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1. Bevezetés

Egyes bakteridlis novénybetegségek ellen jelenlegn nmendelkezink hatékony
vegyszeres vagy biolégiai védekezési eljarassalyihmolcsfakban a kilonbézsbaktériumok
hatalmas karokat képesek okozni, ami jeélenterméskiesés jelent a gazddknak. Kiemelt
figyelmet érdemel az almafélékizelhalasos betegsége, melyet Bewinia amylovora
baktérium, valamint a diéfak baktériumos levél- @gumolcsfoltossaga, melyet a

Xanthomonas arboricola pv. juglandisiktérium okoz.

A gyumodlcsfak kémiai antibiotikummal valé kezelés& Eurdpai Unié 2008-ban
betiltotta (889/2008/EK rendelet). Ellenallobb faitetésén kivil nemigen maradt mas
megoldas a gyumadlcsfak betegségei ellen.

A probléma megoldaséra Uj alternativanakk a fagterapia, melynek Iényege, hogy a
koérokozo baktériumot a ra specifikus bakteriofagéaitozik meg. Egy hazai cég (az
Enviroinvest Zrt.) fejlesztésének koszordeet, az E. amylovora ellen 2012-ben
Magyarorszagon forgalomba keriilt az ERWIPHAGE maeké fagterapids novenyvéd
szer. Hasznélataval a rozsafélékeihaldsos betegsége jelesdn csokkenthét

Az Enviroinvest Zrt. kutatdsainak a célja, hogyékany fagterapias szert allitsord el
a Xanthomonas arboricola pv. juglandimktérium ellen. Dolgozatomban ennek a kutatasi
munkanak a részfeladatait végeztem el, illetvekiatést nydjtok a mar emlitett, forgalomban

lévo fagterapias novenyvédszer alkalmazasanak tapasztalatairol.



2. Szakirodalmi attekintés

2.1. Az almafélék tiizelhaldsos betegsége

A tizelhalas betegségetéskor 1780-ban dokumentaltak az Egyesiilt Allamokban.
Eszak-Amerikaban a betegségshonosnak szamitott. A korokozo Eurépaban 19554ddent
meg Angliaban. Ezt kbvéeén a betegség gyorsan terjedt a keleti orszagék riehjd eljutott
Afrikdba, Azsidba és Ausztrélidba is. Magyarorsrago fizelhalas betegségét 1995-ben

eszlelték. A betegség ma mar az egész orszagbfandell (Hevesi, 2009).

Az Erwinia amylovoraegy Gram negativ baktérium. A rozsafélék csal&afaintozo
novények, mint példaul a birs, az alma, a kértéysrs diszndveny és vadohé&loveényfaj
(galagonya)itzelhaldsos megbetegedését okozza. A baktériumstealaa viragzas ideje alatt
fertéz. Elsorban a virdgon belll szaporodik, és innen tetfpdbb a tobbi ndvényi
szovetbe, ahol baktériumos Uregeket hoz |étre.réfés terjedését a nedvesséigediti, igy
esss, paras iflben gyorsabban terjed. A baktérium csak aktiv, kégdésben &y névenyt

tamad meg, az elhalt szévetekben azonban még ékav knulva is aktivva valhat.

A betegséget sokaig a sztreptomicinihentibiotikummal kezelték, de a hosszantartd
kezelés hatasédra a korokozd baktériumtorzseknékkith a sztreptomicin-rezisztencia. A
kézelmultig e betegségnek nem volt hatékony ellereszAz Enviroinvest Zrt. munkatarsai

célul tizték ki, hogy e betegség ellen fagterapias névéltysgert fejlesszenek ki.

A fejlesztés alatt a cég kutatdéi 39 bakteriofagzsét teszteltek laboratoriumi
koérilmények kozott, majd két torzset valasztottakekepi kisérletre. A permetézzer a két
fag torzson kivul UV-véd adalékanyagot (fumarsavat) és alginatot is tadabtt (utébbi a
fagok kitapadasat segitic@l A kisérlet soran 66 almafat kezeltek e biolégi@vényvéd

szerrel és 70 almafat hagytak kezeletlendl, kolmizdl

Szignifikans kulonbség volt kimutathat6 a betegsegjelenését illéen a kezelt és a
kezeletlen fak kozott. Az eredmények mégettek, hogy a bakteriofagkezelés hatékony
megoldast jelent dizelhalas és mas bakterialis ndvényi betegségek. éle E. amylovora
ellen 2012-ben Magyarorszagon forgalomba kerUIER¥WIPHAGE markaney fagterapias
novényvéd szer. Azota négy alkalommal végzett a hatésagasifélli kisérletet, melyek
bizonyitottak a készitmény hatasossagat. Ezeketemiményeket az Enviroinvest Zrt. kutatoi

révidesen publikaljdk. Az ERWIPHAGE sikeres alkat@sa soran nyert tapasztalatok



alapjan az Enviorinvest Zrt. megkezdte tobb ndvédglmi célu fagterapias készitmény
fejlesztését, melyek kdzul ¥anthomonas arboricol@v. juglandisellenes névényvédszer

fejlesztésében vettem részt.

2.2. Adiofa

A diofa jellems élshelye Europa és Azsia. A vilag tobbi részére, Akddra,
Ausztralidba és Afrikaba az ember vitte el. A diéfgykiterjedés élohelyén kialakult sok
kulénbo® did tipus. A nagyobb tajegységek dibtipusait desgaldoan rasszoknak nevezik,
melyeklbl a két legfontosabb a kdzép-azsiai és a karpatbhi kiterjedési tertletéhez
tartozik Magyarorszag is. Hazankban csak egyféfetdiem, aJuglans regia melyet mi
magyarok ,kézonséges did’-nak nevezink. Diofak ezég 6sszes megyeéjében talalhatdéak.
Orszagunkban toébb nagy dibdlltetvény is talalhatéztlkk a legnagyobb kiterjedés
Lengyeltotiban. Magyarorszag diéfainak jelent része azonban hazi, kerti faként

maganszemelyek kertjeiben all.

A diofa jellem@ien maganyosan all, nagy teret foglal el. Hatalnoasbkoronaval és

kiterjedt gyokérzettel rendelkezik, igy igen nagigay- és tapanyagigénye.

A didfa alatti foldtertlet tobbnyire kopar. Ennekap a diéfa juglon termelése, mely
fontos szerepet tolt be a diofa természetes védskerechanizmusaban. A juglon sokféle
élolényre mérgei hatasu kémiai vegyulet. Gris, ebsen reaktiv molekula, mely az
elélények polipeptid lancaihoz kapcsoldédva gatoljakamermészetes életiktdést (Orosz,
2005).

2.2.1. A dié6fa betegségei

A diofak természetes védekezési mechanizmusailnéleis a didsok rengeteg
kartewsnek és betegségnek vannak kitéve. Am ezek tulnyodbbsége nem a diofara

specifikus, igy ritka az olyan betegség, amelyddadiel is pusztitja.

Egy dio Ultetvényben a legkisebb kart az &tk és madarak okozzak, mint példaul a
mokus, mezei pocok, varju és a szajké. Nagyobbl@nadit jelentenek a viragosoékodik,
melyek a diéfan élve szivjak ki a vizet és a szigweanyagokat a fa agaibdl, illetve a

kulonbo® izeltlabuak, mint a molyok, lepkék és tetvek.



A legnagyobb kart egy diésban a mikroorganizmuségelsek okozni. Bar a diéfak
juglon termelésével természetes Gton igyekeznekniédagukat kartéktol, mégis sokféle

betegséggel taldlkozhatunk egy diésban.

A dié gyiriisfoltossaga egy virus altal okozott betegség, mnaefa elkeriilhetetlen
halalat okozza. A betegség Magyarorszag egészténimegtalalhatd. A virust fonalférgek
terjesztik, de az ember a kiulénlBometsd szerszamokkal is hamar tovabbadhatja. A virus
lappangasi ideje 8 hdnap is lehet. A betegség titsbra fiatal csemetéken jelenik meg,
melyeket el is pusztit. Szerencsére adsébb fakat sokkal ritkAbban fézt igy nem

szikséges a 10-30 éves fakat kivagni, ami soklkglatzb kart jelentene.

Az Erwinia brenneriabaktérium a di6fa kérgét és az alattadlémanyagot tdmadja.
El6szor keskeny repedés jelentkezik a fak kérgén, @milos-barna folyadék folyik. Kédbob
a repedés hosszanti iranyba és keresztbe is sti&leAebaktériumot az és a szél és rovarok
terjesztik. Ez a betegség Magyarorszagon még neafadteel, bar tébb helyen (pl.

Lengyeltétiban is) mar megjelent.

A gnomonias levélfoltossag okozojadzmomonia leptostylgombafaj. A betegség az
egeész vilagon éfordul és a magyar didsokban is nagy karokat okognomonia leginkabb a
lehullott leveleken és a lehullott vagy a fan madidkopancsokon, terméskocsanyokon telel
at. Tavaszig szaprofita életmodot folytat, vagylsrab és a burok anyagain él, azokat bontja
el. Tavasszal mar egy kevés csapadék hatasarazidrjal a spoérait, melyek a légarammal

utazva ferdzik meg ismét a diofakat.

A Gnomonias levélfoltossag a Xanthomonasos baktwriu fer6zéstl a levélen
jelentke® sotétbarna, sokszog alaku foltokrol kilonboztétmeeg. A foltok szegélye barna,
k6zepe vildgosabb barna, kozepuk dds kiszurkil. A diéfa hajtasan jelentkeZertozés

ovalis, barna szegélyfoltokban lathatd. A foltok kissé besippednek.

2.2.2. Xanthomonasos bakteri6zis

A baktériumos levél- és gyumolcsfoltossag a didilketgggyakoribb betegsége, mely
hatalmas kéarokat okoz a diofakban. A kar meértékisesr idjaras-fugg. A baktérium
nedves, &s idsben jobban fetiz, igy a kod para, harmatjtanég a locsoldk is ésegitik a
fertozést. A szaraz, szelesdidsokkenti a fetizésveszélyt. A baktérium leginkdbb a friss,

z6ld részeit tamadja a fanak, mint a rigyek, leyeledagok és a zolddiok.



A betegség mar kora tavasszal megjelenik. A ffiagal leveleken kis voroses-barna
foltok jelennek meg, tdbbnyire a levélszéleken,wag erek melletti részekgi. abra). A
kis foltok folyamatosan névekszenek, dsszeolvadmajd végul dsszefligg sotét alakzatot
hoznak létre. Komoly feszés esetén a levelek elhalnak és lehullnak. Az cgigéls a fiatal
hajtasokon a baktérium kissé sotétebb foltokat oRofertézés kora tavasztél nyarig tart. A

korai fer6zés okozza a gyumolcsok leesését, dldisferiozés a did6 6sszezsugorodaséat és
elszineddéseét2. abra).

1. &bra: A fertézés el§ jelei a levél erek mellett



2. abra: Az elszine#dott gyimolcsok

A baktérium a fa minden részében képes attelagiaitéli fagy sem szinteti meg a
betegséget. A novények férptt része akdr 3 éven at is képes tovabbterjaszen
korokozokat. A baktérium a ndvenyi szévetekbe ag@zenyildsokon illetve a névényendév
sérlléseken keresztlil jut be (Orosz, 2005).

A Xanthomonas arboricola pv. juglandigy Gram negativ, flagellummal rendel&ez
palcika alaku baktérium, amely sarga szinanyagaeintétt) termel. Novényi kérokozo,
kizarélag a novények megféresére képes, az emberre éartalmatlan. Szaprofitgyis/
heterotréf életmodot folyatat, de nem képes elpizsit a taplalékul szolgald szervezetet.
Mérete atlagosan 0,2-0,5 x 1,2-2,0 um. YPGA tajun|e28°C-on tenyésztve sarga, kor alaku
telepeket alkot, melyek kissé kiemelkediig@kabra).



3. dbra: A Xanthomonas arboricola pv. juglandis baktérium telepek YPGA taptalajon

2.3. Bakteriofagok

A bakteriofagok a baktériumok intracellularis paraiz A bakteridlis virusok nagyon
sokféle kulonboé formaban és méretben fordulnak.eTipikusan egy kil fehérjeklisl allé
kapszid burokbdl és az abban elhelye#kedkleinsavbdl allnak. Orokitanyagukat tekintve
is nagy valtozatossagot mutatnak. NukleinsavuktlEidS és RNS, egyes szalu vagy &sett
szalu, cirkularis vagy linearis szerkezetA fagok haploid genommal rendelkeznek.
Nukleinsavuk nem kapcsolddik hisztondz&hérjékhez, feltekeredve a virusok feji részében
helyezkedik el. A legtobb fag henger alakd, Urefggskkal rendelkezik, ami feji részhez
kapcsolodik.

Valtozatos felépitésik miatt a bakteriofagokat metendszerezni. Az irodalomban
megjeled fagok mintegy 96%-at a ké# szala, linearis DNS-sel és farokkal rendetkez
bakteriofagok adjak, melyeket a Caudovirales rendioeolnak. A farok szerkezete,
morfolégija alapjan tovabbi 3 nagy csaladba tératzak (Fauquet, 2005).

» Myoviridae: burok nélkuli, kontraktilis farok
» Siphoviridae: burok nélkuli, hosszu, nem kontrafiirok

* Podoviridae: burok nélkuli, rovid nem kontraktifesok



2.3.1. Afagfertzés lefolyasa

A Dbakteriofagok gazdaspecifikusak, igy altaldbanakcsegy baktériumfaj
megferbzésére képesek. A fémes el 1épése, hogy a kapszid burkuk felszinén talalhato
receptorfelismet fehérjék segitségével felismerik a gazdasejteutdfr a sejt felszinén
talalhatd proteinek, oligoszacharidok és lipidelkjis®gével megtorténik az irreverzibilis

megtapadas, vagyis az adszorpcio.

A virusfertzés masodik |épéseként be kell juttatni az débaftyagot a feéizott sejt
citoplazmajéba. A virusok morfolégiai diverzitdsbhovetkezik, hogy ez a folyamat sokféle
modon mehet végbe. Példaul a bakteriofagok, a karkegitségével atszarjak a kiils
sejtmembrant, majd sajat enzimjeik segitségévelsetiké a sejtfalat. Ezutan a farkuk
belsejében taladlhaté csovon keresztil bejuttatj@iN&-t a gazdasejtbe. Ez a folyamat ATP

igényes, és viszonylag gyorsan lezajlik.

Harmadik |épés a DNS szintézis és az Uj virusoka#dBtasa. Ez két féle iton mehet
végbe. Az egyik lehéség, hogy a gazdasejtbe juttatott DNS kozvetlenlleptas utan
megkezdi a replikacét. A masik médja az orélkdhyag masolasanak, hogy a citoplazmaba
jutott DNS beéplil a gazdasejt genomjaba és ottagrédrmajaban a bakterialis genommal
egydutt replikalodik. Barmelyik Gton is zajlik a girs DNS felsokszorozasa, a folyamathoz
szilkséges géneket a virus genomja kodolja, de ameket és nukleotidokat maga a

gazdasejt termeli.

Azokat a virusokat melyek nukleinsava beépil a gsejl genomjaba lizogén
virusoknak hivjuk. A sejt egészen addig a lizog&tusban marad és szaporodik, - vagyis az
orokits anyaga masolddik a profaggal egyitt - amig a deppifag bizonyos hatasokra (pl. a
gazdasejt SOS valaszat kivaltd hatasok) aktivaldgkkor a sejt belép a litikus ciklusba. A
virusok masik csoportja a litikus virusok, melyeamorodasanal nincs lizogén ciklus. A
kétféle életciklust &. abramutatja be (Sabour and Griffith, 2010).

A DNS masolas utan, kovetkezik az Uj virusok fekidgk eballitasa, ami szintén a
sejt citoplazmajaban torténik. Mind a kapszid, manatore fehérjék ééllithsahoz a virus

DNS-e kodolja a megfelélaminosav sorrendet, de a gazdasejt biztositjan@zosavakat.
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4. dbra: A virusok életciklusai

A fert6zés negyedik, egyben befejemozzanata az 0 virusok kijutasa a baktérium
sejtbl. Az U] fagrészecskék sejtb valé kiszabadulasat a holin és endolizin fehérjék
szinergikus akcibja segiticel A holin fehérjék kis csatorndkat képeznek a sejhioranban,
melyek révén - a murein bontd aktivitdssal renddlke endolizin enzimek elérik a sejtfal
murein rétegét és elbontjak azt. Ennek hatasargkenta sejtfal szilardsaga, és a bBets
kilsé tér ozmotikus nyomas kilonbsége a sejt lizisélezety A kiszabadulas utan a fagok

Ujabb gazdasejtet képesek medgfeni.

2.3.2. Fagterapia

A fagterapia baktériumok specifikus elpusztitasgokkal. Fagterapiara litikus
bakteriofagokat lehet hatékonyan alkalmazni, ébibtositjuk a megfelél kbrilményeket, a

fagterapianak rengetegialye van az antibiotikumos kezelésekkel szemben.

A bakteriofagok efsen gazdaspecifikusak, igy csak a megcélzott bakiékat
pusztitjdk el. A tobbi jelen Iév(artalmatlan vagy esetleg hasznos) baktériumot kipesek

megfertzni.

Rendkivil hasznos tulajdonsaguk, hogy a bakteralag fertzott terileten
koncentralodnak, mivel szaporodasukhoz szikség avayazdaszervezetre, igy €ppen ott
szaporodnak leginkabb, ahol a legtobb kérokozdhalé. igy a koncentraciojuk egészen
addig novekszik, amig a betegséget okozé baktékujlen vannak. Ezzel szemben az
antibiotikumok koncentraciéja folyamatosan csoklen idd elére haladaséaval, illetve a

természetes metabolizmussal eltavoznak a szernébzetb

9



A fagterapias készitmények fejlesztéese sokkal lehesdit vesz igénybe, valamint a

kutatés, fejlesztés koltsége is jéval alacsonyabhbt a hagyomanyos antibiotikumoké.

Az antibiotikumok alkalmazasa szelekciés nyomasikgyol a gazdabaktériumokra. A
sejt igy probal alkalmazkodni, az U] kedéten koridlményekhez. A tulzott antibiotikum
hasznalat kovetkeztében a baktériumtorzs teljesisatensé valhat az adott kémia
vegyuletre. Ezzel szemben a bakteriofagok egyiittdeek tovabb a baktériumokkal: Egy
baktériumban megjelénmutacié hatadsara a jelenté¥agpopulacioban is olyan valtozasok
mennek végbe, melyek révén az Uj (mutalt) baktéskirmegferézésére képes virusok
tulsulyba keriilnek a populacidban, igy a gazdaszetves ast fertozni képes bakteriofagok

folyamatos kélcsdnhatasban allnak egymassal.

Talan a legfontosabb d@lye a fagterapianak az antibiotikumokkal szembeargyh

nincs kimutathaté mellékhatasa.

A legtobb fagterapias készitmény nem egy fagtorimetdlmaz, hanem tébb torzs
keverékét, uagynevezett fagkoktélokat. A ndvenyveael kivil a fagterapia a human, illetve
allati gyogyaszatban is alkalmazhaté. Sokan, & jatld gydgyaszatdanak egyik aganak

tartjak.

2.3.2. Korabban izolalt Xanthomonas-ellenes fagok

Sandra Romero-Suarez, Brian Jordan és Jack A. iMaime munkajabol kiderul, hogy
Xanthomonas-ellenes bakteriofagokat mar korabbaizdkiltak, Uj-Zéland déli szigetén.
Tobb, kulonboé didultetvényldl vettek Osszesen 326 talaj €s ndvényi mintat @kdgy

levélnyél, levelek és gyimalcsok).

A mintakbdl Osszesen 26 kulonkozfagot izolaltak. Vizsgaltak a fagok
gazdaspecifitasat, a plakkok és virusrészecskékotagigjat. Megfigyelték, hogy milyen
mértékben toleraljak a kulonb®zarolasi lbmérsékleteket, mennyi ideig maradnak stabilak.
Az izolalt fagok genomjat restrikcios endonukledzk emésztették. Filogenetikai

vizsgalatnak vetették afiket.

A kisérleti eredményekib kidertlt, hogy a fagok keisszali DNS-sel rendelkeznek.
A burok és farok méretei alapjan a Podoviridae gh@iridae csaladba sorolhatoak. A

Siphoviridae csalad tagjait csak a rizoszférabkeérsilt izolalni. Az izolalt fagok koézil 16
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tartozott ebbe a csalddba. Podoviridae csaladiazéarfagokat sikerilt izolalni mind a

filloszférabol, mind a rizoszférabdl.

3. Anyagok és modszerek

3.1. Tapkozegek
A kisérletek soran modositott Luria BertéoB) tapoldatot és taptalajt hasznaltunk fol.

1 liter tapoldat tartalmaz:
* 5 g pepton (Fluka)
» 3g éleszikivonat (Fluka Analytical)
« 5g NaCl (Aldrich)

1 liter taptalaj tartalmaz tovabba 15 g agart (V\RiRlabo) is.

A tapkozegek pH-jat NaOH-dal (Szkarabeusz Laboratdy Vegyipari és
Kereskedelmi Kft.) 7 £ 0,2— re allitottuk, majd aekitivban sterilizaltuk. A taptalajokat Petri

csészékbe ontottik ki.

3.2. Fagok izolalasa

A mintavételezés helye Lengyelt6ti, a Juglans Huag&ft. telephelye volt. A
bakteriofagok izolalasdhoz talajmintakat vettinkee6zott fak torzsétl meért, fél méteres

sugaru korén belidt, a talaj fel$ 20 cm-éil.

A hozott talajmintadkat homogenizaltam, majd mindkéintab6l 40 + 5 grammot
kimértem és hozza adtam 50 ml tapoldatot. A lomkako24 orara, 28 °C-o0s razé

termosztatba (Sanyo) helyeztem, 160 rpm-es forszdatra.

A mintak pontos tdmege:
e Aminta: 44 g
e Bminta: 39,5¢g

A talajmintékat steril gézlapon ldstem, hogy a nagyobb szenngdésekdl
megszabaduljak, majd 2600 g-n, 4 °C-on 40 percigribtegaltam. A feltliszokat 0,2 um

porus atméijt steril sirén sirtem at.

11



Overnight kultarat készitettem. A -80 °C-ra fagyatz18 Xanthomonas arboricola
pv. juglandisbaktériumtorzset felolvasztottam, majd mindengbtz400ul-t hozzaadtam 5-5
ml tdpoldathoz. A 18 kémcsovet éjszakéra, 28 °Ci@0, rpm-es fordulatszdmon orbitalis
razotermosztatban razattam. A 18 baktériumtdrzsesdportra osztottam ak. tablazat

szerint.

1. tAblazat: A baktériumtorzsek csoportositasa

sorszam baktérium térzsek szama
1. 1324 1326 1327
2. 234 235 1153
3. 1107 1112 1258
4, 1049 1105 1317
5. 1159 1181 18808
6. 1154 1169 1318

6 kémcs$be 6sszemértem 7 ml tapoldatot, 20 pl 1M-es Mg@ HO-t és 3 ml ,A”
mintat. Masik 6 kémdidbe dsszemértem 7 ml tapoldatot, 20 pul 1M-es Mg@® HO-t és 3
ml ,B” mintat. A 6 logaritmikus ndvekedési fazisb&w baktérium csoportot mind az ,A”,
mind a ,B” mintdhoz hozzamértem. Minden felndvetizbaktériumtdrzsi 70 pl-t vettem

ki. A 12 kémcsovet 24 érara 28 °C-ra 160 rpm-rétéanosztatba helyeztem.

A 18 Xanthomonas arboricola pv. juglandi$rzstdl 400 pl-t 5-5 ml tapoldatba
meértem és éjszakara8 °C-ra termosztatba helyeztem, kézben 160 rpfhoresilatszamon
razattam orbitalis rdzoban. A logaritmikus &eigsi fazisban 1&v baktériumtorzsekd,
modositott LB taptalajra baktériumgyepet készitette 3 Ora elteltével minden
baktériumgyepre 3 x 20 ul ,A” és 3 x 20 ul ,B” mattcseppentettem fel, és 3 napig 28 °C-on

inkubaltam.
Passzalas

Higitasi sort készitettem a mintakbdl'E3 higitasig, majd a 10 10 higitasokbél 20
pl-t felcseppentettem a fag szamara legoptimalisdiaktériumgyepekre. Masnapra

megjelentek a feltisztult plakkok.

Minden mintdhoz tartoz6 egyediilallo, elkilonultkiiadl steril fogpiszkald hegyével
leszedtem 3 parhuzamos mintat és 200 pl fiziolégiédoldatban feloldottam,
homogenizaltam, majd higitasi sort készitettent-ek0 higitasig. A higitasi sor minden
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tagjabol 20 pl-t felcseppentettem az adott baktégyepre. 24 6ra mulva megjelentek a
plakkok.

A mintékrél Ujra leszedtem egy-egy kulonallé plakkdeloldottam fiziologias
séoldatban, higitasi sort készitettef-28 higitasig. A higitasi sor minden tagjabél 2@ pl

felcsGppentettem az adott baktériumtelepre.

20 ml fiziolégias sooldathoz 40 pl 1M MgCk 6 HO-t adtam és a leszedett
plakkokat ebben oldottam fel. Higitasi sort késwta 10-es higitasig, majd
felcseppentettem 20 pl-t az adott baktériumgyepdédsnapra megjelentek a feltisztult
plakkok.

A plakkokbdl egyet-egyet 200 pl fiziologias soéolt feloldottam. 50 ml
tapoldathoz 100 pl 1M Mgglx 6 HO-t, valamint 500 ul logaritmikus ndvekedési fazisu

baktérium kultarat. A kapott szuszpentiot 24 6i&P2-on 160 rpm-en razattam.

A 24 ora leteltével a mintakat atontéttem Falcobbesés 2600 g-n 4 °C-on 30 percig

centrifugaltam. A fellliszot steril, 0,2 pm-es$n atsrtem.

A sZirlet felél, minden mintabdl higitasi sort készitetten! 1@s higitasig, majd a
10" — 10 —es higitasokat di6 taptalajra 20 pl-t felcsepgemn és 24 6rat 28 °C-on

inkubaltam.

A szirlet masik felét 15500 rpm-mel 4 °C-on 60 percigtdg@ugaltam. A fellliszot
lebntbttem, a maradék folyadékot kicsepegtettem. Falcon-cé aljdban maradt
0sszetomorddott bakteriofag foltot 1 ml molekuldbi®ldgiai tisztasagu, steril desztillalt

vizzel tobbszor ledblitettem. Az igy kapott 1 ng f@ldatot 3 részre osztottam:

e 50 ul-B3I higitasi sort készitettem és meghataroztam i tite
e 450 pl-t elktldtink elektronmikroszképias vizsgédat
e 500 pl-&l DNS-t izolaltam

3.3. Fagtorzsek genetikai alapu elkilénitése

A DNS izolalasa High Pure Viral Nucleic Acid Pucdition Kit (Roche) segitségével
tortént, a gyartd utasitasai alapjan. Az izolalt Nmennyiségét és niigégét
gélelektroforézissel ellémiztem. A kapott DNS-t-t 0,7 %-0s agar6z gélen radgftam és
GelRed (Biotium) segitségével festettem.
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Gél:

* 0,359 (0,7%) /0,5 g (1%) agardz (Invitrogen)
* 50 ml TBE puffer

1000 ml TBE puffer tartalmaz:

* 10,8 g Tris (Sigma-aldrich)
» 5,59 Borsav (Spektrum 3D)
* 4 ml, 0,5M EDTA (Scharlan)

Az izolalt DNS-t restrikciéos endonukleadzokkal entégem.
A felhasznalt enzimek:

» FastDigest Pstl (Fermentas)
» FastDigest EcoRI (Fermentas)

* FastDigest Csp6 (Fermentas)

A reakcidkat a gyart6 altal ajanlott protokoll snevégeztik. Az emésztéseknél 1 pg
fag DNS-t hasznaltunk. A csdveket 37 °C-on, 10igarkubaltuk. Az emeésztett fragmentek
egymastol valo elvalasztasahoz 1%-o0s agaréz getitedtiink. A fragmenteket kdzvetlentl a

gélhez adott GelRed (Biotium) festékkel vizualiaklt

Az izolalt fag DNS-ét Osszevetettem az Enviroinv@st. altal korabban izolalt
Xanthomonas-ellenes fagok DNS-ével, melyhez d@zéek mellett a FastDigest Hindlll

(Fermentas) enzimet hasznaltam.

3.4. Fagok morfoldgiai jellemzése

A fagok morfologiai jellemzése elektronmikroszk&piavizsgalattal tortént. A
atlagosan 18-es titeti fAg szuszpenzidkat 16000 g-n 1 6ran &t 4 ° C-onribegaltuk. A
centrifuga cé aljaban 6sszetomaorddott fag-tledéket steril dédztvizben Gjra feloldottuk,
majd ebldl a szuszpenziébdl 10 ul-t felcseppentettiink eg® 20200-as nikkel racsos
lemezre, és 5 percig allni hagytuk. A fagokat 3%masrium-foszfo-volframattal festettiik

meg.

Az altalam izolalt fagok szuszpenziéit a Pécsi Tudayegyetemen, egy JEM-
1200EX Il készilékkel vizsgaltak, 80 kV fesziiltség@0000-250000-szeres nagyitason.
14



3.5. Fagok gazdaspecifitas vizsgalata

18 db logaritmikus fefldési fazisban |&v Xanthomonas arboricola pv. juglandis
baktérium torzsl baktériumgyepet készitettem, majd a fagmintabei-¢0°> PFU/mI) 20 pl-
t a gyepre cseppentettem. A kisérletbX. arboricola pv. juglandidérzseken kivil harom
Xanthomonas campestris pv. campedtirzset és egigrwinia amylovoratdrzset vontam be.
A vizsgélatot 3 parhuzamosban végeztik. 24 6ra8C28s inkubacio utan vizsgéltuk, hogy
megjelentek-e plakkok.

3.6. A fagtorzs életciklus elemzése

A fagtorzs életciklus elemzésnél a baktérium/fagngr ugy allitottuk be, hogy 10
baktériumra jusson 1 fag, azaz a MOI = 0,1 legyleshat a fagmintat kihigitottam annyira,
hogy a koncentréacitja 1®FU/ml legyen. A logaritmikus fejtiési fazisban I&v baktérium
tapoldathoz hozzaadtam 16 ul 1M Mg@&I6 HO-t, 1 ml baktérium szuszpentiét és 1 ml fag
szuszpenziot. Az 6sszemért oldatokbdl mintat vettdagok titer vizsgalata és a baktérium
elésejtszam meghatarozas céljabol. A 3 kémcsovet 1@rgpe28 °C-os termosztatba
helyeztem, hogy a fagok adszorbealddni tudjanakaktébium sejtekhez. Ezutan 10000-
szeresre higitottam az oldatokat és Ujbdl mintéerrebeblik. A mintdkbol meghataroztam a
baktériumok & sejtszamat és a fagok titerét. A lombikokat 28 r&C160 rpm-re
razotermosztatba helyeztem és 10 percenként miattgm. A mintakbdl meghataroztam a
fagok titerét. A mérés soran az 1105-%anthomonas arboricola pv. juglandi®rzset

hasznaltam.

3.7. Laboratoriumi alkalmazasi kisérlet

Ebben a kisérletben azt szerettik volna meghatarbagy a fagok milyen hatassal
vannak a baktériumok novekedési gorbéjére. A réakldgyeket gy mértem 6ssze, hogy 1
baktériumra 1 fag jusson, azaz a MOI = 1 legyen.kéntollokat és a mintdkat a

kovetkedképpen mértem 6ssze:
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* Negativ kontroll (sem baktériumot, sem fagot nematmaz): 1200 ul MgGtos
tapoldat + 600 pl tapoldat

» Pozitiv kontroll (csak baktériumot tartalmaz): 1200 MgCl-os tapoldat + 50Qul
baktérium szuszpenzio + 100 ul tapoldat

* Mintak (fagot és baktériumot tartalmaz): 1200 ul Gligos tapoldat + 500ul

baktérium szuszpenzio + 100 ul fagoldat

A kontrollokat és a mintakat 96 lyukd mikrotiterapt-re vittem fel 6 parhuzamosban.
A plate inkubalasat 28 °C-on, kozepes razatassgbaték Multi-Mode Reader (BioTek,
Synergy HT) segitségével. A készilék az optikaiziést 42 6ran keresztul 15 percenként

mérte 600 nm-en.

4. Kapott eredmények és kiértékelésiik

4.1. Fagok izolalasa

A kisérlet munkam etslépése a bakteriofagok izolalasa volt. A 72 orksibbalas utan
a baktériumgyepeken megjelentek a kulorsbarertékben feltisztult plakkokb. abra). A

plakkok tisztasdgat a kdvetkd@ppen osztalyoztam:

e+ + +:sz€p, feltisztult plakk
* ++: homalyos plakk

* +: halvany, homalyos plakk

A feltisztult plakkokat ad6 mintakrol feltételeztehmogy litikus fagokat tartalmaznak,
igy ezekkel a mintakkal dolgoztam tovabb. Az 6sketseredményeket 2 tablazat mutatja
be.
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2. téblazat: Az izolalas eredmeényei

Passzalas

Baktériumtorzs Minta plakk tisztasag fag tipusa atuhi vizsgalat
1049 4A, 4B ++ lizogén nem
1155 5A, 5B ++ lizogén nem
1181 5A, 5B ++ lizogén nem
1258 3A, 3B + lizogén nem
1324 1A, 1B ++ lizogén nem
1327 1A, 1B + + lizogén nem

5. abra: A kilénb6zé mértékben feltisztult plakkok

48 ora elteltével a baktériumgyepeken kialakultddakteriofag plakkok és a nagyobb

higitasoknal kilonallé, kis foltok jottek létre. AB808-as baktériumgyepen nagyon kicsi és

rosszul lathatoé foltok alakultak ki.

A masodik passzalas utan az 18808-as baktériumgyeggaltalan nem alakultak ki

plakkok, ezért az 5A és 5B mintaval nem foglalkaztavabb.

A harmadik passzalds utdn sok mintab6l nem letkkplaigy gondoltuk, hogy a

bakteriofagoknak szilkségiik lett volna Mg@l, ezért nem tudtak szaporodni. igy az els

17



passzalas eredméngeljabb mintakat vettem (1 nagy 2 kicsi plakk) ésgprébaltam Ujra

passzalnbket MgCh jelenlétében.

Amely mintaknal a masodik passzalas utan jo ereghniéaptam, a szokasos maédon
Ujra leszedtem a plakkokat és a higitasi sor elgh&0 pl-t felcseppentettem az adott

baktériumgyepekre. A tébbi mintat is harmadszqgasszaltan(3. tablazat).

3. tablazat: A harom passzalas utan maradt mintaim

Baktériumgyep Minta szdma Fag neve
1326 1A ®20
1326 1B 021
1317 4A Kicsi D22
1317 4A nagy ®23
1317 4B ®24
1105 4A kicsi 25
1105 4A nagy 26
1105 4B ©27

A passzélasok utan maradt mintakbdl a titer megbzdésd eredménydt tabldzatmutatja be.

4. tdblazat: Passzalasok utan a éretek titere

(PFU/mI)
1326 ®20 9,25E+09
1326 021 5,00E+09
1317 ®22 4,00E+09
1317 ®23 5,50E+09
1317 D24 5,25E+09
1105 ®25 3,00E+09
1105 D26 4,50E+09
1105 27 2,00E+09
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DNS izolalashoz a fagokat centrifugalassal Uletiiketmajd a csapadékot tized annyi
steril desztillalt vizben vettik fel. A centrifugdl utdn a minték titerét & tablazat mutatja
be.

5. tablazat: Passzalasok utan a centrifugalt, tomdtett fagoldatok titere

baktsézrglrwsyﬂl’ S”;g‘rtﬁa kogggsggcié

(PFU/mI)
1326 ®20 | 9,50E+09
1326 ®21 5,50E+10
1317 ®22 7,50E+10
1317 ®23 1,25E+11
1317 D24 1,50E+11
1105 ®25 8,00E+10
1105 D26 1,80E+10
1105 D®27 7,00E+10

Az eredményekdl lathato, hogy 6sszesen 8 plakkbdl tudtunk magasrdél fagot

fenntartani a harom passzalas utan.

4.2. Fagtorzsek genetikai alapa elkulonitése

A kovetkedkben ismertetertilkisérletek célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hagy
el6zéekben izolalt fagok egy torzshtz tartoznak-e, vagyenetikai alapon elkilonitsik a

fagizolatumokat egymastol. A genetikai alapu elkitéseket RFLP-vel végeztik.
Az abrak jeldlése:

e L:Ilétra

o Sza&mok: a fagtérzsek szamét jelentik.
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Pstl EcoRlI

L 20 21 22 23 24 25 26 27 L 20 21 22 23 24 25 2b

EEEEE=
= s -
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6. abra: Pstl illetve EcoRI enzimekkel val6 emészsderedménye.
Csp6

L 20 21 22 23 24 25 26 27

7. 4bra: Csp6 enzimmel valé emésztés eredménye.
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A felvételeken latszik6. és 7. &bra) hogy az é&ltalam izolalt fagok egy térzshoz
tartoznak, mivel mind a harom enzimes hasitas etaglen azonos lett, mind a nyolc fag
esetében. A fagabXajH20-nak neveztik el.

Az izolalt bakteriofag DNS-ét Osszehasonlitottanrakban izolalt Xanthomonas-
ellenes fagok®XajH1, ®XajH2, ®XajH3, ®XajH13) DNS-ével, hogy kideruljon, sikerilt-e
0j fagot izolalni.

EcoRl Csp6 Pstl Hindlll

1 231320 L 123 13 20 1 2 3132012 3 1320

8. abra: EcoRI, Csp6, Pstl, és Hindlll enzimekkel al6 emésztés eredménye.

A 8. abra szerint az Ujonnan izolalt fag nem egyezik meg@liban izolaltakkal. Ezt
négy kulénboé enzimatikus hasitds is bizonyitja. A felvétel@klaz is kiderul, hogy a
dXajH2 ésdXajH3 fagok egy torzsbe tartoznak.
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4.3. Fagok morfologiai jellemzése

A morfoldgiai jellemzés célja, hogy megallapitsukag melyik csaladba tarozik. Az

altalam izolalt bakteriofag elektronmikroszkopopéit a9. és 10. dbranutatja be.

Microscope |Accelerating Voltage Magnification
JEM-1200EX Il 80 kV 200000 x —100 nm—

9. dbra: A ®XajH20 fagok elektronmikroszképos képe 200000-szesanagyitason
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% JEM-1200EX 11 40000 x

10. &bra: A ®XajH20 fagok elektronmikroszképos képe 40000-szeremgyitason

A felvételektdl latszik, hogy az altalam izolalt fagnak nincsgyacsak nagyon rovid
farka van. Ebbl arra lehet kovetkeztetni, hogy a Podoviridaeddia tartozik.
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4.4. Fagok gazdaspecifitas vizsgalata

A kovetked kisérlet alapjan megallapithatd, hogy az altatamtéit fag milyen széles
gazdaspecifitas tartomannyal rendelkezik . A 24 émubacioé utan megjelentek a killénb6z
mértékben feltisztult plakkok, melyek osztalyozas#h. tablazatmutatja be.

6. tablazat: A kilonboz baktériumgyepeken kapott plakkok tisztasaga

Baktériumgyep ®XajH20
ATCC 29780 -
XCC 327 -
XCC 345 -
XCC 680 +
XAJ 234 +
XAJ 235 +
XAJ 1049 +
XAJ 1105 +++
XAJ 1107 -
XAJ 1112 +
XAJ 1153 ++
XAJ 1154 + +
XAJ 1155 ++
XAJ 1169 ++
XAJ 1181 + +
XAJ 1258 +++
XAJ 1317 +++
XAJ 1318 -
XAJ 1324 +++
XAJ 1326 +++
XAJ 1327 + +
XAJ 18808 ++

e+ + +:s2€p, feltisztult plakk
e + +: homalyos plakk

» +: halvany, homalyos plakk
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Megjegyezes: A XAJ 234 és 235-6s bakteriumgyepekem egy dsszefligghanem
sok aproé plakk alakult ki.

A kapott eredményekib latszik, hogy az altalam izolalt fag sok bakténfajt képes
megfertzni, vagyis széles gazdaspecifitasa van. A kapettreények azt is kimutattak, hogy
a fagok nem képesek megtemi azErwinia amylovora29780 baktérium tdrzset, valamint a

Xanthomonas campestris pv. campes#3g és 345 torzseket sem.

4.5. A fagtorzs életciklus elemzése

Az életciklus elemzés célja, hogy megallapitsuk,feat6zott sejtekBbl az
bakteriofagok mennyi i@l alatt és mekkora szamban szabadulnak ki. Az kleti

eredmeényeit &. tablazatés all. abramutatja be.

7. tblazat: A fagtorzs életciklus elemzésének fagerei

. titer
tMin) | pry/m)
0 | 1,08E+03

10 1,18E+03
20 1,55E+03
30 2,00E+03
40 3,00E+03
50 3,25E+03
60 4,50E+03
70 5,00E+03
80 5,25E+03
90 5,25E+03
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6,00E+03,

5,00E+03

4,00E+03 1

3,00E+03+

titer (PFU/ml)

2,00E+03 1

1,00E+03

0,00E+00 . . . . >
0 20 40 60 80 100

idé (perc)

11. abra: A fagok titerének valtozasa az idl fliggvenyében

Elssejtszam a kisérlet kezdetekor = 5,310

MOI a kisérlet kezdetekor = 1,08x106,3x1G = 0,2

A mérési adatokbdl megszerkesztettem az egylépésekedési gorbét L. abra). A
gorbe alapjan lathatd, hogy a burst time kb. 40c,pemig a burst size 15-nek adddott
(figyelembe véve a 0,2 MOI értéket).
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4.6. Laboratériumi alkalmazasi kisérlet

Ezen kisérlet soran az vizsgéltam, hogy a fagokr&briumi korilmények kozott
milyen mértékben képesek elnyudjtani a baktériumokekedésének lappangasi szakaszat. A
laboratoriumi alkalmazasi kisérlet eredményeiza abran lathatok. Az abra adatai alapjan
megallapithatd, hogy azokban a mintakban, amelyskk cbaktériumot tartalmaztak, a

baktériumok a 30. 6rara elérték a stacionaris fazis

Azokban a mintdkban, amelyek fagokat is tartalmazie@sbb indult be a
baktériumok szaporodasanak exponencialis fazisegfbb fag hatadsara csak a 33. 6radban
indult meg a szaporodas. @XajH13-as fag bizonyult a legkevésbé hatasosnakelma
novekedeési gorbe alapjan csak korulbelil 6 oravadshabbitotta meg a baktériumok

szaporodasanak lag fazisat. A gorbék alapjan éitallalt ®XajH20 fag igen hatasos.
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12. &bra: A laboratériumi alkalmazasi kisérlet erednényei
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5. Osszefoglalas

A novényvédelemben nemrég kezdtek el alkalmazmikéelbiofagterapias névénywed
szereket, mint a bakterialis ndvénybetegségek batdlenszerét. A vilagon eddig 6sszesen
két ilyen termék kerllt piacra, kozlluk az egyik dfarorszagon. A hazai fejlesziiés
ERWIPHAGE, a rozsafélék iizelhalasos megbetegedését okoEdwinia amylovora

baktérium hatasos ellenszere.

Az eddig elért eredmeényeéblatszik, hogy a bakteriofagok alkalmazéasa eredresma
kulonbo® bakterialis ndvénybetegségekkel szemben. Dolgodzda a didfak baktériumos
levél- és gyumolcsfoltossagaval foglalkozom, melyganthomonas arboricola pv. juglandis
baktérium okoz.

Sikeresen izoldltam olyan bakteriofagot, amely tofdnthomonas arboricola pv.
juglandis baktériumtorzs megféizésére képes. Az izolalt fagot 6sszehasonlitottarabban
izolalt Xanthomonas-ellenes fagokkal és vizsgalthogy milyen mértékben szoritjak vissza
a baktériumok szaporodasat. Kiderilt, hogy az atalzolalt fag a leghatasosabbak kdzott
szerepel, valamint hogy széles gazdaspecifitassaidetkezik. Elmondhatd, hogy
laboratoriumi kortlmeények kozott a Xanthomonasredke fagok hatasosan alkalmazhatok a

diéfak baktériumos levél- és gyimaolcsfoltossagarell

Vizsgalataim alapjan a bakteriofagterapia hatékomggoldast nydjthat a diéfak
bakterialis betegsége elleni kiizdelemben, melygsé ellen jelenleg nem rendelkezink

hatasos ellenszerrel.

Osszevetve az ERWIPHAGE alkalmazasa soran eddig tamasztalatokkal a jelen
munka soran elért eredményeimet megallapithatd,y hag bakteriofagterapianak van
létjogosultsaga a bakterialis novényi korokozokmlharcban, azonban figyelembe kell venni
azt is, hogy a szabadftldi alkalmazas soran olyatasokkal, kortlményekkel Kkell
szamolnunk, amelyek a laboratoriumi kisérletekan rieefolyasoltdk. Az UV-sugarzas, a
kiszaradas veszélye, kimosddas vagy akar a baktékiuelérhetetlenné valdsa (pl. a
novények bels sztveteibe vald kerllésik altal) olyan hatasok]yeke nagymértékben
csokkenteni tudjak egy-egy fagterapias novéngyvesker hatasossagat, és amelyek
lektuizdésére alkalmazasul6t] stratégiat kell kidolgozni, figyelembe véve adott névény
kultdra és kérokoz6 baktérium sajatossagait.
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