jejuni

A kombindlt dendogram (/6. dbra) alapjan jol lathatd, hogy a 16S rRNS gén restrikcids
vizsgdlatdval a C. coli CCM 7227, a C. jejuni 6214" torzsek és a vizsgilt izoldtumok jelentés
részének elkiilonitése nem volt megvaldsithatd, mivel ezen torzsek a négy enzimmel kapott
mintazatuk alapjan 100 %-os hasonlésagot mutattak egymassal. A C. jejuni HNCMB 200006, a C.
lari CCM 4897", a C. upsaliensis CCUG 14913, a C. coli HNCMB 200004" torzsek, valamint
négy izolitum (két C. jejuni — 31411 és SVC-3 — és két C. coli — 14568 és SVC-7) azonban
elkiiloniilt ettdl a nagy csoporttdl. Bar a C. lari és C. upsaliensis tipustorzsek 86 %-os hasonldsagi
szintnél elvéltak a fent emlitett nagy csoporttdl, egymdssal azonban 100 %-os hasonldsiagot
mutattak, vagyis a négy alkalmazott enzimmel ezek a térzsek sem voltak egymastdl elkiilonithetok.
A vizsgalt Campylobacter torzsek koziil az egyik human C. jejuni izolatum 85 %-os, a masik harom
izolatum (egy C. jejuni és két C. coli) pedig 78, 70, illetve 54 %-os hasonldsdgi szintnél vilt el a
tobbi izolatumtol. Megallapithat tehat, hogy a 16S rRNS gén RFLP analizise nem tekinthetd
altalanosan alkalmazhaténak faji identifikdlasra, néhdny esetben azonban egyes referencia és

tipustorzsek, valamint izoldtumok egyedi RFLP mintdzatot adtak.

A 11.1 melléklet 29-30. szdmi dbrdin az izoldtumok fajonkénti csoportositdsdval elkészitett
kombindlt dendogramok lathat6k. Megallapithat6, hogy mind a vizsgalt C. coli, mind pedig a C.
Jjejuni izolatumok 3-3- csoportba voltak sorolhatd, tehat két-két torzs kivételével valamennyi
izolatum 100 % hasonldsdgot mutatott egymadssal. A kiilon-kiilon elkészitett torzsfak segitségével a
modszer fajon beliili diszkrimindcids képességének meghatdrozdasa valt lehetévé, ami kovette a

fajok kombindlt dendogramjdban lathaté diszkriminacios jellemzdit.

70



0
=100

FE0
7o
rao

11601
116232
11626
13096
1312082
13144
12145
14458
14464
1453812
145673
14575
14591
14771
148641
1503083
18741
22191
w32
22211
222172
22341
223602
22383
224801
22482
22493
22583
22641
2264/2
22651
28890
28952
29045
29077
30168
31098
31126
31308
31422
31815
31981
32118
32202
32657
CCM 62147
CCM 7227
SVC-1
SVC-11
SVC-4
SVC-S

SVC-6
4[ SVC-3
HMNCME 200006

21411

CCh 43877
CCUG 149137
HMCMEB 2000047
14568

SVC-7

SVC-3

C.Jeuni
C.jgjuni
C.jgjuni
C.jguni
C.jguni
C.jejuni
. jgjuni
C.jsjuni
C.coli
C.jgjuni
C.coli
C.coli
. coli
C.coli
C. jejuni
C.coli
C.coli
Cocol
. coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coli
coll
C.coli
Cocal
Zocal
C . cal
. jgjuni

00000000

C.jejuni

C.coli

C.coli

C.jgjuni

C.jguni

C.jejuni

C.coli

C.jejuni

C.jejuni

Cocol

C.Jejuni

. jejuni

C.jsjuni
Campylobacter jgjuni
Campylobactsr coll
C.coli

C.jgjuni

C.jgjuni

C.coli

C.coli

C.coli
Campylobacter jejuni
C.jejuni
Campylabacter lari
Campylobacter upsaliensis
Campylobacter coli
C.coli

C.coli

C.jejuni

Szamasmanma
szarvasmarha
szarvasmarha
barormfi
szarvasmarha
szarvasmarha
baromfi
baromfi
sartés
szarvasmarha
Sertés

sertes
baromfi
Seres
szarvasmarha
barormnfi
baromfi

tej

tej

tej

tej

tej

Sertés

sertes

tej

tej

Sertes

seres

tej

tej
szarvasmarha
human

human

human

hurman

hurmén

human

human

hurnan

hurnan

human

hurnan

human

human

hurman

baromfi
baromfi
paromfi
baromfi
bararmfi
barormfi

hurman

Serés
baromfi

baromfi

16. dbra: A vizsgalt kampilobakterek 16S rDNS-RFLP médszerrel kapott kombinalt dendogramja
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5.4.2.2. Campylobacter izoldtumok tipizdldasa flaA-RF LP vizsgdlattal

A flagellint kédolé flaA gén a kampilobakterek egyik legjobban jellemzett génje. A PCR
reakciéban specifikus primerek segitségével felszaporitott DNS darabok restrikcids enzimekkel
torténd hasitasdval a kiilonbozd szekvencidk kozotti hossz polimorfizmus megéllapithats. Az
izolatumok flaA-RFLP vizsgalata sordn az irodalombdl vett specifikus primerekkel felszaporitott
mintegy 1700 bazispar hossztisdgi amplikonokat Ddel, Hhal és Alul enzimekkel hasitottam. A 77.

dbrdn néhany izolatum Hhal enzimmel kapott restrikcids mintdzata lathato.
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17. dbra: Kiilonboz6 eredetli Campylobacter izolatumok Hhal restrikcids endonukledzzal kapott
hasitasi mintdzata

C. coliizolatumok: 2236/3, 2219/2, 2249/3, 29045, 29077, 2256/3, 14591; C. jejuni izolatumok: 11601, 11623/3,
11626, 1312072, 31815, 32203, 30168, 31411, 14538/2

A flaA gén felszaporitdsdhoz hasznalt, Nachamkin és munkatérsai éltal leirt (1996) primer parral
(CA-F és CA-R) a C. coli és C. jejuni tipus- és referenciatorzsekhez hasonléan valamennyi izolatum
esetében megfeleld méreti amplikonokat kaptam. Kivételt ezaldl a C. lari és a C. upsaliensis
tipustorzsek jelentettek, ezek esetében ugyanis nem keletkezett amplifikdcios termék a polimeraz
lancreakciét kovetéen. A fragmentumok hasitdsdhoz a Ddel enzimet alkalmazva az 55 torzs
esetében 36 kiilonbozo restrikcids mintdzatot lehetett elkiiloniteni, az Alul enzimmel 33-at, mig a
Hhal endonukleazzal csupan 20-at. A hirom enzimmel kapott mintdzatok alapjian elkészitett
kombindlt dendogrambdl (/8. dbra) jol lathatd, hogy a vizsgalt izolatumok tobb csoportra
kiiloniilnek el és Osszesen 43 egyedi mintdzattal rendelkeztek (a torzsgylijteményi torzsekkel egyiitt
ez Osszesen 47). Az egyes klaszterekbe mindkét faj torzsei megtaldlhatéak, csupdn az egymadssal
100 % hasonlésdgot mutaté izolatumok tartoznak ugyanabba a fajba. Ez aldl egy csoport kivételt
jelentett, ebben az esetben ugyanis egy C. coli (29077) és két C. jejuni izolatum (11623/3 €s31098)
hidrom enzimmel kapott restrikciés mintdzata teljesen megegyezett, igy a torzsek tipizaldsa
érdekében a modszer feloldoképességét novelni kell. A 11.1 melléklet 31. és 32. dbrdja a fajonkénti
kombindlt dendogramokat mutatjdk. Mind a C. coli mind pedig a C. jejuni izolatumok 22 kiilonallo
klaszterbe voltak sorolhaték. Megfigyelhetd, hogy a 100 %-ban hasonlé izolatumok tobb esetben is

eltéro forrasbol szarmaztak.
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18. dbra: A Campylobacter izolatumok flaA-RFLP vizsgélataval kapott kombinalt dendogramja
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5.4.2.3. Campylobacter izoldtumok tipizdldsa denaturdlo gradiens
gélelektroforézissel

A denaturalé gradiens gélelektroforézis (DGGE) sordn a vizsgilt DNS szekvencidk novekvo
koncentraci6ja denaturdl6 gélben haladnak eldre, igy a két szal fokozatos szétvalasaval bekovetkezo
konformdcié valtozds befolydsolja a DNS elektroforetikus mobilitdsat. A Campylobacter
izolatumok DGGE vizsgélatdhoz a flagellin fehérjéket kodold (flaA és flaB) gének kozotti
intergénikus szekvencia (4. dbra) egy koriilbeliil 200 bazispar hosszisagi szakaszat a Wegmiiller és
munkatdrsai (1993) édltal leirt CF02 és CFO3 specifikus primerek segitségével szaporitottam fel,
amelyek koziil a reverz primer (CF03) az 5° végén egy GC gazdag régiét (in. GC-kapcsot)
tartalmazott.

A péarhuzamos DGGE vizsgdlat sordn alkalmazandé optimélis denaturdlészer koncentracid
meghatirozasat merdleges denaturdl6 gradiens gélelektroforézist alkalmazva allapitottam meg. Az
eljaras sordn a denaturdldszer koncentrdcidjanak novekedési irdnya merdleges az elektroforézis
irdnydra, igy a moédszer kivaléan alkalmas a vizsgdlt DNS olvadaspontjanak meghatirozashoz,
illetve a denaturdlé gradiens optimdlis tartomanyanak megdllapitdsara. Els6 1épésben 0-100 %
denaturdld tartomdnyt, vizsgiltam, majd a késébbiekben ezt leszikitettem 0-40 %-ra. A kapott
eredmények alapjan (/9. dbra) a 20-40 % intervallumot valasztottam az izoldtumok parhuzamos

DGGE vizsgéalatdhoz.

0 % 40 % 0 % 40 %

19. dbra: A parhuzamos DGGE vizsgélat sordn alkalmazand6 optimalis denaturdlészer
koncentracié meghatarozdsa merdleges denaturdld gradiens gélelektroforézissel Campylobacter
Jjejuni (A) és Campylobacter coli (B) torzsek esetében

A parhuzamos DGGE vizsgdlatok sordn a DNS mintdk az elektroforézis irdnydval megegyezd
irdnyban haladnak. A két szl szétvaldsanak (konformdci6 valtozdsanak) mértékétdl fiiggden a DNS

a gélben lefékezodik, majd megdll, és a festést, valamint eldhivast kovetéen egyetlen, hatirozott
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fragmentumként jelenik meg. A péarhuzamos DGGE vizsgilatokndl alkalmazott denaturdldszer
koncentracio-tartomdny megfelelének bizonyult az izoldtumok kozétti szekvencia kiilonbségek

kimutatdsdra, mint ahogyan azt a 20. dbra is szemlélteti.

S 2 0 M e = = o E

2 5 & & B BE B B o 8 & 2

PRl ——._- e —
- - 0000 e

20. dbra: Campylobacter izolatumok fla-1GS fragmentumainak elhelyezkedése a denaturdld
poliakrilamid gélben parhuzamos DGGE vizsgalatot kovetoen

C. coli izoldtumok: SVC-5, SVC-1, SVC-6, SVC-7, SVC-9, 2219/1, 2236/2, 2248/2; C. jejuni izoldtumok: SVC-4,
SVC-11

A poliakrilamid géleken megjelent fragmentumok kiilonbdzé magassdgban valé elhelyezkedése
nem a DNS-ek eltérd méretébdl, hanem a fragmentumok szekvencidjidban 1évé kiilonbségekbdl
adédott. Az egyes izolatumok esetében kapott DNS sdvok véandorldsi tdvolsdgénak

0sszehasonlitdsdbol dendogramot készitettem, amely a 2/. dbrdn l14thato.

A DGGE vizsgilat eredményei alapjan megéllapithat6, hogy az 55 izoldtumot 17 (a tipus- és
referenciatdrzsekkel egyiitt 20) csoportba lehetett sorolni a fragmentumok denaturdlé gélben torténd
elhelyezkedése alapjan. Megallapithatd tovabbd, hogy az eljards a két faj elkiilonitésére nem
alkalmas, mivel egyes hasonldsdgi csoportok esetében a 100 % azonossdgot mutatd izolatumok
kozott mind a C. jejuni, mind a C. coli fajhoz tartozé torzsek megtaldlhatéak voltak. Az egyes
klaszterek kozotti nagyon kis hasonlésagi szdzalék a kiértékelés soran figyelembe vehetd egyetlen
fragmentumra vezethetd vissza. Az amplikonokon beliili szekvencia kiilonbségek kovetkeztében
kialakul6 részleges denaturdcié kimutathaté mértékii kiilonbségeket jelentett az amplikonok
vandorldsdban ahhoz, hogy igy a szekvencia polimorfizmus kimutathaté legyen. A 1.1 melléklet
33. és 34. dbrdjdn a két faj izoldtumaibdl kiilon-kiilon elkészitett dendogramok lathatok. A 31
vizsgélt C. coli izoldtum nyolc, mig a 24 C. jejuni tizenkét csoportba volt sorolhat. A mddszerrel

azonosnak bizonyul6 izoldtumok ebben az esetben is eltérd forrdsbol szdrmaztak.
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0
=100

—|: 341 C. jejuni hurman
SWC-4 C. jejuni barormfi

22481 C. coli tej
2248/2 C. col tej
[ 226541 . coli gzarsasmarha
11601 C. jejuni szarvasmarha
13096 . jejuni barormi
14464 C. col sertes
— 14575 C. col SEes
14591 C.cal barorrfi
31581 C. coli hurman
32203 C. jejuni hurman
1312002 C. jejuni s7arvasmarha
{ 13144 C. jegjuni szarvasmarha
1162373 C. jejuni szarvasmarha
14573 C. coli sEMEs
18741 C. coli barormfi
22211 C. col tej
222142 C. col tej
226441 C. coli tej
28045 C. coli human
31098 C. jejuni hurman
31208 . coli human
SVC-5 . coli baromfi
— SVC-B C. col baromfi
SVC-T C. col baromfi
226412 C.col e
14458 C.jejuni bararmfi
2BH52 C. jejuni hurnan
31128 C. jejuni hurman
31815 C. jejuni hurmian
WC-11 C. jejuni barormfi
- L 14771 C. coli SEMes
30168 C. jejuni human
1486441 C. jejuni szarvasmarha
_| HNCHWE 2000047 Campylobacter cali
11628 C. jejuni szarvasmarha
14538/2 C. jejuni szarvasmarha
16020/2 C. coli barormfi
221841 C. col tej
221942 . col tej
223441 . col tej
223672 C. col SEes
224573 C. cal sertes
226673 C. col sertes
28890 C.jejuni human
28077 C.cal hurman
32118 C. jejuni human
32637 C. jejuni hurman
SWVC-1 C. coli baromfi
L—— SvC-3 C. jegjuni baromfi
SvC-9 C. coli barorfi
| 14568 C. coli sertés
! 2236/ <. cal sertés
13148 C. jejuni barormifi
31422 C. jegjuni hurmnan
CCM B2147 Camnpylobacter jgjuni
CCM 7227 Campylobacter cali
HHCHME 2000068 Campylobacter jgjuni

21. dbra: A Campylobacter izolatumok parhuzamos DGGE vizsgalataval kapott dendogramja
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5.4.2.4. Campylobacter izolatumok vizsgdlata heteroduplex mobilitdsi eljdardssal

Az izolatumok heteroduplex mobilitasi analizise (HMA) soran a C. jejuni CCM 62147 és a C. coli
CCM 7227 torzsek flagellin gének kozotti intergénikus régidjanak a CF02-CFO3 primer parral
felszaporitott szakaszat hibridizaltattam a vizsgalandé izolditumok ugyanezzel a primer parral

amplifikélt szakaszaval.

A két kiilonboz6 torzsbol szdrmazé DNS-ek egyiittes hddenaturdldsa, majd lehiitése sordn az
esetlegesen kialakulé heteroduplexek elektroforetikus mozgékonysdga megvdltozik, ennek
kovetkeztében a gélben az elektroforézis sordn lassabban véandorolnak. Az azonos amplikonok
renaturdcidja kovetkeztében nagyobb mozgékonysidgi homoduplexek jonnek létre. A 22. dbrdn
Campylobacter izolatumok C. coli és C. jejuni torzsgyljteményi (CCM) torzsekkel kapott
heteroduplex mobilitdsi vizsgalatdnak eredményei lathatok.

A) 7F

9 N 2 = e e 2 2 2 o= = owmoFom T £
. = = 3 a2 3 28 & B2 E O I o= ¥ = =
Meret ey L] L} = o iy L} == - ] # Lt r— L} =
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-
500 . - j } Heteroduplexek
200 — el e | A 1 .:d H t’ bl —r— i _} Homoduplexek
- - - —_— —
. = = 3 0= 2 8 & 8 E &8 b o 2 5-32
Méret =1 =y Fl =1 = Wy =3 - — L] o — £ oy
L | L | —_ L | [ar] — — L} - — e — — [ L | L |
(bp.) o
= -
- W

500 m—

Heteroduplexek

200 —— HHHUHHHHHHEUHUPH Homoduplexek

22. dbra: Campylobacter izoldtumok heteroduplex mobilitdsi vizsgalata sordn kapott mintdzatok a
Campylobacter coli CCM 7227 (A) és a Campylobacter jejuni CCM 6214" (B) torzsekkel val6
hibridizalas esetén

(C. coli izolatumok kék szinnel, a C. jejuni torzsek piros szinnel kiemelve)
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Az izoldtumok tobbsége mind a C. coli, mind pedig a C. jejuni tdrzsgylUjteményi torzzsel képzett
heteroduplexeket, azonban a molekuldk mozgékonysigaban lényeges eltéréseket tapasztaltam. A C.
jejuni torzs esetében szamos heteroduplex molekula a homoduplexekkel kozel azonos
elektroforetikus mobilitdssal rendelkezett, amely a nagyfokd szekvencia hasonlésdggal
magyarazhaté. Ezekben az esetekben ugyanis a keletkezett heteroduplex molekuldkban csak néhany
olyan bdzis taldlhat6, amelyek kozott a hidrogén hidak nem tudtak 1étrejonni, ezért
konformacidjukban csak kismértékli valtozds jott Ilétre, amelynek kovetkeztében ezek a
heteroduplexek a poliakrilamid gélen a homoduplexek kozelében helyezkedtek el. Az izolatumok
specifikus primerekkel felszaporitott szakaszdnak C. coli torzsgyljteményi (CCM) torzsbol
szdrmazé DNS-sel valé hibridizdldsa sordn olyan heteroduplex molekuldk jottek létre, amelyek
elektroforetikus mobilitdsa a DNS szalak kozott kialakult kisszdmt H-hid kovetkeztében jelentOsen
lecsokkent. A 22/A. dbrdn koriilbelil 500 bazispir magassdgban lithatok a homoduplexekhez

képest joval lassabban vandorlé heteroduplex molekuldk.

A heteroduplex mobilitdsi vizsgélat eredményeképpen elkészitett kombindlt dendogram (23. dbra)
alapjan a vizsgalt 55 izolatum 16 egyedi mintdzatot mutatott, amelyek o6t elkiiloniilé csoportba
voltak sorolhatok. Szinte valamennyi klaszter esetében megfigyelhetd, hogy a 100 %-os
hasonl6sagi csoportokba mindkét faj izoldtumai egyarant el6fordulnak. Megallapithat6 tehat, hogy a
mobdszer a vizsgilt izolatumok faj szintli elkiilonitésére nem alkalmas, azonban a vizsgalt révid

DNS darabok szekvencia kiilonbségeinek kimutatisa az eljaras segitségével megvaldsithato.

A 11.1 melléklet 35-36. dbrdjan a két faj izolatumaibdl kiilon-kiilon elkészitett kombindlt
dendogramok lathatok. A 31 C. coli torzs hét elkiiloniild klaszterbe tartozik, és megfigyelhetd, hogy
a 100 % hasonldsagot mutatd csoportokba kiilonbdzd forrasbdl szarmazo izoldtumok taldlhatok. A
moédszer a 24 C. jejuni izolatumot 12 klaszterbe sorolta, és ebben az esetben is eltérd eredeti

torzsek mutatnak 100 % hasonldsdgot egymassal.
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13098 C. jejuni baromfi
1603073 C.cal baromfi
22181 C.cal ji=]
211412 C.col =]
22341 C. ol &)
223612 C.col SEMES
224373 C. coli SEMEs
225673 C.col serés
28880 C. jejuni hurmnan
20077 C.cal hurman
30168 C. jejuni human
32203 C. jejuni hurnan
32657 . Jejuni huran
SYC-1 C.col baramfi
SVC-9 C. coli baromfi
— 131202 C. jejuni sZarvasmarha
HHCME 2000047 Campylobacter cal
SWC-3 C. jejuni baromfi
SWiC-4 . jEjuni baromifi
14458 C. jejuni baromfi
14464 C.cal SEMES
14573 C.col SEMes
14864/1 C. jejuni sZarvasmarha
— 289512 C. Jejuni human
31128 C. jEjuni hurman
31813 C. jEjuni human
SvC-11 C. jejuni baramfi
—— 14 C.cal sertes
CCM 7327 Campylohacter coli
11623/3 C. jjuni szarvasmarha
14575 Cocol serés
31088 C. jejuni hurman
L—— 11628 C. jejuni szarvasmarha
31411 C. jejuni human
32118 C. Jejuni human
11601 C. jejuni szarvasmarha
] 14531 C.cal baromfi
2248N C.cal =]
234812 C. cal =]
22681 C.col sZarvasmarha
31881 C.cal human
~{ — 31421 C. jejuni human
226412 C. col tej
18741 C.col baromfi
22211 C. coli e
Il 292112 C caol tej
] 226411 . cal tej
26045 C.col human
31308 Cocal hurnan
SVC-E C. coli baromfi
SVC-B C.coli baromifi
[ SYC-T C.col baromifi
14145 C_jejuni haromfi
14568 C.coli Serés
273813 C.cal SeMes
13144 C. jEjuni SZaArvasmarha
E 1453872 C. jEjuni sIarnvasmarha
HHNCME 200006 Campylobacter jejuni
CCMEB2147 Campylobacter jejuni

23. dbra: A Campylobacter izolatumok heteroduplex mobilitési vizsgdlatdnak C. coli és C. jejuni

torzsgytijteményi (CCM) torzssekkel kapott eredménye
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5.4.2.5. A Campylobacter izoldtumok flaA - flaB intergénikus régiojanak (IGS)
szekvencia polimorfizmusa

Mivel a vizsgélt 55 Campylobacter izolatum flaA — flaB intergénikus régidjanak DGGE és HMA
analizise a szekvencidk kiterjedt polimorfizmusdra utalt, ezért kozvetlen szekvenalassal
meghatdroztam a szekvencia eltéréseket. Az intergénikus szekvenciat a CF03 és CF04 primerekkel
amplifikdltam, majd a kapott amplikonokat megszekvendltattam. Az amplikonok kozott méretbeli
eltérés is megmutatkozott; a legrévidebb, 174 bazisnyi szekvencidval a 14538/2 jeli C. jejuni, mig a
leghosszabbal (209 bdazis) a 14568 és a 2236/3 jelu C. coli izolitumok rendelkeztek. A
Campylobacter izoldtumok intergénikus szekvencidjanak illesztését kovetdéen (/1.2 melléklet)
megéllapithaté volt, hogy mig a felszaporitashoz alkalmazott primerek kapcsolddési helyei nagyon
konzervativak, addig a szekvencidkon beliil jelentds polimorfizmus tapasztalhatd. A 24. dbrdban
foglaltam Ossze a vizsgdlt szekvencidk kozott tapasztalt jelentds kiillonbségeket. Egyes izolatumok
esetében nagyobb foku szekvencia eltérések voltak megfigyelhetok. Harom izoldtum esetében
(14568 - C. coli, 2236/3 - C. coli és 13120/2 — C. jejuni) 24, illetve 25 bazisnyi szekvencia
beékelddés volt kimutathat6, mig a 13144 jelii C. jejuni esetében egy 12 bazisnyi addiciét mutattam

ki, a 14538/2 C. jejuni intergénikus szekvencidjiaban pedig egy 15 bazisnyi delécié fordult elo.

1 76
;*************************A**A**A*****AA.**A***************I*AC*A*AG**G_
i c i | [clcTope c Gl § ca Acaaa
C C C
7 152
A i -« GG * * CRA B % * % * (0% * % % x QIR * * % * % * % P—
GA B GcAc calliC G c ccB i | -\ele GG G
- ca AGCG [ | aa
[ | C
A
153 213

:*** * x C C * K % CAAACI***************C***m
c Aclce G-G €C caRc |
c A c---¢

24. dabra: A flaA - flaB intergénikus szekvencidk bazissorrendjében tapasztalhato kiilonbségek a
szekvencidk illesztését kovetden

(csillaggal jelolve azok a bazisok, amelyek valamennyi izoldtum intergénikus szekvencidjaban megegyeztek, a
kiilonbségek esetében azok a bazisok keriiltek kiemelésre, amelyek a kiilonboz6 szekvencidkban eltértek, mig
aldhuizdssal a primerek kotddési helyei vannak kiemelve)

A szekvendldssal meghatarozott bazissorrendek alapjan elkészitett filogenetikai fa a vizsgdlt 55
izolatumot 26 elkiiloniilé csoportba sorolta (25. dbra). A nagyobb méretli szekvencia beékelodéssel
és szekvencia kieséssel jellemzett izolditumok a filogenetikai fidban narancssirga, illetve lila

keretben lathatok.
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13144
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| | 22363
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— 22642
14771
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224872

13145
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31981

221912
SvE-5
221341
N 22865
22344
15030/3
23390
29077
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22495
32657

25. dbra: A flaA és flaB gének kozti intergénikus szekvencia bazissorrendjén alapuld filogenetikai

torzsfa

(Piros szinnel jelolve a C. jejuni, mig kék szinnel a C. coli izoldtumok)

A szekvencia adatok alapjan kialakitott 26 csoportbdl két klaszter esetében figyelheté meg, hogy a
100 %-os hasonlésagot mutaté izoldtumok kozott C. coli és C. jejuni fajba tartozé torzsek egyarant
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megtaldlhatok (a két csoport fekete szinli keretben lathaté a 25. dbrdn). Ezek alapjan
megéllapithatd, hogy a flaA és flaB gének kozotti intergénikus szekvencia ugyan szamos izoldtum
esetében jelentds polimorfizmust mutat, a két legjelentésebb termofil Campylobacter faj (C. coli és
C. jejuni) izoldtumaindl a szekvencia azonossdgok, illetve kiilonbozdségek nem mutattak faji
jellemzoket. A szekvencia analizis eredményeit Osszevetve a DGGE és a heteroduplex mobilitasi
vizsgalat eredményeivel elmondhatd, hogy bar az utébbi két médszer a torzsek tipizdlasara kevésbé
alkalmas (mindkét eljarassal kevesebb klaszterbe volt sorolhat6 a vizsgalt 55 izolatum), azonban a
vizsgalt DNS szakaszok kozotti kiillonbségek kimutatdsdra megfeleld6 moédszereknek bizonyultak.
Mind a DGGE, mind pedig a HMA esetében megfigyelhetd (21. és 23. dbra), hogy az azonos
bazissorrenddel rendelkezd izolatumok ugyanabba a (100 %-os) hasonldsagi csoportba tartoztak.
Megfigyelhetd tovabbd, hogy ezekbe a csoportokba esetenként olyan izoldtumok is besoroldsra
keriiltek, amelyek szekvencidja eltérést mutatott a csoport tobbi tagjdhoz képest, rimutatva ezdltal a

két médszer kisebb érzékenységére.

5.4.5.6. Campylobacter izoldtumok tipizdlasa RAPD-PCR analizissel

A Campylobacter izolatumok molekuldris mddszerekkel torténd vizsgilata sordan a RAPD-PCR
analizishez négy oligonukleotid primert probéltam ki (OPE15, OPE18, P272 és M13), amelyek
koziil a P272 esetében szdmos izoldtum nem adott PCR terméket, igy az eredmények kiértékelés
sordn az ezzel a primerrel kapott mintdzatokat figyelmen kiviil hagytam. A masik hdrom primer
koziil az M13 miniszatellit eredményezte a legtébb fragmentumot és a legtdbb elkiiloniild
mintdzatot az izoldtumok vizsgilata soran. Ezekre az eltérd ujjlenyomatokra lathaté példa a 26.

dbrdn.

Meéret
(bp)

2176
1766
1230
1033

653

517
435

394

26. dbra: A Campylobacter izolatumok RAPD-PCR analizisének eredményei M 13-as miniszatellit
primerrel

C. coliizolatumok: 2221/2, 18741, 2219/1, 2236/2, 2248/2, 14464, 2221/1, 15030/3, 2234/1; C. jejuni izoldtumok:
31098, 13145, 32657, 32118, 13096
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A hérom primerrel kapott mintdzatok alapjan elkészitettem az izoldtumok kombinalt dendogramjéat
(27. dbra), amely alapjan jol lathatd, hogy az eljaras segitségével a vizsgalt izoldtumok két nagy
csoportra oszthatok. Az elsd csoportba a Campylobacter jejuni, mig a masodikba a C. coli fajhoz
tartozd izoldtumok tartoznak. A csoportokon belill az izolatumok tovabbi, kisebb hasonldsagi
csoportokra oszthatdk, amelyek 20 % koriili hasonldsdgi szint mellett védltak el egymadstol. A
vizsgélt izoldtumok kozott Osszesen 55 (a torzsgylijteményi torzsekkel egyiitt 59) egyedi mintdzatot

lehetett megfigyelni.

Az izoldtumok fajonként elkiiloniilé kombindlt dendogramjai a /1.1 melléklet 37. és 38. dbrdin
lathatok. Valamennyi C. coli és C. jejuni izoldtum egyedi mintdzatot mutatott a hdrom primer
kombinélédsdval elkészitett torzsfa alapjan. Még azok az izoldtumok is mds-mds torzsekhez
tartoznak a fajon beliil, amelyek ugyanabb6l a mintdbdl, ugyanabban az idOpontban keriiltek

izolélasra (példdul a tejbdl izolalt 2219/1 és 2219/2 C. coli torzsek).
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14573 C.caoli sEMés
M HMCWMB 2000047 Campylobacter coli
SWC-T C.caoli barormfi
1603043 C.coli baromfi
— 22341 C.coli taj
221972 C.coli tej
14575 C.coli ertés
31441 C.col hurnan
1471 C.coli serles
M 22211 C.coli tej
220112 C coli tej
18741 C.col baromfi
221891 C.coli tej
_|: 224412 C.coli tej
14464 C.coli SEMes
— 2286/2 . col seres
CCM 48877 Campylobacter lari
% HNCHWE 200008 Campylobacter jgjuni
CCUG 149137

Campylobacter upsaliensis

27. dbra: Az izolatumok RAPD-PCR analizise sordn hdrom primerrel kapott kombinalt
dendogramja



5.4.5.7. A PCR alapii molekuldris modszerek dsszehasonlitdsa diszkrimindcios képességiik
alapjdn

A hat PCR-alapti molekularis mddszer tipizalasi célra val6 alkalmazhatésdgdnak 6sszehasonlitdsa
érdekében valamennyi eljards esetében meghatdroztam a Simpson-féle diverzitasi indexet (,,1-D”)
az Osszes izolatum egyiittes, valamint a két faj izoldtumainak kiilon-kiilon torténd vizsgalata soran.
Az igy meghatéarozott diverzitasi indexeket a 24-25. tdbldzatokban tiintettem fel. Egy mddszer

diszkriminativ tulajdonsidga abban az esetben tekinthetd jonak, ha az ,,1-D” értéke 1-hez kozelit.

24. tdbldzat: Az alkalmazott molekuldris moddszerek diszkriminativ tulajdonsdgdnak
Osszehasonlitisa a Simpson-féle diverzitasi értékek alapjan az Osszes torzs egyiittes vizsgélata
esetén

fla-1GS- fla-1GS- fla-1GS-
Jellemzék ~ rDNS-RFLP  flaA-RFLP RAPD-PCR

DGGE HMA ST*

Diverzitasi 0,141 0,989 0,859 0,872 0,924 1
index (,,1-D”)

*szekvencia tipizalas

Az izolatumok egyiittes vizsgdlata sordn meghatdrozott diverzitasi értékek alapjan elmondhato,
hogy az rDNS-RFLP vizsgilat esetében az ,,1-D” érték nagyon alacsony (0,1 koriili érték), mig a
tobbi eljards diverzitasi indexe kozelebb all az 1-hez. A legmagasabb értéket a RAPD-PCR analizis
esetében kaptam, amelytdl a flagellint kodold flaA gén RFLP vizsgédlatdnak diverzitdsi indexe csak
kismértékben tért el. A fla-IGS szekvencia tipizdlas szintén jelentds mértékii elkiilonitést tett
lehetévé, mig a fla-IGS-HMA és a fla-IGS-DGGE ,,1-D” értékei mar alacsonyabbnak bizonyultak,

jelezve ezaltal a modszerek kevésbé diszkriminativ tulajdonsagat.

25. tabldzat: A Simpson-féle diverzitasi értékek a két faj torzseinek kiilon-kiilon torténd vizsgélata
sordn

fla-1GS- fla-1GS-  fla-1GS-

Jellemzok Faj rDNS-RFLP  flaA-RFLP RAPD-PCR
DGGE HMA ST
Di s C. coli 0,127 0,972 0,804 0,796 0,832 1
iverzitasi
index (,,1-D”)  C. jejuni 0,163 0,993 0,895 0,899 0,953 1

A diverzitasi indexeket kiilon-kiilon meghatirozva az egyes fajok izoldtumainak vizsgdlata sordn
megfigyelhetd, hogy a C. jejuni faj torzsei esetében jobb diverzitasi index értékeket kaptam, mint a
C. coli torzseknél, igy a médszerek a C. jejuni fajba tartozé izoldtumok tipizdldsa esetén nagyobb

mértékil elkiilonitést tesznek lehetové. A RAPD-PCR analizis ,,1-D” értéke mindkét faj esetében 1
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volt, tehdt ez a moddszer mutatkozott a leginkdbb diszkriminativnak az izoldtumok fajonkénti

* O
*

vizsgélatanal.
5.4.5.8. A molekuldris modszerek eredményeinek statisztikai értékelése
Az izolatumok rDNS-RFLP, flaA-RFLP, fla-IGS-DGGE, fla-IGS-HMA ¢és RAPD-PCR
moédszerekkel torténd  vizsgédlatainak statisztikai  kiértékeléséhez fOkomponens analizist
alkalmaztam, amelynek eredménye a 28. dbrdn l4thato.
20 *
/ -- ) 1c hd ¢
/" ANEARS TN\
*
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Scores for PC1 (59%)

28. dbra: Az izolatumok mindségpontjainak elhelyezkedése az elsd és masodik fokomponens altal

meghatarozott vetitési sikon

A f6komponens analizis eredménye alapjdn megallapithatd, hogy az 55 izoldtum a vizsgélt ot

mobdszerrel faj szinten jol elkiiloniilt egymastdl. Az izoldtumok ugyanis két elkiiloniilé csoportba

(C. coli és C. jejuni) voltak sorolhatdk abban az esetben, ha az 6t médszerrel kapott eredményeket

egylittesen vettem figyelembe.
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6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE, KOVETKEZTETESEK

6.1. A szelektiv dusitas hatasa termofil Campylobacter torzsekre

Az élelmiszerekben viszonylag kis szdmban megtaldlhaté patogén baktériumok, mint példdul a
termofil Campylobacter fajok kimutatdsa esetén sziikséges egy elOzetes dusitds, amelyhez
kiilonboz6 szelektiv adalékanyagokat tartalmazé duasité folyadékokat alkalmaznak (Gharst et al.,
2006). Ezek az adalékanyagok szelektiven gétoljdk a nemkivédnatos mikrobdkat a kimutatni kivant
baktériumokkal szemben. A dusitds sordn azonban a kiilonb6z6 felddsitand6 fajok esetlegesen
elter6 modon szaporodhatnak, amely eredményeként bizonyos fajok vagy torzsek
visszaszorulhatnak, {gy el6fordulhat, hogy a késdbbi, szelektiv tdptalajon torténd kimutatds sordn a
vizsgélt nagyon kicsi (példdul oltdkacsnyi) mintamennyiségben mir meg sem jelennek. Ronner és
munkatdrsai (2004) humdn, valamint baromfi eredetii Campylobacter torzsek vizsgilata sordn
megfigyelték, hogy az azonositott izoldtumok jelentds része a C. jejuni fajba tartozott. Hasonld
megfigyeléseket tettek Gharst és munkatdrsai (2006) szarvasmarha eredeti Campylobacter
izolatumok azonositdsa sordn. Egy madsik kutatdcsoport azt is megfigyelte, hogy a dusitds sordn
egyes C. jejuni torzsek jobban szaporodnak, mint a faj mds térzsei (Newell et al., 2001), azonban az

egyes fajok kozotti kompeticidt részletesebben eddig még nem tanulmanyoztak.

Munkam soran a szabvanyos vizsgalatokhoz javasolt Bolton szelektiv dusit6 folyadékot alkalmazva
a C. coli és a C. jejuni fajba tartozd kiilonbozd torzsek egylittes dusitdsa sordn vizsgédltam az
izolatumok egymdshoz viszonyitott szaporodasi képességét az ISO szabvény szerinti 41,5 °C-os
tenyésztést alkalmazva. A dusitast kovetden a Bolton szelektiv dusitoba parban oltott C. coli és C.
Jjejuni izolatumok koziil a C. coli torzsek az esetek tobbségében gyorsabban szaporodtak, mint a C.
Jjejuni torzsek (taln6tték ezen izolatumokat), amely megfigyelés szamos kombinacié (eltérd aranyud
beoltds) esetében igazolhatd volt. A C. jejuni csak abban az esetben volt jelentdsebb ardnyban
kimutathat6 a dusitas végén, ha a C. coli-hoz képest joval nagyobb mennyiségii sejttel tortént a
beoltds. Eredményeim alapjan elmondhat6, hogy a C. coli és C. jejuni ardnyok a dusitas elott és a
dusitast kdvetden jelentésen eltértek, mivel az egyes kombinédciok esetében a Student-féle t-teszt

eredményei szerint a ,,p” val6sziniiségi értékek kisebbek voltak, mint 0,05.

Mivel az élelmiszer és egyéb mintdk esetében csupan 6t vagy anndl kevesebb telep visszaizoldldsa
torténik a szelektiv agarokrdl (EN ISO 10272-1:2006), vizsgélati eredményeim azt mutatjdk, hogy

egy kevert tenyészetet (C. jejuni-t és C. coli-t egyarant) tartalmazé minta esetén a C. coli nagyobb
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valésziniiséggel lesz kimutathaté, mint a C. jejuni. Igy az élelmiszermintik feldolgozdsa sorin
szelektiv dusitast alkalmazva kovetkeztetéseink a domindns Campylobacter fajt tekintve
helytelenek lehetnek, ezért a minta feldolgozas sordn a szelektiv agarra torténo szélesztés mellett

egyéb, kozvetlen médszerek (példaul PCR-alapu eljardsok) alkalmazasa is javasolt.

Annak ellenére, hogy megfigyeléseim alapjdn a C. coli és C. jejuni torzseket egyarédnt tartalmazé
kevert tenyészetekbdl a C. coli faj tagjai nagyobb valdszintiséggel lesznek kimutathatok a C. jejuni
torzsekhez képest, szdmos vizsgdlat eredménye azt mutatja, hogy az élelmiszer- és egyéb mintak
esetében a C. jejuni a dominans faj (Mgller Nielsen és Ladefoged Nielsen; 1999; Obiri-Danso et al.,
2001; Whyte et al., 2004). Ennek egyik magyarazata lehet a Thomas és munkatarsai (1999) dltal is
lefrtak, miszerint stressz hatdsdra (példaul kiilonb6z6 hémérsékletek) a négy vizsgdlt termofil
Campylobacter faj koziil (C. jejuni, C. coli, C. lari és C. upsaliensis) a C. jejuni és C. lari torzsek
bizonyultak leginkdbb ellendllénak, mig a mdsik két faj tdlélése kisebb volt. A termofil
Campylobacter fajok tdlélését a hdmérsékleten til azonban mas tényezok is befolydsolhatjak, igy

példaul az UV sugérzds is (Obiri-Danso et al., 2001).

6.2.  Elelmiszer-biztonsagi szempontbél jelentés baktériumok azonositésa és tipizalasa PCR

alapi molekularis modszerekkel

6.2.1. Escherichia coli izolatumok kimutatasa és azonositasa duplex PCR modszerrel

Az élelmiszer eredetii patogének egy kiemelkedd csoportjat alkotjdk a Shiga toxint termeld
Escherichia coli torzsek, amelyek kiilonbozd, sulyos megbetegedések kialakuldsaért feleldsek
(Hornitzky et al., 2002). A STEC csoporton beliil bizonyos térzsek, mint példaul az O157, az O111,
az 026 és az 0103 szerotipusba tartozok gyakrabban okoznak humén megbetegedéseket (Paton és
Paton, 1998), mint mds patogén E. coli torzsek, igy kimutatdsuk és vizsgélatuk az élelmiszerek
biztonsdga szempontjabdl 1ényeges feladat. Az elmilt néhdny évtizedben kifejlesztett molekuléris
bioldgiai médszerek alkalmazasaval a patogének azonositdsa és tipizdldsa kdnnyen megvaldsithatd.
Szamos olyan PCR-alapi mddszer keriilt kidolgozasra, amelyek segitségével egyetlen reakciban,
eltérd célszekvencidkra specifikus primerek segitségével mutathatok ki a patogén Shiga toxint
termeld E. coli torzsek (Franck et al.,, 1998; Wang et al., 2002; Osek, 2003). A STEC és az
O157:H7 szerotipusu torzsek detektdlds sordn gyakori célszekvencidk a Shiga toxint kédold stx

gének, az intimint kédol6 eae gén, valamint az enterohemorrdgids E. coli enterohemolizinjét kodold

hlyA gén (Fratamico et al., 1995).
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Megfeleld mindségli és biztonsdgos élelmiszerek eldallitdsa céljabol olyan duplex PCR mddszert
dolgoztam ki, amelynek alkalmazdsa révén lehetoség nyilt a friss fekdlids szennyezettségre utalo E.
coli detektdlasa mellett a faj O157:H7 szerotipusu torzseinek kimutatdsira is. A detektdlashoz
olyan, irodalmi adatok alapjan kivélasztott PCR primereket (Wang et al., 1997) haszndltam,
amelyek alkalmasak egyrészt az E. coli fajba tartozd torzsek (faj-specifikus primer pér), masrészt
pedig az O157:H7 szerotipus kimutatdsara (szerotipus-specifikus primer par). Az eljards optimdldsa
soran kiillonb6z6 szerotipusu torzseket vizsgdlva azt tapasztaltam, hogy az O157:H7 és O157:H
torzseken kiviil egyéb szerotipusok (026:H11, O103:H2, O111:H’, O113:H21) esetében mind a
szimplex, mind pedig a duplex PCR reakciéban amplifikdcids termék képzodott az EHEC O157:H7
torzsekre specifikus primerekkel. Ez a megfigyelés dsszhangban van a Paton és Paton (1998) éltal
kapott eredményekkel, ugyanis a szerzOpdros munkdja sorén a hlyA génre specifikus primer péarral
nemcsak az 0157 szerotipusu torzseknél kapott jelet a PCR reakciét kovetden, hanem tdobbek kozott
egy O111 és egy O113 torzs esetén is. Meng és munkatérsai (1998) megéllapitottdk, hogy az éltaluk
vizsgélt valamennyi O157:H7 szerotipusui E. coli torzs, illetve a nem-O157 EHEC torzsek jelentds
hanyada is rendelkezik az enterohemolizint kédolé génnel. Megfigyelték tovabbd, hogy szamos
nem-O157:H7 torzs szintén hordozza az EHEC hlyA gént. Wang és munkatérsai (2001) multiplex
PCR reakcidban szintén kimutattdk, hogy az O157 szerotipusu torzseken kiviil O111, 091 és O128
szerotipusu izoldtumok is adtak jelet az enterohemolizin génre specifikus primereket alkalmazva.
Stephan és Hoelzle (2000) megéllapitottdk, hogy a hlyA génnel nem rendelkez6 STEC torzsek
csokkent patogenitdst mutathatnak, vagy nem humanpatogének, tehét az enterohemolizint kédol6

gén az E. coli torzsek egyik jelent6s virulencia markere és virulencia faktora (Meng et al., 1998).

A kidolgozott duplex PCR eljarést alkalmaztam baromfihisrdl, tovabba baromfihissal, tokehussal
és sajttal érintkezd feliiletekrdl izolalt, feltételezetten az Escherichia coli fajba tartozé izoldtumok
azonositdsdhoz. Az azonositds sordn az izoldtumok faji hovatartozdsa megerdsitésre Kkeriilt
(valamennyi izolatum esetében keletkezett PCR termék a malB génre specifikus, a faj detektdldsara
alkalmas primerekkel), azonban sem O157:H7, sem mds olyan szerotipusd torzs nem volt jelen a
vizsgélt izolatumok kozott, amelyek amplifikdlhatdak lettek volna az enterohemolizinre specifikus
primer parral. Az izolalt torzsek RAPD-PCR mddszerrel torténdé molekuldris tipizdldsanak
eredménye azt jelzi, hogy a kiillonb6z6 E. coli torzsek jelenléte, tulélése és terjedési ttvonala igen

jelentds.

Bar Magyarorszagon a verotoxin-termel6 Escherichia coli torzsek nem jelentenek komoly
kozegészségiigyi problémdt (Szeitzné, 2008), kimutatdsukra és azonositdsukra alkalmas gyors

molekuldris bioldgiai modszerekre sziikség van egy esetleges fertdzés sordn a torzsek gyors és
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megbizhaté detektdldsa céljabol. Kapott eredményeim alapjdn megdallapithatd, hogy az
enterohemolizint k6dold virulencia plazmidra specifikus primerek segitségével az EHEC hlyA gén
adott szakasza felszaporithatd, ez azonban nem csupan az EHEC O157-es szerocsoport detektalasat
teszi lehetévé. A kidolgozott duplex PCR mddszerrel igy az E. coli faj kimutatisan kiviil az
O157:H7 és O157:H szerotipusi torzsek mellett egyéb, jelentdés patogenitdssal rendelkezd,
élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl fontos Shiga toxin-termeld Escherichia coli torzsek is

detektalhatok.

6.2.2. Campylobacter izolatumok vizsgalata PCR-alapi molekularis biologiai

modszerekkel

A termofil kampilobakterek daltal okozott fertdzések vildgszerte a legjelentdsebb bakterialis
enteritiszt okozé megbetegedések kozott emlithetok annak ellenére, hogy a bejelentett esetek szama
kisebb a valdédi megbetegedéseknél (Djordjevic et al., 2007). A kampilobakterek altal okozott
fertdzések tobb mint 95 %-at a C. jejuni fajba tartozo torzsek okozzdk (Miller and Mandrell 2006),
mig a tobbi esetért els6sorban Campylobacter coli torzsek a felelosek. Az epidemioldgiai
vizsgélatok sordn a fert6zés forrdsanak, illetve terjedési utvonaldnak felderitése céljabol fontos a
kiilonbozé Campylobacter torzsek elkiilonitése, igy az elmilt években szdmos molekularis
tipizaldsi moddszer keriilt kidolgozasra (Wassenaar és Newell, 2000). Ezek az -eljardsok
kiilonbozhetnek iddigényiikben, koltségvonzatukban, reprodukdlhatdésdgukban, valamint az
eredmények interpretdldsanak modjdban, tovdbba diszkrimindcidés képességiik is eltérhet, igy

alkalmazhatésdguk megéllapitdsa a kiilonb6z6 Campylobacter torzsek jellemzése sordn lényeges.

Az eltérd forrdsbol szdrmazé Campylobacter izolatumok azonositdsdhoz és tipizdldsdhoz PCR-
alapd molekuldris biol6giai mddszereket alkalmaztam. Az identifikdldshoz olyan specifikus primer
parokat alkalmaztam (Linton et al., 1997), amelyekkel a C. coli és a C. jejuni torzseket
egyértelmiien el lehetett egymastdl kiiloniteni. A vizsgélt 55 izoldtum 44 %-a (24) a C. jejuni, mig
56 %-a (31) a C. coli fajba tartozott. Az identifikdlds eredménye alapjan a humaén székletbdl
szdrmazo izoldtumok tobbsége (11 izoldtum a 15-bdl), a szarvasmarha izoldtumok nagy része,
tovabba baromfihusrdl, vagy baromfihissal érintkez6 feliiletekrdl szarmazé izolatumok a C. jejuni
fajba tartoztak, mig a tobbi izolatum, koztiik a tejbol és sertésbdl szarmazd Osszes torzs a C. coli
fajba volt sorolhat6. Eredményeim aldtdmasztjdk Cloak és Fratamico (2002) és Ronner és
munkatdrsai (2004) eredményeit, miszerint sertésekben €s sertésfeldolgozé iizemekben a C. coli,
mig a baromfi eredetli mintédkban a C. jejuni a dominéns faj. A baromfihissal érintkez6 feliiletekrol

izolalt Campylobacter torzsek vizsgélata sordn megfigyelhetd volt, hogy a kordbban patogénnel
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szennyezett feliilet fertétlenitése utdn a mikroba jelenléte tovdbbra is kimutathaté volt, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a megfeleld tisztitdsi és fertdtlenitési folyamat hidnydban a
kampilobakterek tilélhetnek a feliilleten és potencidlis veszélyt jelenthetnek a fogyasztd

egészségére.

Evolicids kapcsolatok felderitésére gyakran alkalmazzdk a 16S rRNS-t kédolé géneket, ugyanis
azok a torzsek, amelyek 16S rDNS génszekvencidja 3 % folotti eltérést mutat, szinte mindig eltérd
fajokba sorolhaték (Stackebrandt és Goebel, 1994). A C. coli és C. jejuni fajok azonban nem
kiilonithetdk el egymdstol a 16S rDNS szekvencidk alapjan (Cardarelli-Leite et al., 1996; Marshall
et al., 1999), aminek oka a két faj 16S riboszémélis DNS génjeinek 97 %-nal nagyobb hasonlésdga
(Gorkiewitz et al., 2003). Vizsgilataim arra irdnyultak, hogy a varidbilis és konzervativ régiok
kovetkeztében kialakult mozaikos génszerkezet lehetdséget ad-e a C. coli és C. jejuni torzsek
tipizalasra. Ennek megéllapitasa érdekében 16S rDNS-RFLP mddszert alkalmaztam. A faj szinten
pontosan meghatarozott Campylobacter izoldtumokndl elvégzett vizsgalat alkalmazasaval sem a C.
coli, sem pedig a C. jejuni fajba tartoz6 torzsek jelentds mértékii elkiilonitése nem volt lehetséges.
A mddszer nagyon gyenge diszkriminicids képességére utal az alacsony, 0,141-es Simpson-féle
diverzitdsi index is. A genomban hdrom koépidban megtaldlhaté6 rRNS operon (Parkhill et al, 2000)
16S rDNS génjeinek PCR-RFLP vizsgilata tehiat nem alkalmas a Campylobacter jejuni és C. coli
torzsek molekularis jellemzésére. Eyers és munkatarsai (1993) a termofil Campylobacter fajok 23S
rDNS-ére tervezett primerek segitségével elkiilonitették egymastdl a C. coli és C. jejuni fajokat,
azonban a szekvencia tipizdldsra val6 alkalmazhatdsdgat nem vizsgaltdk. Iriarte és Owen (1996) a
Campylobacter jejuni faj 23S rRNS génjének tipizdlasra valé alkalmazhatésdgat vizsgilta.
Megillapitottdk, hogy mig a nagy riboszoma alegységet kodold gén fajspecifikus jellemzdkkel

rendelkezik, addig a Campylobacter jejuni torzsek fajon beliili elkiilonitését nem teszi lehetové.

A mozgis a poldris flagellumok révén nélkiilozhetetlenek a Campylobacter fajok kolonizaci6jdhoz
(Morooka et al., 1985), igy a flagellum a kampilobakterek egyik jelentds virulencia tényezdje. A C.
jejuni és C coli torzsek flagellin génjeinek (flaA és flaB) bizonyos szakaszai igen konzervativak,
mig mas régidi nagy variabilitdst mutatnak, igy a flagellin fehérjéket kddol6 gének — elsésorban a
flaA gén — vizsgilata elterjedt és ezzel kapcsolatos publikacidkra a szakirodalomban szdmos példa
taldlhaté (Alm, 1993b; Ayling et al., 1996; Chen és Stern, 2001; Etras et al., 2004; Acik és
Cetinkaya, 2006; Djordjevic et al., 2007). A kiilonb6z6 forrdsokbdl szarmazd 55 Campylobacter
izolatum flaA-RFLP molekuldris tipizdldsa sordan hdrom restrikciés endonukledzt (Ddel, a Hhal és
az Alul) talaltam alkalmasnak a PCR sordn felszaporitott DNS szakaszok hasitdsara, amelyek koziil

a Ddel adta a legjobb elkiilonitési specifikussidgot. Eredményeim aldtimasztjdk Ayling és
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munkatdrsai (1996) megfigyeléseit a Ddel restrikcidés endonukledzzal kapcsolatban. A flaA-RFLP
moédszer azonban nem tette lehet6vé a vizsgdlt Campylobacter izolatumok faj szinten torténd
elkiilonitését, tovabbad megfigyelhetd volt, hogy egyes C. jejuni és C. coli izoldtumok harom
enzimmel kapott hasitdsi mintdzata teljesen megegyezett. Bar a szakirodalomban fellelhet6 adatok
alapjan ugyanazon faj torzseinek elkiilonitéséhez elegendd csupdn egy vagy két restrikcids
endonukledzt alkalmazdsa (Thomas et al., 1997; Djordjevic et al., 2007), ennél tobb enzim
hasznélata ritka (Nishura et al., 1996). A két faj torzseink egyiittes vizsgilata esetén azonban a
moédszer diszkrimindcids képességének fokozdsa érdekében sziikséges a feloldoképesség novelése
mds enzim vagy enzimek alkalmazdsa révén. Az eljards az izoldtumok torzs szinten vald
elkiilonitésre alkalmasnak bizonyult, amelyre igen nagy, 0,989-es diverzitési indexe is utal. A flaA-
RFLP mdédszerrdl Djordjevic és munkatdrsai (2007) Campylobacter jejuni izoldtumokat vizsgilva
megéllapitottdk, hogy az eljards a multilékusz szekvencia tipizdlds (MLST) eredményeivel
Osszhangban 1évé eredményeket adott, igy a restrikcids hasitdson alapuld, kevésbé koltség- és

idéigényes maddszer rutin vizsgalatokban az MLST alternativdjaként is alkalmazhato.

Campylobacter izoldtumok azonositdsara és tipizdldsara a flaA génen kiviill més szekvencidk is
alkalmasak, és ezek vizsgdlatira szdmos egyéb eljards is kidolgozdsra keriilt. A jelentds
heterogenitassal jellemezhetd flagellin gének kozotti intragénikus szekvencidn (Thornton et al.,
1990) alapul6 specifikus PCR-es detektalasi eljarast dolgozott ki Wegmiiller munkatarsaival egyiitt
(1993), mig ugyanezen szekvencia denaturdld gradiens gélelektroforetikus vizsgdlatat végezték el
Hein és munkatarsai (2003). Najdenskiék (2008) a flaA gén vizsgalatin alapul6 tenyésztéstol
fiiggetlen DGGE mddszert alkalmaztak broilerek vékonybél mintdjabol C. coli és C. jejuni tdrzsek
kimutatdsdra. A munkdm sordn vizsgélt Campylobacter izoldtumok elkiilonitéséhez 20-40 %-os
denaturdlé komponens koncentricié bizonyult alkalmasnak merdleges denaturdlé gradiens
gélelektroforézis sordn. A modszer bar munkaigényes és a vizsgalhatd célszekvencia mérete is
korlatozott (Green, 2005), a parhuzamos DGGE mddszer alkalmasnak bizonyult az izoldtumok
csoportositdsara a flaA és flaB gének kozti mintegy 180-200 bdzispar hosszisigu intergénikus
szekvenciaban tapasztalhaté nukleotidbazisok eltérése alapjan. Eredményeim szerint a vizsgalt DNS
szakasz szekvencia polimorfizmusa nem mutat faji jellemzoket, ezért identifikalasra nem alkalmas,
amely megfigyelés aldtdmasztja a Studer és munkatarsai (1998) 4ltal kapott eredményeket. Torzsek
kozotti kiillonbségek kimutatasara, azaz tipizdldsra azonban alkalmas lehet, amire még elfogadhato,
0,859-es diverzitasi indexe is utal. Hein és munkatarsai (2003) a fla-DGGE moédszert C. jejuni
izolatumok esetében szintén jol hasznalhatd tipizdlasi eljarasnak taldltdk, azonban C. coli torzsek
esetében nem hatdroztdk meg a moddszer diszkriminativ képességét. Az eljards hatékonysigat

Osszehasonlitva a flaA-RFLP mdédszerrel megallapithatd, hogy a fla-DGGE kevésbé diszkriminativ
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technika. Ez a megfigyelés Osszhangban van a Nielsen és munkatérsai (2000), valamint Hein és
munkatdrsai (2003) éltal kapott eredményekkel Figyelembe kell azonban venni, hogy mig a
restrikcids vizsgdlat a teljes flagellin génre vonatkozik, addig a DGGE a flaA gén 3’ régidjanak,

valamint a flaA és flaB intergénikus szekvencia egy bizonyos részének analizisén alapszik.

A Campylobacter izolatumok flaA-flaB intergénikus szekvencidjanak heteroduplex mobilitasi
analizissel torténd vizsgalata sordn a PCR-rel felszaporitott DNS szakaszok denaturdldsat, majd a
tipus/referencia torzsekkel valé hibridizédlasat kovetden 1étrejott homo- és heteroduplex molekuldak
elektroforetikus mobilitdsa alapjdn megallapithatd, hogy szinte valamennyi izoldtum képzett
heteroduplex molekuldkat, ami a vizsgalt, mintegy 180-200 bazispar hosszisdgi DNS darabok
szekvencia polimorfizmuséara utal. A munkdm sordn vizsgélt Campylobacter izoldtumok esetében a
heteroduplex analizis Simpson-féle diverzitdsi indexe 0,872 volt, amely tiikrdzi a modszer esetleges
alkalmazhatésdgit az egyes torzsek jellemzésére, faj alatti elkiilonitésére, azonban az eljaras faji
azonositdsra szintén nem alkalmas. A kapott eredményeket Osszevetve a flaA-RFLP vizsgalat
eredményeivel megallapithatd, hogy a két moddszer diszkrimindcids képessége jelentds eltérést
mutat, ami a DGGE vizsgélathoz hasonl6an magyarazhat6 a vizsgalt szekvencidk jelent6s méretbeli
kiilonbségével (1700 illetve 200 bazispar). A heteroduplex analizist kordbban tobbek kozott
Salmonella (Jensen és Hubner, 1996), Mycobacterium (Mohamed et al., 2004) és virusok (De
Mendonca et al., 2008) esetében is alkalmas eljardsnak taldltdk tipizdldsi célra, azonban
Campylobacter izolatumok vizsgélatdra eddig még nem alkalmaztik. Ezért a vizsgdlt izolatumok
esetében fontosnak tartottam a flaA-flaB intergénikus szekvencidk bézissorrendjének pontos
meghatdrozasat, és az igy kapott eredmények, valamint a heteroduplex vizsgalatok eredményeinek

Osszevetését.

A flaA és flaB gének kozotti intergénikus szakasz bdzissorrendjének szekvendldssal torténd
vizsgélata sordn kapott eredményeimet Osszehasonlitva a HMA és a DGGE mddszerekkel kapott
eredményeimmel megfigyelhetd, hogy bar mindkét eljards alkalmas volt az azonos szekvencidji
izolatumokat 100 %-os hasonl6sagi csoportokba sorolni, néhdny eltérd bazissorrenddel rendelkezd
izolatumot is ezekbe a klaszterekbe csoportositottak. Ez mindkét technika esetében megfigyelhetd
volt, igy megallapithat6, hogy a mddszerek kisebb foku diszkriminaciés képességgel rendelkeznek,
mint a direkt szekvendlds. A bazissorrend meghatdrozas eredményei tovabba azt is tiikrozik, hogy
bar az intergénikus szekvencidt igen varidbilis régidnak tekintik, ezen DNS szakasz vizsgédlata nem
alkalmas a C. coli és C. jejuni torzsek faj szintii elkiilonitésére, amely megfigyelés aldtamasztja

Studer és munkatdrsai (1998) eredményeit. A két médszer — a heteroduplex mobilitasi vizsgélat és a
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denaturdl6 gradiens gélelektroforézis — ezen megfigyelések alapjin rovidebb génszakaszok kozotti

szekvencia kiilonbségek kimutatasara jol alkalmazhato, tipizaldsra azonban csak korlatozottan.

A véletlenszertien felszaporitott polimorfikus DNS vizsgalatot (RAPD analizist) régéta alkalmazzak
mikroorganizmusok jellemzésére (Williams et al., 1990), igy kampilobakterek esetében is
fellehetdk az irodalomban olyan publikdcidk, amelyekben tipizdldsra alkalmas mddszernek taldltak
a RAPD-PCR analizist (Mazurier et al., 1992; Madden et al., 1996). Az 55 Campylobacter
izolatummal elvégzett RAPD vizsgélat sordn a kivélasztott primereket egyediil alkalmazva az
esetek tobbségében kiilonbozé mintdzatokat kaptam az eltérd fajhoz tartoz6 izolatumok esetében,
azonban a két faj elkiilonitésére nem nyilt lehetdség csupan egyetlen indit6 szekvenciat alkalmazva.
Legaldbb két RAPD primer volt sziikséges a Campylobacter izolatumok kelld hatékonysagu
elkiilonitéséhez, azonban tobb indité szekvencia alkalmazdsa esetén biztosabban lehet meghatdrozni
a torzsek kozotti klonélis kapcsolatokat. Az dltalam kivédlasztott hdrom primer (OPE15, OPE18 és
M13) egyiittes alkalmazdsa esetén lehetdség nyilt a Campylobacter fajok egyértelmi elkiilonitésére
is. Fitzgerald és Swaminathan (2003) kampilobakterek esetén a RAPD analizist egyszerli, gyors és
alacsony koltségvonzattal jaré modszerként irtak le, az eljards hatranyaként azonban megemlitették
kevésbé jo reprodukdlhatésigat, atlagos diszkrimindcids képességét €s az eredmények bonyolult
kiértékelését. Vizsgalataim alapjan az eljarassal kapott eredmények (molekuléris ujjlenyomatok) jol
ismételhetének bizonyultak, tovabba a hdrom primerrel elvégzett RAPD analizis diszkriminicids
képessége bizonyult a legjobbnak az alkalmazott médszerek koziil, és bar az eredmények értékelése
(a molekuldris ujjlenyomatok kiértékelése) valoban nehezebb a tobbi moddszerhez képest,

epidemioldgiai vizsgdlati célokra mégis megfeleld eljarasnak tekinthetd.

A vizsgalt két faj izolatumaira kiilon-kiilon meghatdrozva az egyes eljardsok diszkriminativ
képességét megdllapithat6, hogy mindkét esetben a RAPD-PCR analizis bizonyult a legjobb
mobdszernek a torzsek tipizalasara. A madsik 6t eljards esetében megfigyelhetd volt, hogy a C. jejuni
torzsek esetében mindig nagyobb diszkrimindcids indexeket kaptam, ami a C. jejuni faj torzseinek

nagyobb genetikai variabilitisdra is utalhat.

A flagellin A gén restrikcids fragmentumhossz (flaA-RFLP) vizsgalatan alapulé6 médszer nagyobb
diszkriminacids képességgel rendelkezett az rDNS-RFLP, a fla-IGS-DGGE és a fla-IGS-HMA
eljarasokhoz viszonyitva, igy valamennyi szempontot (id0, koltség, konnyii kivitelezhetdség,
ismételhetdség, valamint az eredmények értékelhetosége) figyelembe véve Campylobacter
izolatumok tipizaldsara és epidemioldgiai vizsgélatdra ezt a modszert javasolndm. Mivel azonban a

flaA-RFLP moédszerrel kapott eltéré mintdzatok a restrikcids endonukledzok felismerd és hasito
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helyeinek eltérése alapjan jottek létre, és nem utalnak a szekvencidk kozotti eltérésekre, igy a
génszekvencidk kozotti  polimorfizmus megéllapitdsira a direkt szekvendlds lehetséges

alternativdjaként a HMA és DGGE mddszerek javasolhatok.

Tudomdsom szerint a szakirodalmakban nem lelhetok fel olyan adatok, amelyek szerint hazai
forrasokbdl szarmaz6é Campylobacter izoldtumok tipizdldsat tobb kiilonbozé PCR-alapi
molekuldris biolégiai moédszerrel kordbban elvégezték volna, igy a munkdm sordn kapott
eredmények a magyarorszagi Campylobacter jejuni és C. coli fajba tartozd torzsek jellemzésére

vonatkozdan djdonsdgnak tekinthetok.

6.3. Az eredmények hasznositasi és tovabbfejlesztési lehetoségei

Az élelmiszer-biztonsdgi, valamint az élelmiszer-higiéniai szempontbol jelentds baktériumok
élelmiszerekbdl torténd kimutatdsa hagyomanyos modszerekkel mind a mai napig nagyon lényeges,
mivel a polimerdz ldncreakcion alapul6 detektdldsi modszerek érzékenysége dltaldban nem éri el a
kivant kimutatdsi hatarértéket, tovdbba a PCR-es kimutatas sordn az €16 és a holt sejtek egyarant
detektdlasra keriilnek. Ugyanakkor azonban hatalmas fejlédést hozott az élelmiszer eredetii
patogének kimutatdsiban a PCR technika, mivel disitds utdn nagyon rovid id6 alatt megbizhat6
eredményekhez vezet. Az alacsony infekciés ddzissal jellemezhetd termofil Campylobacter fajok
kimutatdsa egy komplex élelmiszer matrixbdl vagy egy klinikai mintdbdl versengd mikrobidta
mellett is megvaldsithatd szelektiv disitds folyamédn. Az epidemioldgiai és zoondzisos vizsgalatok
szempontjabol azonban nem lényegtelen, hogy egy mintdbdl, amely C. coli és C. jejuni torzseket
egyardnt tartalmaz, melyik faj lesz kimutathat6 abban az esetben, ha a feltételezett alacsony
sejtszdm miatt szelektiv dusitdst kell alkalmazni. A dolgozatomban bemutatott munka
folytatasaként tovdbbi kisérleteket elvégezve élelmiszermintdk, illetve a kompetitiv mikrobidta és
mas C. jejuni/C. coli torzsek bevondsaval a jelenség 'in vivo’ koriilmények kozotti el6fordulasat is

érdemes lenne megvizsgalni.

Az enterohemorrigids E. coli (EHEC) torzsek koziil els6sorban az O157:H7 és az O157:H
szerotipusu torzsek azonositdsa az altaluk okozott igen sulyos megbetegedések miatt igen jelentds.
Az Escherichia coli faj, valamint az EHEC és egyes Shiga toxin-termel6 E. coli (STEC) torzsek
detektdlasdra kidolgozott duplex PCR moédszer alkalmazdsa az iparban és a diagnosztikai
laboratériumokban egyardnt nagy elonyt jelenthet a termékek friss, fekalids szennyezettségének
kimutatésa, illetve élelmiszer-biztonsdgi szempontbdl torténd megitélése szempontjabol. Mivel az

EHEC torzsek infekcids ddzisa kicsi és az élelmiszer esetleges fertdzottsége nagy veszélyt jelent a
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fogyasztéra nézve, ezért kiilonosen fontos az élelmiszer fert6zottségének vagy patogén
mentességének gyors és megbizhatd kimutatidsa. A vizsgdlt célszekvencidkra (malB és hiyA)
specifikus probdk tervezésével és az eljards tovabbi optimdldsaval olyan duplex real-time PCR
reakcidt lehetne kifejleszteni, amelynek segitségével az E. coli torzsek detektdldsa valds idoben
torténhetne meg.

A termofil Campylobacter fajok, illetve torzsek azonositisa és tipizaldsa, valamint terjedési
utvonaluk feltérképezése megfelelé molekularis bioldgiai mdédszerekkel fontos feladatunk. Az
emberi megbetegedéseket okozé torzsek pontos identifikdldsa elsdsorban a  klinikai
mikrobioldgidban jelentds, mivel a betegség kezelésére alkalmazhat6 antibiotikum tipusa fiigg a
kivalto fajtol. A két faj, valamint a fajok torzseinek elkiilonitése tovabbd azért is fontos, mert egyes
C. jejuni torzsek igen silyos szovodményekkel jar6 idegrendszeri megbetegedéseket is okozhatnak,
mig a C. coli torzsek kevésbé hozhatok oOsszefiiggésbe silyos klinikai tiinetek kialakitaséaval.
Ugyancsak fontos annak pontos feltérképezése, hogy a két faj milyen eredetii élelmiszerekkel keriil
be az élelmiszerlancba, mivel igy a zoondzisokkal kapcsolatosan is pontosabb informacidk allnak
rendelkezésre, és ez megkonnyiti az elleniik valé védekezést. Fontos lenne a két vizsgalt termofil
Campylobacter fajon kiviili egyéb fajok kimutatdsidra hasonl6éan megbizhat6 €s gyors PCR-alapi
technikdkat kifejleszteni, mivel ezek hidnydban pontos faji identifikdlasuk - foként a rutin

vizsgélatok esetében — és jellemzésiik nehezen valdsithaté meg.

A dolgozatban bemutatott kifejlesztett vagy tovéabbfejlesztett médszereknek a kutaté munkdban és a
t4jékozodo vizsgalatokban vald alkalmazhatdsdga igazolasra keriilt, azonban annak eldontésére,
hogy a mddszerek megfeleld teljesitd képességgel rendelkeznek-e és a rutin mikrobioldgiai

diagnosztikdban megbizhatan alkalmazhat6k lennének-e a modszerek validdlasara lenne sziikség.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

(1) Kidolgoztam az E. coli faj és annak O157:H7 szerotipusdnak egyiittes kimutatdsira alkalmas
duplex PCR mddszert, amelynek sordn az izoldtumok gyors és pontos azonositasit két
specifikus primer pér segitségével, egyetlen PCR reakciéban lehet megvalésitani. A mddszer
segitségével a friss, fekdlids szennyezettségre utalé E. coli és az élelmiszer-biztonsagi
szempontbdl igen jelentds EHEC (enterohemorragids Escherichia coli) torzsek mellett néhany

szintén fontos STEC (Shiga toxin-termeld E. coli) torzs is kimutathato.

(2) Osszehasonlitva kiilonbozé Campylobacter jejuni és C. coli torzsek szaporodasi képességét a
Bolton féle szelektiv dusitds sordn megéllapitottam, hogy a C. coli torzsek a dusitds alatt az
esetek tobbségében gyorsabban szaporodnak, mint a C. jejuni torzsek, ezért az
élelmiszervizsgalat sordn alkalmazott szelektiv dusitidst kovetd faji identifikdlds a két faj

egylittes el6forduldsa esetén hamis eredményekhez vezethet.

(3) Az altalam vizsgalt Campylobacter izolatumok flaA és flaB gének kozotti intergénikus
nukleotid szekvencidjat osszehasonlitva jelentds eltéréseket taldltam az egyes torzsek kozott.
Kimutattam, hogy a szekvencia polimorfizmusok mogott egyedi nukleotid eltérések, valamint
néhény tiz bazisparnyi inszerciok, illetve deléciok édllnak. Ezen intergénikus szekvencia DGGE
(denaturdlé gradiens gélelektroforézis) analizise, valamint a kordbban még nem alkalmazott
heteroduplex mobilitasi vizsgdlata az izoldtumok hasonlé szintii elkiilonitését tette lehetdvé, ami

a médszerek megfeleld érzékenységére utal egy adott gén polimorfizmusénak vizsgalata esetén.

(4) A Simpson-féle diverzitdsi index meghatarozasdval dsszehasonlitottam a Campylobacter coli és
C. jejuni izoldtumok tipizdldsidra alkalmazhaté PCR-alapd molekuldris mddszereket.
Megdllapitottam, hogy diszkriminiciés képesség szempontjabol mindkét faj tipizédldsdra
legalkalmasabb eljards a RAPD-PCR analizis. Ezt koveti a flaA gén RFLP analizise, amely
mind a C. coli, mind pedig a C. jejuni torzsek tipizdldsara jol alkalmazhat6 eljardsnak bizonyult.
Eredményeim szerint a fla-IGS szekvencia tipizdlds a Campylobacter jejuni esetében kivalo,
mig a C. coli esetében elfogadhat6 diszkriminicids képességgel rendelkezik, ezért a gyakorlat
szdmara altaldnos tipizdlasi médszerként javaslom. A fla-IGS DGGE (denaturidlé gradiens
gélelektroforézis) és fla-IGS HMA (heteroduplex mobilitdsi vizsgilat) eredményezték a

legkisebb, azonban a gyakorlat szempontjabdl még kielégitd diszkrimindcids indexet.
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(5) A kapott tipizalasi eredményeket fOkomponens analizissel kiértékelve megdllapitottam, hogy
annak ellenére, hogy az alkalmazott molekuldris tipizalasi modszerek nem eredményeztek a két
faj identifikalasara alkalmazhat6 specifikus mintdzatokat, a fokomponens analizis sordn a két
fajhoz tartoz6 izolatumok mégis eltéré csoportokba keriiltek. Ez azt jelzi, hogy a tipizélds sordn
vizsgélt genomszekvencidk alapjan az azonos fajhoz tartozé torzsek nagyobb genom szintii

hasonlésdgot mutatnak egyméshoz képest, mint az eltérd faj térzseihez viszonyitva.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az élelmiszer-biztonsdg kérdése vilagszerte kiemelt jelentdségii, igy a fogyasztok egészségének
védelme érdekében fokozott figyelmet kapnak az élelmiszer eredetii patogén baktériumok. Az egyik
legstilyosabb kovetkezményekkel jaré megbetegedést okozd patogének a Shiga toxint termeld
Escherichia coli torzsek, amelyek kimutatisa az élelmiszerekbdl fontos feladatunk. Az elmuilt
években a Campylobacter fajok altal okozott élelmiszer eredetii fertdézések eldforduldsa
nagymértékben novekedett, ezért ennek élelmiszer-biztonsdgi vonatkozdsai is kiemelt
jelentéségieck. A kampilobakterek okozta fertdzések epidemioldgiai hatterét tobbféle
mikrobioldgiai modszerrel vizsgéltdk, azonban a sokféle eltérd azonositdsi és tipizdldsi eljards
ellenére csupdn néhdny tanulmany foglalkozik a moddszerek vizsgélatival és hatékonysaguk

Osszehasonlitasaval.

Munkdm sordn célul tiztem ki olyan PCR alapi molekularis bioldgiai médszer kidolgozdsat,
amelynek segitségével egy 1épésben valdsithatdé meg az E. coli faj, valamint a faj O157:H7
szerotipusu torzseinek kimutatdsa. Célom volt tovabba a két legjelentdsebb termofil Campylobacter
faj (C. coli és C. jejuni) torzseinek dusitds sordn egymdashoz viszonyitott szaporodasi képességének
meghatdrozdsa, valamint nagyszdmud kampilobakter izoldtum segitségével kiilonbdzo PCR-alapt

tipizalasi eljardsok hatékonysdganak meghatdrozasa.

Elelmiszer vizsgalatok sordn élelmiszer-biztonsagi szempontbdl jelentés baktériumokat izolaltam,
koztik 22 E. coli torzset is, amelyek molekuldris biolégiai vizsgdlata sordn kontroll torzsként
nagyszamu, tobbnyire humdn eredetli E. coli torzset is bevontam. A duplex PCR mddszerrel torténd
molekuldris identifikdldshoz olyan szakirodalombdl vélasztott PCR primereket kombindltam,
amelyek alkalmasak lehetnek az E. coli fajhoz tartozd és az O157:H7 szerotipusu torzsek egy
reakcidban torténd detektaldsara. A mddszerfejlesztés soran meghatdroztam a duplex PCR optimadlis
paramétereit, amelyek segitségével a kontroll torzsek koziil egy 1épésben sikeriilt kimutatani az
O157:H7 szerotipust torzseket, illetve néhany, szintén stilyos megbetegedést okozé STEC (Shiga
toxin-termeld Escherichia coli) torzset. A sajat, élelmiszer eredetil izoldtumok koziil O157:H7 vagy
O157:H- szerotipusu torzs nem volt kimutathatd, azonban az izoldtumok RAPD-PCR mddszerrel
végzett molekuldris vizsgdlatanak eredménye azt jelzi, hogy az E. coli jelenléte, tilélése €s terjedési

utvonala igen jelentds.
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Szelektiv dusitds sordn vizsgdlva a Campylobacter jejuni és a C. coli fajba tartozd torzsek
szaporodasi képességét megfigyeltem, hogy a Bolton szelektiv disitoba parban oltott C. coli és C.
Jjejuni izolatumok koziil a C. coli torzsek a dusitast kovetden az esetek tilnyomé tobbségében
gyorsabban szaporodtak, mint a C. jejuni torzsek, vagyis képesek voltak tilnéni a C. jejuni
izolatumokat. A C. jejuni csak abban az esetben volt magasabb ardnyban kimutathat6, ha a C. coli-
hoz képest joval nagyobb mennyiségli sejttel tortént a beoltds. Eredményeim alapjan
megéllapithatd, hogy amennyiben egy élelmiszerminta a két faj torzseit egyardnt tartalmazza, a
feldolgozas sordn szelektiv dusitdst alkalmazva téves kovetkeztetéseket vonhatunk le a domindns

fajt tekintve.

A Campylobacter izolatumok PCR alapi molekularis bioldgiai médszerekkel torténd azonositasa,
jellemzése és tipizdldsa sordn Osszesen 55 Campylobacter nemzetségbe tartozd izoldtumot
vizsgéltam, amelyek kozott nyolc élelmiszer vizsgdlat sordn izoldlt torzs is megtaldlhat6 volt. Az
izolatumok faji azonositdsahoz specifikus primer parokat alkalmaztam, amelyekkel két fajba tudtam
sorolni valamennyi vizsgalt torzseket; az izoldtumok koziil 31 a C. coli, mig 24 a C. jejuni fajba

tartozott.

A kampilobakterek tipizdldsa sordn hat kiilonb6z6 PCR alapi molekuldris bioldgiai mddszer
alkalmazhatdsagat vizsgaltam, amelyek a kovetkezok voltak: (1) rDNS-RFLP, (2) flaA-RFLP, (3)
fla-1GS DGGE, (4) fla-1GS HMA, (5) fla-1GS szekvendlas, valamint (6) RAPD-PCR analizis. Az
egyes modszerekkel kapott eredményeket kiértékelve dendogramokat (hasonldsdgi torzsfakat)
készitettem, és minden eljards esetében meghatidroztam a moédszer diverzitasi indexét. A tesztelt
eljarasok koziil a legjobb diszkriminicids képessége a harom primerrel elvégzett RAPD-PCR
analizisnek volt (1,000), amelynek segitségével valamennyi izolatum kiilén torzsnek bizonyult. Ezt
kovette a flaA-RFLP mddszer (0,989), amely szintén jelentds mértékii elkiilonitést tett lehetdvé. A
flagellin gének intergénikus régidjanak szekvencia vizsgdlata szintén j6 diszkriminacids
képességgel rendelkezett (0,924). A fla-1GS heteroduplex mobilitdsi vizsgdlat és a fla-1GS DGGE
mobdszerek alkalmasnak bizonyultak a térzsek jellemzésére, azonban diverzitdsi indexiik mar kisebb
(0,872 illetve 0,859) volt az elébb emlitett eljarasokhoz képest. A 16S rDNS-RFLP mddszerrel
kapott eredmények alapjan megallapithatd, hogy ez a technika nem alkalmazhaté a vizsgalt termofil
Campylobacter izolatumok tipizdldsara (diverzitasi indexe minddssze 0,141 volt). Az 6t mddszerrel
(rDNS-RFLP, flaA-RFLP, fla-IGS-DGGE, fla-IGS-HMA, és RAPD-PCR analizis) kapott
eredményeket egyiittesen figyelembe véve, fokomponens analizissel kiértékelve megallapithato,
hogy az azonos fajhoz tartoz6 torzsek nagyobb genom szintli hasonldésdgot mutatnak egymashoz

képest, mint az eltérd faj térzseihez viszonyitva.
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A flaA és flaB gének kozotti intergénikus szekvencia ugyan szdmos izoldtum esetében jelentds
polimorfizmust mutatott, a C. coli és C. jejuni izolatumok esetében a szekvencia azonossigok,
illetve kiilonbozoségek nem mutattak faji jellemzoket. A szekvencia analizis eredményeit
osszevetve a fla-IGS DGGE és a fla-IGS heteroduplex mobilitdsi vizsgilat eredményeivel
megéllapitottam, hogy bar a két mddszer a torzsek tipizdlasara kisebb diszkrimindciés képességiik
kovetkeztében kevésbé alkalmas, a vizsgalt DNS szakaszok kozotti kiilonbségek kimutatdsira

azonban megfeleld mddszereknek bizonyultak.
Vizsgalataim bizonyitottdk, hogy a molekularis biolégiai médszerek a hagyomdnyos eljardsokhoz

képest megbizhatobb eredményeket adtak, és molekuldris tipizdldsi médszerek segitségével a

patogén mikroorganizmusok ttja az élelmiszerldncban nagy biztonsaggal nyomonkovetheto.
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9. SUMMARY

Food safety is one of the most important issues all over the world and food-borne pathogens are
major concern in the protection of consumers’ health. Shiga toxin-producing Escherichia coli
strains are among bacteria that can cause serious illnesses, thus their detection in foods is one of our
important tasks. In the past years incidence of infections caused by different Campylobacter species
increased, therefore role of these pathogens in food safety have great importance. Epidemiological
background of infections caused by campylobacters had been investigated with microbiological
methods, however despite the numerous identification and typing techniques only a few studies are

dealing with the comparison of effectiveness of these methods.

One of the objectives of my work was the elaboration of a PCR-based molecular biological method
for the detection of E. coli and its pathogenic O157:H7 serotype in one step. An additional aim was
the determination of the effect of selective enrichment on Campylobacter coli and C. jejuni during
co-culturing of their different strains. Another objective of the work was the comparison and
determination of the efficiency of different PCR-based typing methods on Campylobacter isolates

originated from different sources.

During isolation of food-borne pathogenic bacteria twenty two E. coli isolates were collected
mainly from food-related sources. Before analysing the isolates molecular methods to be applied
were optimised with some control strains derived mainly from human origin. Formerly published
PCR primers were used for the identification of the isolates by duplex PCR method. One set of the
primers was specific for the E. coli species, while the other pair of primers was specific for strains
of O157:H7 serotype. These sets of primers were combined and during the elaboration of the
technique the duplex PCR was optimised. It was possible to detect E. coli strains together with E.
coli O157:H7 and O157:H  strains and some other STEC (Shiga toxin-producing E. coli) strains in
one step by the application of the developed technique. These pathogenic serotypes were not
detected among the food isolates, although results of RAPD-PCR analysis showed that presence,

survival and rout of transmission are very important of Escherichia coli.

Investigating the ability of C. jejuni and C. coli to multiply when their strains were inoculated in
different ratios into the enrichment broth it can be concluded, that the C. coli strains were able to
multiply and dominate over C. jejuni in Bolton selective enrichment broth. C. jejuni cells were

isolated in significant proportion only when it constituted a high proportion of the initial inoculum.
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These results indicate that if a sample contains mixture of the two species (C. coli and C. jejuni) our

conclusions concerning the dominant species could be false.

Fifty-five Campylobacter isolates were identified, characterised and typed by PCR-based molecular
methods. Eight of the campylobacters originated from foods were isolated during food hygienic
analysis. Identification of the isolates was performed by specific PCR reactions. Based on the result
of the reactions thirty one C. coli and twenty four C. jejuni isolates were identified at species level.
For typing of the isolates six different PCR-based molecular methods were used: (1) rDNA-RFLP,
(2) flaA-RFLP, (3) fla-1GS DGGE, (4) fla-1GS heteroduplex mobility assay, (5) fla-IGS sequence
typing and (6) RAPD-PCR. In the case of each method dendograms were constructed from the
results and Simpson’s diversity indexes (1-D) were determined. The most discriminatory technique
was the RAPD analysis (1-D=1.000) in which three primers were applied for the amplification.
Using this method all isolates proved to be different strains. RAPD analysis was followed by flaA-
RFLP in discriminatory ability (1-D=0.989), which allowed very good discrimination of the isolates
as well. Direct sequencing of the intergenic region of flagellin genes (fla-IGS) was able to
discriminate the Campylobacter isolates adequately (its Simpson’s index of diversity was 0.924).
Heteroduplex mobility assay and denaturing gradient gel electrophoresis of fla-IGS proved to be
suitable techniques for characterisation of the strains, however diversity indexes of these methods
were lower (0.872 and 0.859, respectively) compared with the indexes of the previous techniques.
Based on the results of 16S rDNA-RFLP it can be concluded that this assay is not applicable for
typing thermophilic Campylobacter isolates (its diversity index was only 0.141). Comparison of the
results of the five different typing methods (rDNA-RFLP, flaA-RFLP, fla-IGS-DGGE, fla-1GS-
HMA, and RAPD-PCR) by the application of principle component analysis resulted that strains
belonging to the same species show higher similarity in their genomes than strains of the other

species.

Although the flaA-flaB intergenic region showed significant polymorphism of C. coli and C. jejuni
isolates the sequence similarities and differences did not prove to be characteristic at species level.
If data of fla-IGS sequence analysis were compared with the results of fla-IGS DGGE and fla-1GS
HMA it could be concluded that the last two methods are less efficient for typing purposes but their
applicability for detection of polymorphism is adequate.

My results proved that molecular methods give more reliable results compared with conventional
techniques and rout of transmission of pathogenic bacteria in the food chain can be detected

efficiently with the application of molecular typing methods.
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11. MELLEKLET

11.1. Az eltéro PCR-alapi médszerekkel kapott tipizalasi eredmények Campylobacter coli és

C. jejuni izolatumok esetében
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29. dbra: A vizsgélt C. coli izolatumok rDNS-RFLP vizsgalataval kapott kombinélt dendogramja
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30. dbra: A vizsgalt C. jejuni izolatumok rDNS-RFLP vizsgélatdval kapott kombinalt dendogramja
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31. dbra: A vizsgilt C. coli torzsek flaA-RFLP vizsgélattal kapott kombinélt dendogramja
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32. dbra: A vizsgélt C. jejuni torzsek flaA-RFLP vizsgélattal kapott kombinalt dendogramja
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33. dbra: A vizsgélt C. coli torzsek flaA-DGGE vizsgalatdval kapott kombindlt dendogramja
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34. dbra: A vizsgilt C. jejuni torzsek flaA-DGGE vizsgalataval kapott kombinalt dendogramja
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35. dbra: A vizsgélt C. coli torzsek fla-1GS-heteroduplex mobilitdsi vizsgalatdval kapott kombinalt

dendogramja
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36. dbra: A vizsgélt C. jejuni torzsek fla-IGS-heteroduplex mobilitdsi vizsgalatdval kapott

kombinalt dendogramja
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37. dbra: A vizsgélt C. coli torzsek RAPD-PCR analizisével kapott kombinalt dendogram
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38. dbra: A vizsgalt C. jejuni torzsek RAPD analizisével kapott kombindlt dendogram
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11.2. A vizsgalt Campylobacter izolatumok flaA és flaB gének Kkozotti intergénikus
szekvenciajanak nukleotid sorrendje

Campylobacter coli és C. jejuni (fekete kiemeléssel jelolve) izolaitumok CF02 és CFO3 primer péar 4ltal
kozrefogott DNS szakaszanak szekvencidja (1-76-ig)
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11.2. (folytatas)
(77-152-ig)
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11.2. (folytatas)

(153-113-ig)
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