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1. Irodalmi bevezetés

1.1 A bakteriofagok altalanos jellemzése

A bakteriofagok baktériumokban szaporodni képes virusok. Felfedezésiik a 20-dik szdzad
elején Frederick W. Twort és Felix d’ Herelle nevéhez fiizédik (d'Hérelles, 1917). A
bakteriofag (fag) egy kiils6 fehérjékbol felépiild kapszidburokbol és az abban 1évo
orokitdanyagbol all. A genom lehet DNS és RNS is és lehet egy vagy kétszalu. A
fehérjeburkuk alapjan lehetnek kubikalis, helikalis és binalis (farkos bakteriofagok) virusok.
A leggyakoribbak a binalis kettds szalu DNS-sel rendelkezd fagok ezek adjak a leirt fajok
95%-at. (Gergely, 2003; Mc Grath és Sinderen, 2007; Duckworth, 1976; Mann, 2005; Filée
et all, 2005). Bakteriofagok morfologiai felosztdsanal jelenleg az Ackermann besorolast

alkalmazzuk. (Ackermann, 1999)
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1. Abra. A bakteriofagok morfolégian alapulé fébb rendszertani egységei.

A bakteriofagok valdszintileg a legnagyobb egyedszdmban el6forduld szervezetek a Foldon.
Mindeniitt jelen vannak, ahol megtalalhatok a gazdaul szolgdlé baktériumok is. Mivel a
baktériumok bolygdnk Osszes éldhelyét benépesitik igy a fagok is mindeniitt megtalalhatok a
talajban, minden tipusu vizes ¢él6helyen fejlettebb él6lények kiilsé és belsd felszinein. (Mann,

2005; Wommack és Colwell, 2000)



A szaporodasuk moédja szerint a fagok lehetnek litikus és temperalt fagok. A litikus fagok
elolik, feloldjak a gazdabaktériumot kdzben nagyszamu 10j fagpartikulum keletkezik. Ezzel
szemben a temperalt fag nukleinsava integralodik a gazdabaktérium nukleinsavaba. Ezen
allapotban az un. profag nem 06li el a gazdabaktériumot, hanem vele egyiitt szaporodik. A
temperalt fag nukleinsava nem csak gazda nukleinsavaba integralédva létezhet tovabb, hanem
ritkabb esetben, a citoplazmaban szabadon vagy plazmidként van jelen. Ez a jelenség a
lizogénia, és azokat a baktériumokat, amelyek bakteriofag nukleinsavat hordoznak lizogén
baktériumoknak nevezziik. Ez a jelenség tigy jon 1étre, hogy a litikus replikacidhoz sziikséges
gének represszalt allapotba keriilnek egy represszald protein altal, mely ugyszintén fag
genomjaban kodoldédik. Ez a protein oly mértékben termelddhet, hogy egy ujabb mar litikus
fag fert6zését is kivédheti. A profag szaporodasa soran idével megjelenhet a litikus forma is,
ami a gazdabaktérium feloldodasaval és nagyszamu fert6z6 képes fag keletkezésével jar. Ez a
jelenség a spontan fagindukcid, mutagén agensekkel ¢és UV-sugarzassal novelhetd a

gyakorisaga. (Gergely, 2003; Pesti, 2001)

A fag kiszabaduldsakor magaval vihet DNS darabokat a baktérium genomjabol, egy masik
baktériumot fertdzve ez a DNS szakasz beépiilhet ebbe a baktériumba. Ez a transzdukcid

vagyis a bakteriofagok altal kozvetitett nukleinsav atvitel. (Gergely, 2003; Pesti, 2001)

Ahhoz, hogy bakteriofdg a nukleinsavat a gazdabaktériumba juttassa mindenekldtt a
baktérium felszinén talalhaté specifikus receptorokhoz kell kotddnie. Ezek a receptorok
sejtfelszini struktardk, melyek lehetnek lipopoliszacharidok, lipoteichoinsavak, tisztan
fehérjék vagy fehérjekomplexek. A fagok csak azokat a baktériumokat képesek megfertdzni,
amelyek hordozzak az adott fag kotddését lehetévé tevd receptorokat. Amennyiben a
baktériumban a receptort érintdé muticid kovetkezik be az az adott faggal szembeni
rezisztenciahoz vezethet. Mivel a fagok ©Onallé mozgéasra nem képesek ezért csak passziv
mozgassal a kornyezetiil szolgalé vizes oldat mozgasaval véletlenszertien talalkoznak a
megfeleld baktériumon a receptorral. (Mc Grath és Sinderen, 2007; Mann, 2005; Wommack
¢s Colwell, 2000)

A fagoknak éltaliban szigort a gazdaspecificitasa. Altalaban csak egy baktériumot képesek
fertézni, s6t egy fajon beliil is kiilonbség tehetd, hogy az adott baktérium hordozza-e az adott
fagnak megfeleld receptort vagy sem, igy egy baktérim faj kiilonb6zd torzsei is elkiilonithetok

a fagok altal, gyakran semmilyen méas modszerrel el nem kiilonithetd torzsek is. Sokkal



ritkabbak a széles gazdaspecificitast fagok ezeket polivalens vagy WHR (Wild Host Range)
bakteriofagoknak is nevezik, fagterapids célokra ezek lennének a legmegfelelobbek, mert
olyan rdgziiltebb felszini struktirdkhoz kotddnek, amelyek ritkabban mutaloédnak és sok
baktériumtérzson vagy akar a célzott faj minden egyes egyedén is megtalalhatd. Mert igy
ritkdbban alakul ki elleniik rezisztencia és tobb fajta baktérium ellen is hasznalhatok.

(Gergely, 2003; Mann, 2005)

1.2 Fagterapia

A fagok terapids felhasznaldsanak lehetdsége mar a felfedezésiikkor felvetddott. Egyik elsd
felfedezdjiik d'Herelle rendszeres vizsgalatokat végzett a bakteriofagokkal, foleg terapias
alkalmazasukkal kapcsolatban. A fagterdpia elsd sikeres alkalmazisara 1919-ben a parizsi
Hopital des Enfantes-Maladesben kertilt sor ahol d’Herelle és Hutinel egy 12 éves sulyos
vérhasban szenvedé fiut kezelt fagokkal. A fiu par napon beliil teljesen felépiilt. Késébb még
harom vérhasban szenvedd betegen végeztek sikeres kezelést. A bakteriofagokkal vald
kutatdsok ezekben az években széles korben elterjedtek pl. Franciaorszagban (L’REAL), az
USA-ban (Eli Lilly Co.) és a Szovjetunidban (Eliava intézet) is. A fagterapids kutatasok
azonban az antibiotikumok felfedezése és széles korben vald elterjedése utan hattérbe
szorultak. Az antibiotikumok tobb szempontbdl eldnydsebbek voltak: konnyli tomeggyartas,
sz¢éles hatasspektrum, konnyebb kezelhetdség €s tarolds. A nyugati orszagokban 1940-es
évektdl felhagytak a fagterapids kutatdsokkal és csak az ezredforduld kornyékén kezdtek jra
foglalkozni a fagok terapias célu felhasznaldsaval az egyre tobb megjelend antibiotikum
rezisztens bakteridlis korokozo miatt. A bakteriofagok kutatdsa az 1940-es évektdl csak a
Szovjetunioban folyt tovabb, a legjelentésebb kutatdintézmény az 1920-években Gruzidban
alapitott Eliava Institue volt. Kutatasi eredményeik hosszli ideig elérhetetlenek voltak a
nyugati kutatok szdmara. Grazidban most is az Allami Koérhaz keretein beliil végeznek fag
terapias kezeléseket €s a vilag minden t4jardl érkeznek ide betegek kezelésre, akiket az
antibiotikum rezisztencia miatt reménytelennek konyveltek el. A baktériumok kozt fellépd
egyre gyakoribb rezisztencia miatt fontossa valt az alternativ megoldasok kutatdsa is, igy
kertiltek ujra eldtérbe a vilagon tobbfelé is a fagok terdpids alkalmazdsanak kutatdsa. A
terapids célokra a litikus faj vagy torzs specifikusan nagy hatékonysaga fagok a

legmegfeleldbbek. (Sulakvelidze, 2001)



1.3 A Staphylococcus aureus altalanos jellemzése

A Staphylococcus aureus torzsei a normal flora tagjai, melyek elsésorban melegvérii allatok
¢s az ember bOrén, orraban ¢s nyalkahartydkon el6forduld baktérium. Alakjuk szabalyos
gomb, 0,8- 1 um atmérdvel. Szilard taptalajon sz6l6flirthdz hasonld csoportokat képeznek.
Folyékony tapoldatban egyesével, parosaval és révid lancokban fordulnak eld. Fakultativ
anaerob baktérium, mind aerob mind anaerob kdrnyezetben jol szaporodik. Konnyen
tenyészthetd, egyszert taptalajokon is jol szaporodik. 10 és 42 °C kozott szaporodik. A
szaporodasi optimuma 37 °C van. Jol tiiri a hiperozmozist akar 7,5% NaCl koncentracional is
szaporodik. Tapagaron telepei aranysargak véres agaron sziirkéssargak és béta-hemolitikus
udvar van koriilottiik. Exokoagulaz enzimet termel valamit valaszt ki a kornyezetébe ezzel a
tulajdonsagaval erésen elkiiloniil a tobbi Staphylococcus fajtol. A koagulaz pozitivitas
jelentds taxondmiai €s patogenitasi tulajdonsag. Ez az enzim a fibrinogént fibrinné alakitja,
vagyis a vérplazmat megalvasztja. A human bakteridlis fertézések szamat tekinve a
Staphylococcus genusz all az els6 helyen. Koztik is a legkifejezettebb korokozo
képességekkel a S. aureus torzsek rendelkeznek. A S. aureus az immunoldgiailag nem
deficiens szervezetre is pathogen, ha a passziv behatolas feltételei megvannak tehat a bor és
nyalkahartya sériilések. Leggyakrabban a béron okoznak gennyesedéssel jaro elvaltozasokat.
Elsdsorban sebgennyesedések. Ritkdbbak a mélyebb folyamatok, amik 4altalaban felszini
folyamatokbol indulnak ki. A fertézés tipusa nagyban flig attol, hogy az adott S. aureus torzs
milyen patogenitasi faktorokkal rendelkezik. Mint példaul toxinok és maszkirozo6 fehérjék. A

phatogén torzsek mindegyike termel lipoteikolsavat.(Gergely, 2003)

1.4 Antibiotikum rezisztencia

A bakteridlis antibiotikum rezisztencia a baktériumok antibiotikumokkal szembeni ellenallo
képessége. Ez lehet teljes vagy részleges. Egyes baktériumok sosem voltak érzékenyek
bizonyos antibiotikumokkal szemben, mivel hianyzik bel6liik az adott antibiotikum
célmolekuldja, vagy az anyagcsere folyamat, amire hat. Ezt hivjadk természetes

rezisztencianak. (Pesti, 2001; Courvalin, 1994).

Masrészt 1étezik szerzett rezisztencia, amely a természetes kivalasztodas utjan jon létre.

Ennek tobb tipusa van attol fiiggden milyen mechanizmuson alapszik.



A rezisztens baktériumok megjelenésének legfobb oka az antibiotikumok mérlegelés nélkiili
hasznalata ¢és az ennek hatdsdra létrehozott szelekcids nyomds ndveli a rezisztenciagének
horizontalis géntranszferrel torténd terjedését. Nem meglepd, hogy a legtobb rezisztens torzs
korhazakban alakul ki, gyakori kérokozokban mint Staphylococcusokban. (Forbes et all,
2007; Wegener, 2003; Heuer és Smalla, 2007)

1.5 A Staphylococcus aureus antibiotikum rezisztenciaja

A Staphylococcusok természetes rezisztenciaval rendelkeznek a  polymyxinekkel,
nitroimidazolokkal, bacitracinnal, nalidixinsav és oxolinsav szarmazékokkal valamint a polién
antibiotikumokkal. A Staphylococcusok torzsek kozott gyakran alakul ki rezisztencia,
bizonyos antibiotikumokkal szemben. Erre egyik legkorabbi példa a penicillinekkel szembeni
rezisztencia kialakulasa, melyet mar roviddel a penicillin (Sir Alexander Fleming 1928) 1940-
es évek masodik felében tortént terapias bevezetése utan jeleztek. Penicillinnel szembeni
rezisztencia a penicillinaz nevii enzimnek koszonhetd és nagyfoku elterjedése a szelekcidval
magyarazhatd kiilondsen korhazi koriilmények kozt. A korhdzi fertézésekbdl izolalt torzsek
legnagyobb része mar penicillin rezisztens. Erre megoldast jelentettek a penicillindz stabil
penicillinek megjelenése ilyen a methicillin, oxacillin, nafcillin amik a hétkdznapi
fertdzéseknél még mindig 95% hatékonysaggal rendelkeznek, de a koérhazi nozokomialis
fert6zésekbdl izolalt S. aureus torzsek 25-60%-ban rezisztensek a methicillinnel szemben. A
S. aureus methicillin rezisztencidjat a transpozon mecA génen kodolt. A methicillin rezisztens
S. aureus (MRSA) és a methicillin rezisztens koaguldz negativ S. aureus (MRKNS) torzsek
keresztrezisztensek az 0Osszes penicillin, carbapenem ¢€s cephalosporin készitménnyel
szemben, vagyis az Osszes [-laktdm tipust antibiotikummal. A methicillin rezisztencia
gyakran tarsul mas tipusu antibakteridlis szerekkel szembeni rezisztenciaval, mint az
aminoglikozid rezisztencia. Tehat a multirezisztens torzsek kialakuldsa is gyakran eléfordul.
(Gergely, 2003)



2. Célkitiizések

L.,

6.,

Elsddleges célunk a rendelkezésiinkre all6 MRSA torzseket hatékonyan lizalni képes

bakteriofagok izolalasa kérnyezeti mintakbol.

Az izolalt fagtorzsek hatékonysaganak illetve spektrumdnak ellendrzése a
rendelkezésiinkre all6 MRSA torzseken, valamint a fagok és gazdatirzseik kozti stabil

gazda parazita kapcsolat ellenérzése.

Egy hatékony litikus fag izoldlasa, amely modellként szolgilhat a fagpropagalast
meghataroz6 kornyezeti tényezok vizsgalatandl. Az izolalt fag jellemzése morfologiai és

genetikai modszerekkel.

Egy idedlis kiinduld baktérium-fag ardny megallapitidsa mely jotékony hatdssal van a

fagszaporodas hatékonysagara.

., Annak vizsgélata, hogy egy a gazdabaktériumaval szemben stabil hatékonysagot mutatd

litikus fag gazdabaktériumhoz vald kapcsolodéasat/propagalasat milyen mértékben
befolyasoljak az egyes kornyezeti tényezok. Ennek keretében a szakdolgozati munka
céljai kozé tarozott megvizsgalni, hogy a tapoldatban jelenlevd kétértekii ionok, mint a
Mg?* és Ca*'- koncentraciéi, valamint a tapkozeg mindsége mennyiben befolyasolja a

fagpropagalas hatékonysagat.

A ®4R litikus fag gazdaspektrumanak vizsgalata.

7., A ®4R litikus fag megszekvenalt genomjanak analizise és 6sszehasonlitod vizsgalata.



3. Anyagok és modszerek3.1 Anyagok

3.1.1 Felhasznalt MRSA torzsek

Kisérleteinkhez tizennégy human izolatum MRSA torzset hasznaltunk. A kisérletek leirasanal
az altalunk adott sorszamokat hasznaltuk a torzsek megnevezésére nem a hivatalos

kodjeliiket.

1. Tablazat. Az MRSA torzsek kodjelei és az altalunk adott sorszamok.

Az MRSA torzsek Az altalunk adott
kodjelei: sorszamok:
haMRSA torzsek:
06-01388 ST247
93-01000 ST254
06-01597 ST239
06-02182 ST22
06-01019 ST45
06-01750 ST228
06-00219 ST5
06-00409 ST225
caMRSA torzsek:
03-02773 ST1 9
06-00631 ST5 10
06-00373 ST8 11
05-01089 ST22 12
06-02000 ST80 13
06-00467 ST152 14
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3.1.2 LB (Luria Bertani Broth) tapoldat, taptalaj:

NaCl 5 g
Bacto pepton 10 g (Oxoid)
Yeast extract 5 g (Scharlau)



Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)

Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.3 Miiller Hinton I (MH 1.) tapoldat, taptalaj:

MH 1. taptalajpor 21 g (Scharlau)
Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.4 Miiller Hinton Il (MH I1.) taptalaj, tapoldat:

MH II. taptalajpor 22 g (Becton dickinson)
Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.5 TSB (Tryrtic Soy Broth) taptalaj, tapoldat:

TSB taptalajpor 30 g (Scharlau)
Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.6 BHI (Brain Heart Infusion) taptalaj, tapoldat:

BHI taptalajpor 37 g (Scharlau)

9



Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)

Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.7 CF taptalaj, tapoldat:

Casamino acid 10 g (Difco)

Yeast extract 1.5 g (Scharlau)

1% MgSO, 5 ml

1% MnCl, 0.5 ml

Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.8 Tripton taptalaj, tapoldat:

Tripton por 10 g (Oxoid)
Agar 15 g (csak taptalajnal) (Prolabo)
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

3.1.9 PBS (Phosphate Buffered Saline):

NaCl 8 g
KCI 0.2 g
Na;HPO,4- 12H,0 2.9 g
KH,PO4 0.2 g
Desztillalt viz 1000  ml-re kiegésziteni

10



3.1.10 Foszfovolframsav festooldat:

foszfovolframsav 03¢
Desztillalt viz 10 ml

0.1 N NaOH adagoléasa a pH 7.2-7.4 beallasaig

3.1.11 Elektronmikroszkopos vizsgalat

Foszfo-Wolframsav 1,5%

Réz grid mintanként 1 db

3.1.12 DNS munkakhoz oldatok

Restrikcios endonukleazos DNS kezelés

10x puffer 2ul

Enzim 1 unit (0,5-2ul)
DNS 1-10 pl

Desztillalt viz 20 pl-re kiegészitve

1x TAE-futtato puffer agaroz gélhez:

Tris-HCI 4.84 ¢
Ecetsav cc. 1,1 ml
EDTA (pH8) 2ml
Viz 1 literre

11



Loading puffer:

30% glicerin 0,01 g bromfenolkék 70% desztillalt viz

Molekulasily marker: Kaleidoscope festett marker (Biorad)

3.2 Modszerek

3.2.1 Baktériumtorzsek és fagszuszpenziok konzervalasa

25-30% glicerint tartalmazo6 tdpoldatban tortént a baktériumok és fagok szuszpenzidjanak -80
°C-on torténd konzervaldsa. Ennek soran 600 pl over night baktérium szuszpenzidhoz adtunk
300 pl 85% steril glicerin oldatot. Majd az igy nyert szuszpenziot fagyasztocsOben
lefagyasztottuk. Hasonloan jartunk el a durva kornyezeti mintdk szuszpenzidi és a mar

tisztitott fAgszuszpenzidk konzervalasa esetén is.

3.2.2 Baktérium over night (O/N) kultura készitése

Steril vérszallitd csdbe 5 ml LB tapoldatot mértiink, és ebbe oltottunk oltokacs hasznalataval a
fagyasztott glicerines fagyasztocsébdl vagy elézdleg szélesztett és izolalt koloniat tartalmazé

taptalajrol. Az igy nyert beoltott kultirat egy napig 37 “C-os razoétermosztatban inkubaltuk.

3.2.3 Mintavétel és fag izolalas

A fag izoldlashoz sziikséges kornyezeti mintdkat allati almokbol, valamint allatok
testfelszinérdl tupferral gyjtottiik. Ezen kiviil még a Pellérdi Szennyviztisztitd Teleprdl is
volt alkalmunk szennyvizmintakat beszerezni. Az alommintdkat valamint a tupferral vett
mintikat Baranya Megye teriiletén beliili gazdasagoknal és a Pécsi Allatkertbdl gytijtottiik. Az
alommintékat és a szennyvizmintdkat 50 ml centrifugacsdvekbe helyeztiik el és taroltuk. A

tupferral vett mintakat 5 ml LB tapoldatot tartalmazo6 kémcsdbe helyeztiik.

A mintagytijtést kdvetden megkiséreltiik a birtokunkban levd MRSA torzsek segitségével a

mintaban esetlegesen jelenlevd ¢€s rajuk specifikus fagok felszaporitasat. Ehhez el0szor a
12



gazdabaktériumokbol kellett kultarat eldallitani, tehat mind a 14 fagyasztott glicerines MRSA
torzset leoltottuk kacs segitségével 5 ml LB tapoldatba majd azokat egy napra 37 “C-0S
razdtermosztatba tettiik inkubélni. A kovetkezé nap a 14 MRSA O/N kulturdbdl kevert
kultarat (MRSA mixet) készitettiink, ugy hogy Osszeontottiik 6ket egy 100 ml-es lombikba.
Ezek utan a 40ml LB médiumot tartalmazé 100 ml-es lombikokba a mintakbol adott
mennyiségeket tettiink. Az alommintakbol 2-3 g-nyit. A tupferral vett mintdbol 5 ml-t, a
szennyvizmintakbol pedig 5 ml-t. Az igy kapott lombikokat beoltottuk a fenti 500 pul O/N
MRSA kevert kulturaval. A lombikokat ezek utan razétermosztatba helyeztiik 24 o6rara 37 °C-
os homeérsékleten. Ezt kovetden minden egyes lombik tartalmat kiilon kiilon 50 ml-es
centrifugacsovekbe mértiik és 4500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk, annak érdekében, hogy
letilepitsiik a szuszpenzidban levé baktériumok nagyrészét, valamint a mintaban esetlegesen
meglévo és kiiilepithetd szennyezddéseket. A fagokat tartalmazo feliiliszot ezutdn atmértiik
egy masik 50 ml centrifugacsdbe és 1:50 aranyban kloroformot adtunk hozza, hogy a
feliiliszoban esetlegesen megmaradt baktériumokat is elolje. A kloroform tartalma
szuszpenziot kézzel Osszerdztuk, majd madésnapig hiitdszekrényben taroltuk. A tarolast
kovetden 4500 rpm-en ismét lefugaltuk annak érdekében, hogy megszabaduljunk a
klorofromtol és az esetleges tovabbi baktériumtormelékektdl. Az igy keletkezett feliilaszot
tarolas céljabol steril centrifugacsObe oOntottikk. Ezen csdvekbdl tortént az egyes MRSA
torzsekre specifikus fagok izolalasa. Ehhez leoltottuk mind a 14 MRSA torzset 5 ml LB
tapoldatot tartalmazd vérszallitdo csovekbe, majd masnapig 37 °C-on razdtermosztatban
inkubaltuk 6ket. Ezt kovetéen mind a 14 O/N MRSA kultirabol 6tszords higitast készitettiink
PBS-ben ¢és mindegyikbdl 500 pl-eket szélesztettink LB agar tartalmu taptalajokra. A
baktérium szuszpenziot tartalmazé taptalajokat szobahdn, félnyitott tetd alatt megszaritottuk,
majd a taptalajokra 4-4ml 55°C-os topagart (0,4%) Ontottiink, melynek mindegyike
tartalmazott 100ul kloroformozott szuszpenzidt (lehetséges fagszuszpenzidt). A topagaros
taptalajokat ezutan 37 °C-os termosztatba tettiik 24 oOrara. A kovetkezO nap a plakkok

megjelenése jelezte, hogy az adott mintdban volt-e az adott MRSA torzsre litikus fag.

3.2.4 Fagok tisztitasa, felszaporitasa és a stabil fag gazdabaktérium kapcsolat

ellenorzése

Annak érdekében, hogy a durva fagszuszpenzidkbol kiszelektaljunk egy tiszta fagtorzset, a

fag izolalasbol szdrmazd és pozitiv eredményt add topagaros taptalajokbol kisméretli steril
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spatulaval kivagtunk egy-egy nagyobb plakkot és 5 ml LB tapoldatba helyeztiik, egy napra 37
°C-os razotermosztatban inkubéltuk. A kivagott agaron a plakkal egyiitt kivagott MRSA gyep
elég a tapoldat bakteridlis beoltdsara. A pakkban 1év0 fagok ezen gazdabaktériumon
szaporodnak fel. Egy plakk nagy valosziniiséggel egy fagbol indult ki, igy egy izolalt térzsnek
tekinthet6. De ezt egyértelmiien akkor allithatjuk, ha a most leirt tisztitasi 1épést legalabb
kétszer megismételjiilk és mindig izolalt plakkot vagunk ki. A kdvetkezé nap mindegyik
kultirdbol 2 ml-eket mértiink 2 ml-es Eppendorf csévekbe 5000 rpm-en lecentrifugaltuk,
hogy leiilepitsiik a baktériumokat. A feliiluszokbol 1.4 ml-eket mértiink 1.5 ml Eppendorf
csovekbe ¢és 1:50 aranyban kloroformot adtunk hozza, hogy a centrifugalas utan még a
megmaradt baktériumokat eloljiik. A kloroformozott fagszuszpenzidkat ezutan 1 napra 4 °C-
os hiitébe raktuk. Még ezen a napon mind a tizennégy MRSA torzset leoltottuk 5 ml LB
tapoldatba a fagyasztott glicerines kultarabol kacs hasznélataval. Igy a kovetkezd napra mind
a tizennégy MRSA tOrzsbdl lett over night kulturank amelyekbdl Otszords higitast
készitettiink és Petricsészés LB taptalajokra felvittik 500 pl-eket, ahol iivegbottal
szélesztettik ¢és Bunsen ¢égdé langja mellett szaritottuk. Ekkor a kloroformozott
fagszuszpenziokat lecentrifugaltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a megmaradt
baktérium iledéket eltavolitsuk. A feliilluszokbol 1 ml-eket ujabb 1.5 Eppendorf csévekbe
mértiink. Ezek lettek a kisérlethez hasznalt fagszuszpenziok, amelyekbdl 10ul-eket
lecseppentettiink mind a tizennégy torzsbol késziilt baktériumgyepre. A tiptalajokat ezutan
egy napra 37 “C-0s termosztatba tettiik. A kovetkezd nap a baktériumgyepeken megjelend
feltisztuldsi zondk jelezték, hogy az adott fag torzs mely MRSA tdrzseken szaporodott. A
feltisztulas mértéke pedig jellemezte a fagnak az adott MRSA torzs elleni hatékonysagat. A
feltisztulas lehet teljes vagy részleges, részleges esetén, ha sok kis pakk latszik, az azt jelzi,
hogy a fag csak lassan szaporodik az adott torzson, ha pedig a feltisztuldsi zondban a
baktérium kisebb telepeket alkot vagy zavarossa teszi a feltisztulasi zonat, az azt jelenti, hogy
konnyen valik rezisztensé az adott MRSA torzs, az adott fag torzs ellen. A kovetkezdkben
plakk kivagasos felndvesztést, valamint a fag tomény fagszuszpenziobol vald leoltasat
tapoldatban nové MRSA kulturdba és azon felndvesztését tobbszor ismételtiik, hogy
megallapithassuk mely fagtorzsek, mely MRSA torzseken képesek stabilan nagy
hatékonysaggal szaporodni rezisztencia megjelenése nélkiil. Az ezek utan megfelelének latszo
fagtorzsekbodl higitasi sort készitettlink €s az egyes higitasokat ellendriztiik a felszaporitasra
hasznalt MRSA torzseken, hogy megallapitsuk a fag szaporodd képességét, illetve
megallapithassuk az elért titerszamot.
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3.2.5 Baktériumszuszpenziok csiraszamanak meghatarozasa

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk az 5 MRSA baktérium csiraszam értékeit O/N
kultaraban, O/N kultarabol képzett ODgoo 1 kulturaban és logaritmikus fazisban, a kovetkezé
kisérletet végeztik. 2 vérszallitd csébe 5-5 ml LB tapoldatot mértiink ¢és oltdkacs
hasznalataval taptalajrol beoltottuk a vizsgéland6 baktériumot. Az igy beoltott tapoldatokat 37
°C-os razotermosztatba helyeztik ¢€s egy ¢jszakan at inkubdltuk. Masnap, az egyik
vérszallitocs6bol 50 pl-t szuszpenzidt 5 ml friss LB médiumba oltottunk, majd
razdtermosztatba helyeztiink. Logaritmikus novekedési fazisba (ODggp 0,6-0,8) keriilvén
kivettik azt a rdzotermosztatbol. A fenti kulturdkbol 100 szoros Iéptékii higitasi sort
készitettiink a -8 higitasi fokig. Minden egyes higitasi fokbdl 500 pl-eket szélesztettiink liveg
szélesztébot segitségével. A megszaradt taptalajokat végiil 37 “C-0s termosztatba helyeztiik
egy napra. A kovetkez6 nap az erre megfeleld higitasoknal meg tudtuk szamolni az egyes
baktériumtelepeket és mivel egy telep egy baktériumbol indult ki, igy a higitasi fokokbol
visszaszamolva megkaptuk a 3 tomény szuszpenzid csiraszamat (Colony forming unit:

CFU/mI).

3.2.6 Az 5 MRSA szuszpenzio toménységének hatiasa a ®4R fag felszaporodasara

Kisérletiinkben 3 vérszallitd csébe 5-5 ml LB tapoldatot mértiink és kacs hasznalataval
beoltottuk fagyasztott glicerines 5 MRSA-val. Az igy nyert szuszpenziokat 37 °C-0S
razotermosztatba helyeztiik €s egy napig inkubaltuk. A kovetkezé nap a hadrom over night
kultarabol higitassal harom 5 ml-es OD1 szuszpenziot allitottunk eld. Koziiliik egybdl 10-
szeres higitasi sort készitettiink a -2 higitasig, egy masikat pedig lecentrifugaltunk, hogy a
baktériumok letilepedjenek majd 500 ul PBS-be felszuszpendaltuk igy 10-szeres toménységii
szuszpenziot nyertiink. gy négy kiilonbozé toménységli szuszpenziot kaptunk egy 10xODI,
ODI1, 0.1xOD1 ¢és egy 0.01xOD1-set. A négy szuszpenziobol 500 ul-eket négy Petricsészés
LB taptalajra vittiink fel és livegbottal szélesztettiik, majd szaritottuk. Miutdn megszaradtak
mindegyikre 10 pl tdmény 4R fagszuszpenziot cseppentettiink és végiil a taptalajokat 37 °C-
os termosztatba helyeztiik egy napra. A kovetkezd nap ellendrizhettiik, hogy a lecseppentések

helyén tapasztalhato-e feltisztulas a baktériumgyepen.
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3.2.7 A Mg”* és Ca®* sék koncentraciojanak hatasa a bakteriofag felszaporodasara

Kisérletiinkben 3 s6 (MgSO,4, MgCl,, CaCl,) koncentracidjanak hatasat vizsgaltuk a ®4R fag
felszaporodasanak mértékére az 5 MRSA gazda baktériumon. Mivel kozismert, hogy a
kétértekii sok (Ca?*, Mg?") sziikségesek a fag baktérium receptorkotéshez ezért kivantuk
megallapitani azt, hogy kisérleti dsszeallitasunkban egy Staphylococcus aureus torzs €s annak
litikus fagja kapcsolodasat, hogyan befolyasoljak az eltérd Ca* és Mg2+ koncentraciok.
Kisérletiinkhéz eldszor over night kultirat készitlink az 5 MRSA torzsbol. Ezutan 13
vérszallitdo cs6bol 12-be 4,5-4,5 ml LB tapoldatot mértiink és 500-500 ul séoldatot adtunk
hozza. Az els6 négyhez MgSO, oldatot adtunk a kdvetkezd sorrendben 1 molosat, 0.1 modlosat
0.01 molosat és 0.001 molosat. A kovetkezé négyhez MgCl, oldatot adtunk megint 1, 0.1,
0.01, 0.001 molosakat. Az utolsé négyhez CaCl, oldatot adtunk ismét 1, 0.1, 0.01 és 0.001
molosakat. Ennek megfelelden a csdvekben 0.1, 0.01, 0.001 és 0.0001 moélos séoldatok voltak
jelen. Valamint plusz egybe csak 5 ml LB tapoldatot tettiink ez lett a kontroll kultara
tapoldata. Majd mindegyik tapoldatot beoltottuk 50 pl 5 MRSA-val és 10 pl ®4R
fagszuszpenzioval. Majd az igy nyert kultardkat 37 “C-os razdtermosztatba tettiikk 24 ordra. A
kovetkezd nap mindegyik kultirabol 2 ml-eket mértiink 2 ml-es Eppendorf csévekbe 5000
rpm-en lecentrifugaltuk, hogy leiilepitsik a baktériumokat. A feliiliszokbol 1,4 ml-eket
mértiink 1.5 ml Eppendorf csévekbe és 1:50 ardnyban kloroformot adtunk hozzajuk, hogy a
centrifugdlds utan még esetlegesen megmaradt baktériumokat eldljiik. A kloroformozott
fagszuszpenziodkat ezutan 1 napra 4 °C-os hiitdbe raktuk. Még ezen a napon leoltottunk egy
ujabb over night kultirdt 5 MRSA-bol az elézéekben leirtak alapjan. A kovetkezd nap a
kloroformozott fagszuszpenzidkat lecentrifugaltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a
megmaradt baktérium iiledéket eltavolitsuk. A feliiliszokbol 1 ml-eket ujabb 1,5 Eppendorf
csOvekbe mértiink, ezek lettek a kisérlethez hasznalt tomény fagszuszpenziok, melyekbdl 10-
szeres higitasi sort készitettiink a -6-ig. Az 5 MRSA over night kulturabol pedig PBS-el 5-
szOros higitast készitettiink, amibdl 500 pl-eket vittiink fel és livegbottal teritettiink szét az
egyes Petricsészés LB taptalajokon. A taptalajokat ezutan Bunsen ég6 langja mellett
széritottuk. Miutan a taptalajok megszaradtak a fagszuszpenziokbol késziilt higitasi sorok
minden elemébdl 5 pul cseppentettiink az elére megjelolt helyeken. Ezutan a taptalajokat 37
°C-os termosztatba helyeztiik 24 orara. Majd a kovetkezd nap a megfeleld higitasoknal (ahol
szamolhatéak a plakkok) megszamoltuk a plakkokat igy mehatarozhattuk az adott

fagszuszpenzio titerét.
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3.2.8 Kiilonbo6zo tapkozegek hatasa a ®4R bakteriofag felszaporodasanak mértékeére

Kisérletlinkben 7 kiilonb6zo tapoldatban ndvesztet S MRSA baktériumon tenyésztett ®4R fag
hatékonysagat vizsgaltuk 7 kiilonboz6é taptalajon novesztett 5 MRSA baktériumon.
Kisérletiinkhoz el6szor over night kultirat készitettink az 5 MRSA torzsbdl. Ezutan 7
kiilonb6z6 tapoldatbol (LB, MH1, MH2, TSB, BHI, CF, Tripton) vérszallitdé csdvekbe
mértiink ki 5-5 ml-eket, ezekbe oltottuk az 50 pl 5 MRSA over night kultarat és a 10 ul
tomény ®4R fagszuszpenziot. Az igy nyert kultirdkat 1 napig 37 °C-os razotermosztatban
inkubaltuk. A kovetkez6 nap mind a hét kultarabol 2 ml-eket mértiink 2 ml-es Eppendorf
csovekbe 5000 rpm-en lecentrifugaltuk, hogy letilepitsiik a baktériumokat. A feliiliszokbol
1.4 ml-eket mértiink 1.5 ml Eppendorf csovekbe és 1:50 aranyban kloroformot adtunk
hozzéjuk, hogy a centrifugalas utan az esetlegesen még megmaradt baktériumokat eldljiik. A
kloroformozott fagszuszpenzidkat ezutan 1 napra 4 °C-os hiitdbe raktuk. Még ezen a napon
leoltottunk egy wjabb over night kulturdt 5 MRSA-bdl. A kovetkezd nap a kloroformozott
fagszuszpenziokat lecentrifugaltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a megmaradt
baktérium iledéket eltavolitsuk. A feliiliszokbdl 1 ml-eket jabb 1.5 Eppendorf csévekbe
mértiink, ezek voltak a kisérlethez hasznalt tomény fagszuszpenzidk, melyekbdl 10-szeres
higitasi sort készitettiink a -6-ig. Az 5 MRSA over night kultarabol pedig PBS-el 5-szoros
higitast készitettiink, amibdl 500 pl-eket vittiink fel és livegbottal teritettiink szét az egyes
Petricsészés taptalajokon. Miutdn a taptalajok megszaradtak a fagszuszpenziokbol késziilt hét
higitasi sor minden elemébdl, mind a hét taptalajtipusra felvitt baktérium gyepre
cseppentettiink 5-5 pl-eket az el6zéleg megjelolt helyekre. Ezutan a taptalajokat 37 °C-0s
termosztatba helyeztiik 24 orara. Majd a kovetkez0 nap a megfeleld higitasoknal
megszamoltuk a plakkokat igy kiszdmolhattuk, hogy az adott tdomény fagszuszpenzidban hany

hatoképes 4R fag van az adott tdptalajon nétt 5 MRSA baktériumra.

3.2.9 A ®4R fag kivont DNS-ének agaroz gélen valo megfuttatasa

A fag DNS izolalashoz 1.5 ml nagy toménységli fagszuszpenziot lefugaltunk 10 percig 10000
rpm-en (11.000 g). A feliiliszobol 1.2 ml-t atszivtunk egy ujabb 1.5 ml Eppendorf csdbe.
Ezen 30 perces DN-4z és RN-az kezelést végeztiink szobahdmérsékleten. Az enzimkezelést
kovetden az enzimeket 100 pl 0,5 Molos EDTA (pH 8) oldat hozzdadésaval, majd ezt kovetd
10 perces 75°C-os hokezeléssel inaktivaltuk. A szuszpenzidoban levdé fagpartikulumok

fehérjeburkat 1 6ras 65°C-os 10 pl Proteinkindz K (20 mg/ml) kezeléssel elemésztettiik. Az
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egy ora lejarta utdn a mintat kétfel¢ osztottuk két Eppendort csébe 600-600 pul-t. A kdvetkezd
1épéseket parallel elvégeztiik mindkét mintdval. A mintdkhoz 60 pl 7.5 moélos ammoénium
acetatot adtunk, majd még 600 pl fenol kloroformot. Ezutan alaposan felraztuk dket, majd 10
percig fugaltuk 13000 rpm-en. Ezutan a feliiluszokbol 500 pl mennyiséget atpipettaztunk két
ujabb Eppendorf csébe és 1 ml 96% etanol (2x térfogat) adtunk hozzdjuk. A lecsapas
elésegitése végett 1 orara mélyhilitébe -20°C-ra raktuk Oket. Az inkubaciot kovetden a
kicsapddott DNS-eket 15 percig maximalis fordulatszdmon fugéltuk, majd egyszer mostuk
70% etanollal. A mintdkat szobahdmérsékleten 30-60 percig szaritottuk. Szaritast kdvetden a
fag DNS-eket 30 ul steril desztillalt vizben felszuszpenzaltuk. A DNS mintak minéségének és
mennyiségének leellendrzése végett a DNS szuszpenziobol 2 ul-eket 1%-os agaroz gélben

megfuttattuk (140 V-on).

3.2.10 A ®4R fag morfoldgiai vizsgalata

Az izolalt ®4R fag morfologiai analizisét elektronmikroszkopos vizsgalattal végeztiik
melyhez a mintdkat a kdvetkezokép készitettiik el6. Egy 100 ml lombikba bemértiink 50 ml
LB tapoldatot majd beoltottuk 500 pl over night 5 MRSA szuszpenzidval és 100 pul ®4R
fagszuszpenzioval majd egy napra 37 ‘C-os razotermosztatba helyeztiik. A kovetkezé nap a
mintat 4500 rpm-en 40 percig fugaltuk majd 0.2 um-es baktériumsziirén atszirtik. Az igy
kapott fagszuszpenziobol 10ul-t membrannal fedett rézgridre cseppentettiink majd 15 perc
elteltével a felesleg leszivatasat kovetden 10ul 1,5%-os foszfovolframsavval festettiik 40

masodpercig. Az igy kapott mintéat transzmisszids elektronmikroszkoppal vizsgaltuk.

3.2.11 A ®4R fag spektrumanak vizsgalata

Annak érdekében, hogy megismerjik az ®4R fag esetleges szélesebb gazdaspektrumat
teszteltiik tovabbi Staphyloccus aureus és mas fajba tartozo baktériumok tdrzsein. Osszesen
84 baktériumtorzson. Elso 1€épésben mindegyik térzsbol over night kulturat készitetiink. Ehhez
Sml LB tipoldatba oltottuk le és egy kivételével 37 °C razotermosztatba helyeztiik. Az
Erwinia amylovorat alacsonyabb hémérsékleti optimuma miatt 30 °C razotermosztatban
novesztettiik. Az over night kultirakbol pedig PBS-ben 5-sz6r6s higitast készitettiink, amib6l
300 pl-eket vittiink fel és tivegbottal szélesztettiink az LB taptalajokra. A taptalajokat ezutan
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Bunsen ¢ég6 langja mellet szaritottuk. Majd mindegyik téptalajra 20 pl tomény D4R
fagszuszpenziot cseppentettiink, a cseppek felszaradasa utan az egyes torzseket és a ®4R
fagot tartalmazo taptalajokat 37 °C termosztitba helyeztik. Majd a kovetkezd nap
megfigyeltiik, hogy racseppentés helyén keletkeztek-e feltisztulasi zondk a ®4R fag hatasara.

Kivétel itt is az Erwinia amylovora volt, amelyet 30 °C-os termosztatba helyeztiink.

3.2.12 A genom o6sszehasonlité vizsgalata
A vizsgalatainkhoz el6szor szilikségiink volt a fag szekvencidjanak ismeretére. A ®4R fag
szekvenalasat a Seqomics Kft. (Morahalom) végezte el szamunkra. A kész szekvenciat ezutan

az ncbi (www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbazisaval Osszehasonlitottuk, valamint a Vector NTI

program 7-es verzidjaval azonositottuk a genom feltételezhetden kodold szakaszait (open
reading frame — ORF). Ezutan a feltételezet fehérje kodold szekvencidkat egyesével
Osszehasonlitottuk az ncbi adatbazisban 1évé mar ismert funkcidji szekvenciakkal és ezek
alapjan valoszintsitettilk az altalunk izoldlt fag genomjanak egyes szakaszai milyen
funkcioval rendelkeznek, vagyis milyen tipustu fehérjét kodolnak. Tovabbi vizsgalatainkban a
Mauve genom 0Osszehasonlité programmal hiisz masik fag genomjat hasonlitottuk Ossze az
®4R fagéval. 11 magas 80% folotti homologiat mutaté fagot 2 kozepes 66 és 59%
homolégiajut és 7 alacsony 10-20% kozti homologiaju fagot. Valamint elvégeztiik az ezen
fagok szekvencidinak egymadssal torténd Osszehasonlitdsit a Mauve program segitségével.
Ehhez a kovetkezd -adatbankban elérhet6- fagokat hasznaltuk és hasonlosagukat a ®4R-hez
jeloltik (JQ779023.1 98%, EU861005.1 89%, EF462198.1 89%, JX174275.1 82%,
AP009363.1 86%, AF424782.1 88%, AY954956.1 82%, JQ957932.1 82%, AY954957.1
85%, KF598856.1 86%, AP012341.1 86%, AB045978.2 66%, AY954955.1 59%,
AY954961.1 18%, DQ530362.1 18%, AY954960.1 15%, FJ713816.1 14%, AP011956.1
13%, AP011955.1 13%, DQ517338.1 13% ):
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Kornyezeti mintakbol torténo fag izolalas eredményei

A kornyezeti mintdkbol tortént fagizolalas eredményeit tabladzatos forméban foglalom Gssze.
Ennek soran 6 kiilonb6z6 mintavételi tura keretében mintak keriiltek vételezésre allattartd
telepek alom mintdibol és allatok borfeliiletérdl és a Pellérdi Szennyviztisztitd egyes

tisztitomiii egységeibol.

2. Tablazat. Osszesitett tablizat a + eredményt adé mintikrél, melyek az eltéré
mintagyiijtésekb6l szarmaznak, és amelyek az altalunk vizsgalt MRSA

torzsek ellen bizonyultak hatékonynak.

mintagyiijté minta minta mintavételi MRSA torzsszamok
§ SZama sorszama tipusa objektum
1 14 alom sertés 3,6
1 15 alom 16 5
3 4 alom 16 6, 14
3 5 alom juh 6, 14
3 11 alom szarvasmarha 14
3 13 alom 16 14
4 3 alom 16 56
5 15 alom mosomedve 12

Az eredményekbdl kitlinik, hogy egyik szennyviz minta sem adott pozitiv eredményt. Ennek
magyarazata lehet, hogy a Staphylococcus aureus akarcsak a Staphylococcus nemzetség tobbi
faja elsOsorban 4llatok és az ember borfelszinén €16 baktérium, igy az els6sorban
bélbaktériumokat tartalmazé szennyvizben ezekhez képest elenyészé mennyiségben talalhatod

meg ¢s ennél fogva azon bakteriofagok is melyeknek a gazdaszervezete.

Az allatoktdl vett mintdk koziil csak az alommintakbdl sikeriilt fagot izolalnunk a bdrfelszini
mintakbol nem. A bdrfelszini mintdkban valoszinlileg a kicsi merités miatt nem talaltunk
fagot. Az alom mintak koziil is csak az emlds6k alommintaibol volt sikeres izolalas a
madarakébodl egy sem. Az emldsok koziil is foként a haszonallatokrdl vett mintakban talaltunk

az MRSA lizisét okozo fagot. E mellet elmondhatd, hogy a nagyszamu minta koziil is csak
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kevés adott pozitiv eredményt, valamint egy-egy mintabol késziilt szuszpenzio6 csak egy, vagy

két MRSA torzzsel szemben volt hatékony. Tehat az Aaltalunk izolalt fagok magas

gazdaspecificitasa miatt eleve kizarhato esetleges terapias hasznalatuk lehetdsége.

4.2 A fagok felszaporitasa és a stabil fag gazdabaktérium kapcsolat ellenérzése

Mintagylijtések  soran

viszontpropagaltattuk ¢és ennek sordn nem minden esetben bizonyultak a fagok a

izolalt fagokat

az elso

tesztbaktériumaikkal szemben hatékonyaknak. (9. tdblazat)

korben

pozitiv

3. Tablazat. Az izolalt fagtorzsek felszaporitasanak eredményei

mintagyiijtés | minta sorszama felszaporitasra felszaporitas
szama amibdl izolaltuk | hasznalt MRSA torzs | eredménye
1 14 3 -
1 14 6 -
1 15 5 +
3 4 6 -
3 4 14 +
3 5 6 -
3 5 14 -
3 11 14 -
3 13 14 -
4 3 5 +
4 3 6 +
5 15 12 -
4. Tablazat. A pozitiv eredményt ado fagtorzsek eredményei.
mintagyiijtés minta felszaporitasra | ellenérzésre eredmény, a plakk
szama sorszama hasznalt hasznalt képzodés tipusa
amibal MRSA torzs MRSA torzs
izolaltuk
1 15 5 5 teljes feltisztulas
3 4 14 14 részleges feltisztulas,
rezisztencia szigetek
4 3 5 5 teljes feltisztulds
4 3 5 6 teljes feltisztulas
4 3 6 5 teljes feltisztulas
4 3 6 6 teljes feltisztulds
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A felszaporitast még haromszor megismételtiik a pozitiv eredményt adokkal. A pozitiv
eredményt adok koziil 3 mintagyiijtés 4 mintdjabol szdrmaz6 az egyediili, ami nem adott tejes
feltisztulast, két esetben részleges feltisztuldst rezisztencia szigetekkel, és két esetben nem

mutatott plakk képzodést.

A stabilan jo eredményeket ado 3 torzsnek a megnevezésére kodjelet adtunk és a késobbi

kisérleteknél ezt a megnevezésiiket hasznaltuk.

5.Tablazat. A pozitiv eredményt adé izolatumok kodjelei.

mintagyiijtés minta felszaporitashoz hasznalt kodjel
szama sorszama MRSA torzs
1 15 5 ®4R
4 3 5 d3M2
4 3 6 O3M5

A fentiek értelmében az izolalt torzsek koziil csak 3 bizonyult hatékonynak egy vagy két
MRSA torzs ellen a ®4R ¢és a ®3IM2 és a D3MS. Ezeknél a torzseknél fennall a stabil gazda

parazita viszony.

4.3 A stabil gazda parazita viszonyt mutat6 fagtorzsek felszaporodasi hatékonysaganak
ellendrzése

A fag szuszpenziok hozzavetdleges csiraszamat az 5 és 6 MRSA torzseken vizsgaltuk. A T a
tablazatban a tomény fagszuszpenziot jelenti. A pozitiv eredmény a plakképzddést, a negativ

a plakkok hianyat.
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6. Tablazat. A szuszpenziok toménységének ellendrzése az S (a.) és 6 (b.) MRSA

gazdabaktériumokon.
a., b.,
SZuszpenzio ®4R | ®3M2 | ®3IMS5 szuszpenzio ®3M2 | D3IMS
higitasa / fag higitasa / fag
torzs torzs

T + + + T + +
-1 + + + -1 + +
-2 + + - -2 - +
-3 + + - -3 - -
-4 + - ; 4 _ ;
-5 + - - -5 - -
-6 - - - -6 - -

Az adatokbdl kitlinik, hogy a ®3M fagok ugyanazon a baktériumtdrzson ellendrizve, mint
amin eredetileg propagélva voltak jobb eredményeket adnak. Az eredményekbdl jol lathato az
is, hogy a ®4R fag sokkal nagyobb mértékben szaporodott fel, mint a ®3M fagok. A 4R fag a
fenti kisérletekben elérte a 10° titert is, mig a ®3M fagok csak 10°-10° titer értéket értek el. A
kisérletekbdl megallapithato, hogy a ®4R fag felszaporodd képessége sokkal jobb és igy a
baktérium ellen is sokkal hatasosabb, ezért a tovabbi vizsgalatokban mar csak a ®4R fagot és

gazdabaktériumat az 5 MRSA-t hasznaltuk.

Mivel tobb tucat minta ellendrzése utan is csak egy nagy hatékonysagl fagot sikeriilt
izolalnunk, ami csak egy MRSA torzs ellen hat ezért megallapithato, hogy a terapias célokra
legmegfeleldbb széles spektrumi ¢s mindegyik gazdatorzsével szemben nagy hatékonysagu
MRSA lizist okoz6 fag izoldlasdhoz ennél nagyobb szdmu minta vizsgéalatira vagy nagy

szerencsére lenne sziikség.

4.4 Csiraszam meghatarozas

Osszehasonlitva az over night szuszpenzié az over night kultirdbol képzett OD1 szuszpenzid
illetve a logaritmikus novekedési fazisu szuszpenzid csiraszam értékeit a kovetkez6

eredményeket kaptuk. (15. Téblazat)
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7. Tablazat. Az egyes MRSA szuszpenziok higitasainak csiraszamai 1 ml-ben. Az ,,nm”

rovidités a nem megszamolhato értéket jeloli.

MRSA szuszpenzio tipusai / MRSA szuszpenzié | tomény | -2 -4 -6 -8
higitasa

over night szuszpenzio nm nm nm 106 1

OD1 szuszpenzid nm nm nm 21 0

logaritmikus novekedési fazist szuszpenzid nm nm | 338 5 0

A megfeleld higitdsokbol visszaszamolva megkaptuk a tomény szuszpenziok csiraszamat.
Ennek megfelelden a kdvetkezo csiraszdmokat éri el az 5-6s MRSA 1ml tenyészetekre vetitve

(CFU/ml):

8. Tablazat. A tomény MRSA szuszpenziok csiraszama 1 ml térfogatban.

MRSA szuszpenzi6 tipusai csiraszam/ml
over night szuszpenzio 212000000
OD1 szuszpenzid 42000000
logaritmikus novekedési fazist 6760000
SZuszpenzio

Az eredményekbdl latszik, hogy az OD1 szuszpenzi6 csiraszam siirlisége majdnem pontosan
otdde az over night szuszpenzid siirliségének. Tehat az altalunk a Petricsészés taptalajok
beoltasdhoz hasznalt 6tszordsére higitott over night MRSA szuszpenzid csiraszdm stirlisége
megfeleltethetd az ODI1 szuszpenzidénak. A logaritmikus ndvekedési fazisban 1évo

szuszpenzi6 pedig 1ényegesen kisebb csiraszammal rendelkezik.

4.5 Az 5 MRSA szuszpenzio toménységének hatasa a ®4R fag felszaporodasara

Az eredmények alapjan a 10xODI1 toménységli MRSA szuszpenziobdl késziilt
baktériumgyepen a tomény ®4R fag szuszpenzidé nem tud plakkot létrehozni, vagyis nem
képes az Osszes baktériumot lizdlni. Az OD1 és anndl kisebb toménységli szuszpenzioknal
viszont minden esetben nagy tiszta plakkok képzddtek. Tehat nagy toménységli baktérium

szuszpenzidkat alkalmazni a fag vizsgéalatdhoz nem érdemes. A kis toménységli szuszpenziok
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is j6 eredményeket adtak viszont technikai okok miatt kevésbé praktikusak, mint az ODI

toménységl kultura.

9. Tablazat. Mely toménységii baktérium szuszpenzidoknal volt tapasztalhato feltisztulas
10 pl ®4R fag lecseppentésénél. A — jel a feltisztulds hianyat a + jel a

feltisztulas meglétét jelzi.

kisérlet szama/ MRSA szuszpenzio 10xOD1 | OD1 |0.1xOD1 | 0.01xOD1
toménysége
1 - + + +
2 - + + +
3 - + + +
4 - + + +
5 - + + +

4.6 A Mg?* és Ca” sok koncentraciéjanak hatdsa az ®4R bakteriofag felszaporodasara

Annak érdekében, hogy kideritsiik az ®4R fag 5-6s MRSA-n torténd felsazporodasat milyen
mértékben befolyasoljak a jelenlevd kétértékli kationok eltérd koncentracioi, a fagok

propagalasat MgSO,4, MgCl,, CaCl; sok jelenlétében azok 0.1M, 0.01M, 0.001M, és 0.0001M

végkoncentracidiban LB médiumban végeztiik.

fag titer
13000000
16000000
14000000
12000000
10000000
S000000
6000000 m fag titer
4000000
2000000
S S S T S ST S S0
T LT T 08 DT T

2. Abra. Az 1. kisérlet grafikonja.
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fag titer db/ml

1.8E+09
1,6E+09
1.4E+09
1,2E+09
1E+09
800000000
600000000 m fig titer db/ml
400000000
200000000
0 -

&,\ﬁ, A \\

O / Qv
Qo N "‘v b AN ‘“v 'b
N %e% & 90&@\@;@

3. Abra. A 2. Kisérlet grafikonja.

Habar a kisérletek elvégzése soran tapasztaltunk eltéréseket a felszaporodott fagok titerére
vonatkozoan a kdvetkezé megallapitasokat tehetjiik. A Mg®* 0,1 M-os végkoncentracioban
torténd alkalmazasa negativan befolyasolja a fagok felszaporodast, olyan mértékben, hogy
mind MgSO4, mind MgCl, esetén a fagok propagalasa teljesen illetve részlegesen
megakadalyozotta valt. Drasztikus valtozas kovetkezett be abban az esetben amennyiben 10x-
ére kihigult a Mg sok koncentracioja. Ekkor a fagpropagalas mértéke joval meghaladta a

kontrollét.

Ezzel ellentétben a CaCl, t(')mény oldata (szuszpenzi(')beli Végkoncentrécié O,IM) esetén
oldatok esetén a fagtiter mindig alulmulta a kontrollt. Ennek ellenére elmondhato, hogy az
alacsony (<0,1M) CaCl;, koncentraciéo nem befolyasolja elény6sen a fag felszaporodasat. A
MgCl, oldatok esetén a 0.01 M Végkoncentréci() alkalmazasa volt a legcélravezet(’)'bb. A
alkalmazédsa tlint célravezetének. A tézis, amely szerint a kétértékli sok elénydsen

befolyasolhatjak a fag felndvesztését, az adataink alapjan az altalunk izolalt ®4R fagra is igaz.
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4.7 Eltéro tapkozegek hatasa az ®4R bakteriofag propagalasara

Kisérletiinkben kiilonb6z6 taptalajokon nétt MRSA baktériumokon felszaporitott fagok titerét

hataroztuk meg fag/ml-ben plakk modszerrel kiilonbozd taptalajokon.

80000000
70000000
60000000 m LB
50000000 H MHI
m MHII
40000000
H BHI
30000000 - =TSB
20000000 - mCF
H Tripton
10000000 - j
0 A = = =
LBa MHla MHZ2a BHIa TSBa CFa  Triptona
4. Abra. A 2. kisérlet grafikonja.
70000000
60000000
50000000 mIB
HMH1
40000000
B MH2
30000000 - W BH
mTSB
20000000 - mCF
10000000 - W Tripton
0 -
LBa MH1a MH2 a BHIa TSBa CFa  Triptona

5. Abra. A 3. kisérlet grafikonja.
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Az eredmények alapjan az Aaltalunk vizsgdlt MRSA 5 - ® R4 rendszerben a fag
felszaporitashoz a legmegfelelébb taptalajok a gazdabaktériumnak az LB, MHI1, és a MH2.
Az ezen tenyészetekbdl készitett fag szuszpenzidk a kiillonbozd taptalajok baktériumgyepén
magas 107-10° titert adtak. A Tripton is még viszonylag j6 és megbizhato eredményeket adott
10°-108 fag/ml titer szamokat adott az egyes taptalajokon. Kisérleti eredményeink alapjan a
vizsgalt fag és gazdabaktériuma szaméra a TSB, BHI és a CF nem adott jo eredményeket. A
BHI ¢és a TSB egy gazdag taptalaj kiilondsen a BHI ennek kovetkeztében a baktériumok
er6ésebben novekszenek benne. Az MRSA fag kapcsolatban, mint gazda parazita kapcsolat a
BHI mint tapkozeg egyértelmlien a gazdaszervezetet segiti. A feltevés hogy a kiilonb6z6
taptalajokban tenyész6 MRSA Dbaktériumokon a fagok eltérdé mértékben képesek
felszaporodni, ezen kisérletek alapjan igaznak bizonyult. Valamint megallapithaté hogy a
®4R fagnak még azonos koriilmények kozott felszaporitva is tag hatarok kozt valtozott a
titere. Ez arra utal, hogy a fag fobb jellemzdit ugyan megtartva, de gyorsan valtozik még egy

felszaporitas alatt is. A ®4R fagnak ezen kisérletek alapjan is nagy lehet a mutacios rataja.

4.8 A ®4R fag kivont DNS-ének restrikcios enzimes hasitasi analizise

Az agardz gélfuttatds alapjan a DNS kivonas sikeres volt. A ®4R fagbol kivont DNS
mennyisége ¢és mindsége is megfeleldnek bizonyult restrikcios mintazat viszgalatara. Ennek
soran Ot kiilonb6z6 enzimmel hasitottuk a tisztitott DNS-t. Ennek ismerete a késdbbiekben
alkalmas lesz mas helyrdl szarmazo, de hasonlé morfoldgiaval rendelkez6 fagtorzsekkel vald

rokonsag Osszehasonlito vizsgalatara.
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6. Abra: A ®4R Fag DNS restrikciés enzimes hasitasi mintizata. Az oszlopokban a
kovetkez6 enzimeket hasznaltuk: 1. Molekulasuly marker, 2. Kontroll (emésztetlen

DNS), 3. EcoRl, 4. Hindlll, 5. Kpnl, 6. Pstl, 7. Sacl, 8. Molekulasuly marker.

4.9 A ®4R fag morfologiai vizsgalata

A transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalat alapjan a fagméret 300 nm koriilire adodott,
a fag fejé pedig nagyjabol 60 nm-re. J6l megfigyelhetd volt a megnyult hengeres alaku fej és a
hosszu flexibilis farki struktra. A farki végen lathaté a csatlakozd struktira, habar
filamenteket nem tudtunk azonositani. A morfologiai bélyegek alapjan a ®4R fig az

Akkerman féle felosztas alapjan a Siphoviridae csaladba tarozik.
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200 nm

7,8 Abra: A ®4R fag elektronmikroszkopos képe.

4.10 A ®4R fag spektrumanak vizsgalata
Ezen kisérlet sordn a ®4R fig esetleges szélesebb gazdaspecificitasanak lehetdségét
ellendriztiik, dsszesen 84 baktériumtorzson, legnagyobb részben eddig altalunk nem vizsgalt

MRSA torzseken. Eredményeinket tablazatos formaban foglaltam dssze.

10. Téablazat. A ®4R fag spektrumanak vizsgalata. Csak a pozitiv tejes vagy részleges
feltisztulasu plakkot ado mintékat tiintettiik fel.

kod, szarmazas baktérium torzs ®4R fag plakk
képzése
OEK47001 Citrobacter freundii részleges, gyenge
ATCC 27026 Citrobacter coseri részleges, gyenge
ATCC 15309 Acinetobacter iwoffii részleges, gyenge
Prof. Dr. Witte 93-01000 Staphylococcus aureus MRSA tejes
Prof. Dr. Witte 06-01019 Staphylococcus aureus MRSA teljes
Prof. Dr. Witte 03-02773 Staphylococcus aureus MRSA teljes
Prof. Dr. Witte 06-00631 Staphylococcus aureus MRSA részleges
Prof. Dr. Witte 06-00373 Staphylococcus aureus MRSA részleges
Prof. Dr. Witte 05-01089 Staphylococcus aureus MRSA részleges

30




ANTSZ Dél-dunantili Reg. Int (16) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantuli Reg Int (17) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantili Reg Int (20) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantuli Reg Int (21) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantili Reg Int (22) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantuli Reg Int (24) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantuli Reg Int (25) Staphylococcus aureus MRSA teljes
ANTSZ Dél-dunantili Reg Int (30) Staphylococcus aureus MRSA teljes

Az eredményekbdl kitlinik, hogy a ®4R fag litikus hatdssal rendelkezik egyes mas MRSA
torzsek esetében is. Osszesen 10 tjabb MRSA torzson képzett teljesen feltisztult plakkot tehat
ezekkel szemben hatékony. Még tovabbi 3 MRSA torzson képzett részlegesen feltisztult
plakkot. Erdekes eredmény, hogy a teljesen feltisztult plakkot mutaté torzsek koziil 2
valamint a 3 részleges feltisztult plakkot mutatd torzs azok kozé tartozik, amelyeket a
vizsgalatok kezdetén a kdrnyezeti mintakbol vald fag izoldldsnal is haszndltunk és akkor még
nem volt kimutathat6, hogy a ®4R fag gazdatorzsei lennének. Lehetséges, hogy tobbszoros
MRSA torzson torténd szaporitas kozben az altalunk izolalt fag virulencidja megndtt mas
MRSA torzsekkel szemben. Masfajta baktériumok koziil minddssze 3-nal a Citrobacter
freundiinél a Citrobacter coseri-nél és az Acinetobacter Iwoffi-nal volt tapasztalhat6 kicsi alig
lathatd pontszerii plakkok képzddése. A tobbi torzs semmilyen fogékonysagot nem mutatott.
De ezen 3 torzs is bizonyitja, hogy a ®4R fag litikus hatassal rendelkezik masfajta

baktériumok torzsei ellen is.

4.11 A genom osszehasonlito vizsgalata

A genom 59487 bazisnak adddott és tobb szegmensbdl allt egy f6 szegmensbdl (4R/1) 45239
bazis és 5 rovid szegmensbdl (4R/2, 4R/3, 4R/4, 4R/5, 4R/6) 6179, 3884, 2382, 892, 911
bazis hossziak. Ezen utobbi szekvencidkat a genom Osszeillesztése soran a hasznalt illesztd

program nem tudta kezelni és igy csatolni a szekvencidhoz.
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9. Abra: ® 4R fig szekvencidjanak adatbanki osszehasonlitisa

Az ncbi adatbdzisban nagy szdmu nagy mértékben homolog szekvenciat talaltunk legnagyobb
résziik Staphylococcus genomba beépiilt fag genom(részlet). A legnagyobb homologiat a
JQ779023.1 fag mutatta 98%-ban volt homolog a ®4R faggal. Ezzel majdnem egyezd 98%

homologiaja szekvencia van jelen a CP007499.1 Staphylococcus aureus genomban.

A Vector NTI programmal megallapitottuk a lehetséges fehérjekddold szekvencidk hatarait és

crer

tudtuk allapitani.
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4R/1 45239 bazispar

(1 fz ballingl

3 10 11 13 14 15

4R/2 6179 bazispar

\

I 4R/ 3884 bazispar
2 \

26 27

. Terminazok

. Portal proteinek
. Clp proteaz ClpP
Capsid proteinek

. Tail proteinek

. Tail proteinek

10. Tail protein
11. Tail fiber proteinek
= 4R/5 892 bazispar 1%
13. Holin
14. Amidazok
l 15. Fagintegraz

10. Abra. A fag sematikus genetikai térképe. A 3, 12, 16, 18, 19, 22-es szegmensek

bakterialis eredetliek.

A vizsgalat soran a kodold szekvenciak jelentds része még ismeretlen funkcidjunak adodott,
de nagy szamban voltak azonosithatdak mar ismert vagy részben ismert funkcioju fehérjék is.
Valamint tobb bakteridlis eredetli fehérjekddolod szekvenciat is azonositottunk, mint a Clp
proteaz ClpP, teichoic acid biosynthesis protein C, XRE family transcriptional regulator,
dUTPase family protein, virulance-associated E family protein, HNH endonuclease domain
protein. Ezek alapjan abrazoltuk a fagot felépitd szerkezeti fehérjék szekvenciainak

elhelyezkedését a genomban. Majd egy részletesebb abran a tobbi ismert funkcidju szakaszt

is, vagyis a fag genetikai térképét.

. Fag head-tail adapter protein

<——ammmm

16

. Tail length tape-measure protein

. Tail tape meausure, protein, family

Teichoic acid biosynthesis protein C
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. XRE family transcriptional regulator
. DNS polymerazok

. dUTPase family protein

. Virulence-associated E family protein
. Helicaz

. Fag regulatory protein

. HNH endonuclease domain protein
. Fagintegraz

. Fag integraz

. Tail length tape-measure protein
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11. Abra: A ®4R fag genomjanak osszehasonlitisa mas fig genomokkal a Mauve DNS

osszehasonlité program segitségével.

A Mauve program Osszehasonlitasa alapjan az ®4R fagban és az 2-11 sorszamozott 80%
folotti homologiaji fagban 9 hasonld szakasz ismétlédik azonos sorrendben. A 12
sorszamuban csak 8, valamint plussz egy szakasz ami ®4R-ben nem taldlhaté meg, viszont az
5,11, 17, 18, 19-es fag szekvencidkban igen. A 13 fagban még megvan azonos sorrendben a 9
szakasz, de egy nagyméretli nem homolog szakasz valasztja ketté. A 14-es sorszdmuaktol az

eltérések mar jelentdsek.
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7. Osszefoglalas

A litikus fagok izolalasa egyediil emlésok alommintaibol volt sikeres.

A mintakbdl izolalt fagok koziil egy volt csak mely gazdabaktériumaval szemben stabilan

nagy hatékonysagu volt (4R fag).

Az 5 MRSA over night kulttra (2x10%/ml) tszoros higitasa megfeleltethet6 az OD1

kultaranak.

Nagy toménységii baktérium szuszpenziobol késziilt baktériumgyep nem alkalmas az

alkalmazott 10%/ml titerii fag vizsgalatara az OD1 vagy annél kisebb toménységiick igen.

A tézis mely szerint a kétértékii sok elonydsen befolyasolhatjak a fag felnovesztését, az

adataink alapjan az altalunk izolalt és a kisérletekben szerepelt 4R fagra is igaz

Vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a gazdabaktérium tapkozegének dsszetétele is

hatassal van a fag felszaporodasanak mértékére.

Elvégeztiik az Gjonnan izolalt fag genetikai vizsgélatat is restrikciés endonukleazos

emésztéssel. Ez kés6bb lehetové teszi az 4R fag mas fagtorzsekkel valod 0sszehasonlitasat.

Elvégeztiik tovabba a megszekvenalt fag genom fehérjekddolo régidinak azonositasat és mas

fag genomokkal valo 0sszehasonlitasat.

A fag spektrumanak vizsgalata soran bebizonyosodott, hogy tobb mas MRSA torzsel szemben
is hatasos valamint kis hatékonysagot mutatott Citrobacter freundiinél a Citrobacter coseri-

nél és az Acinetobacter Iwoffi-nal.

A morfologiai jegyek alapjan megallapitottuk, hogy a 4R fag a Siphonoviridae csoportba

tartozik.

Kisérletek segitségiil szolgalhatnak a nagymennyiségii fagpropagalas idealis koriilményeinek

beallitasahoz.
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