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1. Irodalmi bevezetés

1.1 A bakteriofagok altalianos jellemzése

A bakteriofagok baktériumokban szaporodni képes virusok. Felfedezésiik a 20-dik szazad
elején Frederick W. Twort és Felix d’ Herelle nevéhez fizdédik (d'Hérelles, 1917). A
bakteriofag (fag) egy kiilsd fehérjékbdl felépiilé kapszidburokbol és az abban 1évd
orokitdanyagbol all. A genom lehet DNS és RNS is és lehet egy vagy kétszalu. A
fehérjeburkuk alapjan lehetnek kubikalis, helikalis €s binalis (farkos bakteriofagok) virusok.
A leggyakoribbak a binalis kettds szali 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 felosztasanal jelenleg az Ackermann besorolast
alkalmazzuk. (Ackermann, 1999)
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1. Abra. A bakteriofagok morfolégian alapulé fébb rendszertani egységei.

A bakteriofagok valosziniileg a legnagyobb egyedszamban eléfordulo szervezetek a Foldon.
Mindeniitt jelen vannak, ahol megtalalhatok a gazdaul szolgald baktériumok is. Mivel a
baktériumok bolygdnk 0sszes €élohelyét benépesitik igy a fagok is mindeniitt megtaldlhatok a
talajban, minden tipust vizes él6helyen fejlettebb éldlények kiilsd és belsé felszinein. (Mann,
2005; Wommack ¢és Colwell, 2000)



2. Abra. A fagok megtapadasa egy baktériumon.

A bakteriofagok szaporodasahoz elengedhetetlen egy arra megfeleld baktérium jelenléte.
Amennyiben ez teljesiil akkor megindulhat a bakteriofagok életciklusa. A szaporodasuk
modja szerint a fagok lehetnek litikus és temperalt fagok. A litikus fagok eldlik, feloldjak a
gazdabaktériumot kdzben nagyszamu 0j fagpartikulum keletkezik. Ezzel szemben a temperalt
fag nukleinsava integralodik a gazdabaktérium nukleinsavaba. Ezen éllapotban az un. profag
nem Oli el a gazdabaktériumot, hanem vele egyiitt szaporodik. A temperalt fag nukleinsava
nem csak gazda nukleinsavaba integralodva létezhet tovabb, hanem ritkabb esetben, a
citoplazmaban szabadon vagy plazmidként van jelen. Ez a jelenség a lizogénia, és azokat a
baktériumokat, amelyek bakteriofdg nukleinsavat hordoznak lizogén baktériumoknak
nevezzik. Ez a jelenség ugy jon létre, hogy a litikus replikdcidhoz sziikséges gének
represszalt allapotba keriilnek egy represszald protein altal, mely Gigyszintén fag genomjaban
kodolodik és a gazdabaktérium nukleinsavaba vald beépiilés utan aktivizalodik. Ez a protein
oly mértékben termelddhet, hogy egy Ujabb mar litikus fag fert6zését is kivédheti. A profag
szaporodasa soran id6ével megjelenhet a litikus forma is, ami a gazdabaktérium feloldodéasaval
és nagyszdmu fert6z6 képes fag keletkezésével jar. Ez a jelenség a spontan fagindukcio,

mutagén agensekkel és UV-sugarzassal novelhet6 a gyakorisaga. (Gergely, 2003; Pesti, 2001)
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3. Abra. A bakteriofagok életciklusa.

A fag DNS beépiilése a baktérium genomjaba megvaltoztathatja a baktérium egyes
tulajdonsagait is. Valamint a fag kiszabadulasakor magaval vihet DNS darabokat a baktérium
genomjabol, egy masik baktériumot fertézve ez a DNS szakasz beépiilhet ebbe a baktériumba.
Ez a transzdukcid vagyis a bakteriofagok altal kozvetitett nukleinsav atvitel. (Gergely, 2003;
Pesti, 2001)

Ahhoz, hogy a fent leirt folyamat lejatszodjon és a bakteriofag a nukleinsavat a
gazdabaktériumba juttassa mindenekl6tt a baktérium felszinén talalhaté specifikus
receptorokhoz kell koétddnie. Ezek a receptorok sejtfelszini strukturak, melyek lehetnek
lipopoliszacharidok, lipoteichoinsavak, tisztan fehérjék vagy fehérjekomplexek. A fagok csak
azokat a baktériumokat képesek megfertézni, amelyek hordozzdk az adott fag kotodését
lehetové tevd receptorokat. Amennyiben a baktériumban a receptort érintd mutacio
kovetkezik be az az adott faggal szembeni rezisztencidhoz vezethet. Mivel a fagok 6nalld

mozgasra nem képesek ezért csak passziv mozgéassal a kornyezetiil szolgald vizes oldat
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mozgasaval véletlenszerlien talalkoznak a megfeleld baktériumon a receptorral. (Mc Grath és

Sinderen, 2007; Mann, 2005; Wommack és Colwell, 2000)

A fagoknak altalaban szigora a gazdaspecificitisa. 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 kiilonboz6 torzsei is elkiilonithetok
a fagok altal, gyakran semmilyen mas modszerrel el nem kiilonithet6 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 rogziiltebb felszini struktirdkhoz kotdédnek, amelyek ritkdbban mutalodnak és sok
baktériumtdrzson vagy akar a célzott faj minden egyes egyedén is megtaldlhatd. Mert igy
ritkabban alakul ki elleniik rezisztencia és tobb fajta baktérium ellen is hasznalhatok.

(Gergely, 2003; Mann, 2005)

1.2 Fagterapia

A fagok terapias felhasznaldsanak lehetdsége mar a felfedezésiikkor felvetédott. Egyik elso
felfedez6jiikk d'Herelle rendszeres vizsgalatokat végzett a bakteriofagokkal, féleg terapias
alkalmazasukkal kapcsolatban. A fagterapia elsd sikeres alkalmazasara 1919-ben a parizsi
Hopital des Enfantes-Maladesben kertilt sor ahol d’Herelle és Hutinel egy 12 éves sulyos
vérhasban szenved¢ fiut kezelt fagokkal. A fi par napon beliil teljesen felépiilt. Késébb még
harom vérhasban szenvedd betegen végeztek sikeres kezelést. A bakteriofagokkal valo
kutatasok ezekben az években széles korben elterjedtek pl. Franciaorszagban (L’REAL), az
USA-ban (Eli Lilly Co.) és a Szovjetunioban (Eliava intézet) is. A fagterapias kutatasok
azonban az antibiotikumok felfedezése és széles korben vald elterjedése utan hattérbe
szorultak. Az antibiotikumok tobb szempontbdl eldnydsebbek voltak: konnyli tomeggyartas,
széles hatasspektrum, konnyebb kezelhetdség és tarolds. A nyugati orszagokban 1940-es
évektdl felhagytak a fagterapids kutatdsokkal és csak az ezredforduld kornyékén kezdtek tjra
foglalkozni a fagok terdpias célu felhasznalasaval az egyre tobb megjelend antibiotikum
rezisztens bakteridlis korokozo miatt. A bakteriofagok kutatdsa az 1940-es évektdl csak a
Szovjetunidban folyt tovabb, a legjelentésebb kutatdintézmény az 1920-években Gruzidban
alapitott Eliava Institue volt. Kutatdsi eredményeik hosszl ideig elérhetetlenek voltak a

nyugati kutatok szamara. Griziaban most is az Allami Korhaz keretein beliil végeznek fag
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terapias kezeléseket ¢és 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
keriiltek wjra eldtérbe a vilagon tobbfelé is a fagok terdpids alkalmazasanak kutatdsa. A

terapias 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 elsGsorban melegvéri allatok
¢s az ember bdrén, orraban ¢s nyalkahartydkon el6forduldé baktérium. Alakjuk szabalyos
gomb, 0,8- 1 pm atmérdvel. Szilard taptalajon szdlofiirthéz hasonld csoportokat képeznek.
Folyékony tapoldatban egyesével, parosaval és rovid lancokban fordulnak eld. Fakultativ
anaerob baktérium, mind aerob mind anaerob kdrnyezetben jol szaporodik. Konnyen
tenyészthetd, egyszerli 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. Téapagaron telepei aranysargak véres agaron sziirkéssargak és béta-hemolitikus
udvar van koriilottiikk. Exokoaguldz enzimet termel valamit véalaszt ki a kdrnyezetébe 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 szadmat tekinve a
Staphylococcus genusz all az els6 helyen. Koztik is a legkifejezettebb korokozo
képességekkel a Staphylococcus aureus torzsek rendelkeznek. A Staphylococcus aureus az
immunologiailag nem deficiens szervezetre is pathogen, ha a passziv behatolds feltételei
megvannak tehat a bor és nydlkahdrtya sériilések. Leggyakrabban a bdron okoznak
gennyesedéssel jard elvaltozasokat. Els@sorban sebgennyesedések. Ritkabbak a mélyebb
folyamatok, amik 4ltalaban felszini folyamatokbol indulnak ki. Ilyen fertézések lehetnek
példaul a posztraumatikus mélyszoveti €s koponyaiiregi fertdzések, a hugyuti fertézések, az
intravascularis katéterfertozések, a bacteriaemia és infektiv endocarditis, a toxicus shock
szindroma. A S. aureus torzsek jelentds részére jellemzo a toxintermelés. Ezen torzsek altal
okozott toxinmedialt staphylococcalis betegségek: ételmérgezés, leforrazott bor szindroma,
septicus shockszeri betegség. Emellett a torzseknek szerepe van l€guti, csont, mozgasszervi

és gastrointestinalis fertdzések létrehozasaban. Napjainkban egyre nagyobb jelentdséggel
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birnak a S. aureus torzsek altal okozott nosocomialis fertézések. A fertdzés tipusa nagyban
fiig attol, hogy az adott Staphylococcus aureus torzs milyen patogenitasi faktorokkal
rendelkezik.

A sejthez kotott virulencia faktorok kozott megemlitenddk: a Staphylococcus aureus torzsek
kb. 5%-a poliszacharidtokot, 40%-a mikrokapszulat, 70%-uk pedig nyakot termel, ami
kiilonb6zé uronsavakbol all. A felsziniikre teikolsavat vagy teikurOnsavat excretalnak.
Minden pathologids folyamatbol kitenyésztett torzs termel lipoteikolsavat. Jelentds
maszkiroz6 virulenciafaktor a protein A, mely 95%-ban a koagulazzal egyiitt termelddik és az
Fc részénél koti meg az IgG molekuldkat, ezzel gatolva az immunvalasz effektor részét.
Specifikus adhézids proteinek a fibrinogén, fibrin, fibronektin, trombospodin, trombin,
vitronektin, kollagén ¢és laminink&td proteinek, melyek receptoraikal biztositjak az adhéziot, a
bekotott gazdaszervezeti proteinekkel pedig a maszkirozast végzik. A sejtfelszini adszorptiv

hidrofobicitas a tapadast, az aggregativ hidrofobicitds a maszkirozast szolgalja.

Extracellularis nem toxikus pathogenitasi faktorok kozé a S. aureus esetében a kovetkezod
faktorok tartoznak: a koaguldz, amely a vérplazmat megalvasztja és csak a pathogén torzsekre
jellemzd. Az enzim hatasara kivalo fibrin gatolja a phagocytosist, a fibrinszalak véddburkot
képeznek a baktérium koriil. A fibrinolizin az elézével ellentétes hatdsu enzim a fibrin
mas mukopoliszacharidok feloldasaval segiti a baktériumok terjedését a szovetekben. A
foszfataz a foszfat vegyiileteit bontja, és a patogén torzsek sajatsaga a termelése. A DNazok
intra €s extracellularisan is bontjak a DNS-t. A lipolitikus enzimek minden strukturaja lipidet

képesek bontani ezért a baktérium tud szaporodni és terjedni a zsirszovetekben is.

A S. aureus torzsei altal termelt toxinok kozt tobbfélét kiilonboztetink meg, amelyek a
patogenitas sajatsagat és mértékét meghatarozzak. A torzsek nagy része termel egy exotoxint
az alfa-toxint mely hemolizalo hatasu, borbe oltva necrosist okoz, vénasan adva pedig megoli
a kisérleti allatot, 6sszetevdi mind citotoxinok. A toxin legaldbb négyféle hemolizint tartalmaz
a, B, v, és o-hemolizint valamint még leukocidint, ami a leukocytdkra mérgez6. Az a-
hemolizin a Staphylococcus aureus torzsek tobbsége termeli, a legtobb allati és emberi sejtre
mérgez0. A human pathogén torzsek féleg ezt a hemolizint termelik. A sejtmembranba épiilve
porust alakit ki, amin K* leadas és Na* és Ca?* valamit mas 1000 molekulatémegnél kisebb

molekuldk felvételét okozza. Ezzel ozmotikus duzzadast, hemoglobin leadast és végiil lizist



okoz. A PB-hemolizin hasitja a szfingomielint N-acil-szfingozinre és foszforilkolinra. Nem
dermonekrotikus és nem letalis. A y-hemolizin egy kétkomponensii toxin. A komponensek
csak egyiittesen tudjak kifejteni hatdsukat. Hemolitikus hatast tobb emldsfaj erythrocytaira. A
macrophagokra, monocytakra €s a polimorfonuklearis leukocytdkra szinergisztikusan toxikus.
A &-hemolizin amphiphil peptid, o-hélix szerkezetii. Az a-hélixének egyik vége hidrofil a
masik vége hidrofob. Felszinaktiv anyagként kotddik a sejtmembranhoz. Sokfajta emldssejtre

toxikus. A leukocidin a fehérvérsejtekre toxikus, a pathogén torzsek nagy része termeli.

A S. aurues esetén kiemelkedd jelentoséggel birnak a pirogén toxikus szuperantigének
(PTSA), amelyek olyan szuperantigén hatasu exotoxinok, amelyek tulfokozott immunreakcidt
valtanak ki a T-helper sejtek specifikus, de a szokasosndl joval nagyobb mértékii
aktivalasaval. Az egymast indukalé nagymennyiségben termelddd cytokinek szeptikus shock
allapotot idézhetnek eld, ez hypotensiot, sok szervi elégtelenséget és cardiovascularis
insufficientiat okoznak. A PTSA-k (pirogén toxikus szuperantigének) k6z0s tulajdonsaga a
lazkeltés a kititések, fokozzak a gazdaszervezet érzékenységét a letalis endotoxin shock irant,
kapillariskarosodast, hypotensiot, shockot €s halalt okoznak. Hatdsukra a macrophagok nagy
mennyiségben o-tumor nekrotizalo faktort (TNF-a) és interleukin 1 (IL-1) cytokineket
valasztanak ki toxikus shock szindromat (TSS) okozva. A B-sejteket immunszuppresszaljak
¢s massziv T-sejt proliferaciot indukdlnak, igy nagy mennyiségli TNF-B, IL-2 és IFN-y (y-
interferon) kivalasztas jon létre. A S. aureus protein természetli exotoxinjai kozil, ilyen a
toxikus shock szindroma toxin-1 (TSST-1), a Staphylococcus enterotoxin (SE) A, B, Cn, D,
E, G, és H-tipus. Vitatott, hogy ide tartozik-e az epidermolitikus exfoliatin toxin A és B
tipusa, melyek a leforrazott bér szindromat okozzak. Az enterotoxin-B termelés a
leggyakoribb, mely genetikailag gyakran kapcsolodik a DNaz termeléssel és a methicillin-
rezisztenciaval. (Gergely, 2003)

1.4 Antibiotikum rezisztencia

A bakteridlis antibiotikum rezisztencia a baktériumok antibiotikumokkal szembeni ellenalld
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 hivjdk természetes

rezisztencianak. (Pesti, 2001; Courvalin, 1994),
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Klinikai szempontbol akkor beszéliink rezisztenciardl, ha az adott torzs a terapias hatasu
hatéanyag-koncentracié mellet is szaporodik, mig ugyanazon faj mas torzsei nem. A
rezisztens torzs 10-1000-szeres hatdanyag koncentraciot is elvisel, ha ennél kevesebbet, 2-10-
szerest akkor tolerancianak hivjak. Ezek mar a szerzett rezisztencidk, melyek a természetes
kivalasztodas Gtjan jonnek Iétre ilyen a mutécios és az atviteli rezisztencia. A jelenség alapja a
bakterialis genom mutacidja. A megvaltozott gén megvaltozott fehérjét kodol, ami a
baktérium tulajdonsidgainak megvaltozasahoz vezethet, ami pedig az antibiotikummal
szembeni érzékenység csOkkenéséhez vagy annak tejes hatastalansdgdhoz vezethet. A
mutalodott gént pedig a baktérium osztédaskor tovabbadja az utddsejteknek. Az atviteli
rezisztencia esetén genetikai informdacié atadas torténik a baktériumok kozott, igy jut be a
rezisztens gén az addig fogékony baktériumba. Ez leggyakrabban konjugacioval torténik a
rezisztenciat hordozo6 plazmid atadasaval, de bakterialis kromoszomarészlet atadassal is. Még

ritkabban transzdukcioval vagy transzformaciéval. (Pesti, 2001; Courvalin, 1994)

A hatéanyag jelenlétében a szelekcidos nyomas kedvez a mutdlodott gént hordozd
baktériumoknak akar a sejtvonalukon beliil tortént a mutacid, akar genetikai anyag atadassal
jutottak hozza. Vagyis a rezisztens baktériumoknak jo esélyiik van az elszaporodasra és tartos
fennmaradésra, valamint minél nagyobb szamban vannak jelen és minél elterjedtebbek annal
nagyobb az esélye annak, hogy a rezisztencidjukat dtadjak mas baktériumoknak is fajon beliil
vagy akar mas fajoknak is. A rezisztenciat hordozo plazmidok 4tadéasa fajon beliil altalanos a
torzsek kozt, de létrejohet fajok kozt is, ha megvannak a megfelel felismerési helyek a
sejtmembran felszinén a pilusnak. A transzdukcionak pedig nincsenek faji korlatjai a
baktériumok kozott, igy még ha sokkal ritkabb is, ez is egy ataddsi modja a fajok kozt a
rezisztencidnak. igy megfeleld szelekcids koriilmények kozt meg van az esélye polirezisztens

torzsek kialakulasanak. (Pesti, 2001; Courvalin, 1994; internetes hivatkozas 1.)

A mutacid lehet egylépcsds magas foku, ekkor egyetlen pontmutacio elég az antibiotikum
célmolekuldjanak olyan mértékli megvaltoztatasdhoz, ami megakadalyozza annak kotodését
vagyis, hogy a hatdsat kifejtse. A tobblépcsés mutacid esetén a rezisztencia tobb mutacid
eredménye, gyakran az egyes muticiokkal fokozatosan nd a rezisztencia mértéke. Az ilyen
rezisztenciaknak tobb fajtdja van az alapjan, hogy a baktérium milyen mdédon védekezik a

hatéanyag ellen. (Pesti, 2001)

11



A célmutéciok esetén a célfehérjék modosulnak, igy akadalyozzak meg az antibiotikumot a
kotddésben és hatasanak kifejtésében. A célmutaciok lehetnek egylépesdsek is, mivel

egyetlen pontmutacio is kivalthatja. (Forbes et all, 2007)

A felvételi rezisztenciandl a mutacio nem a célmolekulat érinti az tovabbra is érzékeny marad,
hanem a membran Gsszetételt €és a transzport fehérjéket oly modon, hogy a baktérium tobbé
nem veszi fel az antibiotikumot vagy csak nagyon kis mértékben igy az mar nem tudja
kifejteni hatasat. (Forbes et all, 2007)

Gyakori az is hogy a baktérium a hatéanyagot inaktivald enzimet termel, ezek altalaban a
plazmidokon kédoltak. Ez az inaktivalo fehérjékkel (enzimekkel) vald védekezés. (Forbes et

all, 2007)

Az alternativ fehérjék olyan védekezési modot tesznek lehetévé, ami megkerili a
hatdéanyagot, mivel képesek a blokkolt fehérjének a feladatat ellatni, igy azok hatastalanitasa

nincs komoly hatéssal a baktériumra. (Forbes et all, 2007)

Egy masik lehetdség az Efflux-pumpak: ezek specialis membran transzportfehérjék, amik
kipumpaljadk a baktériumba bejutott antibiotikumot. Ezzel elég alacsonyan tartjadk a
citoplazmaban 1évé hatéanyag koncentracidt ahhoz, hogy az ne tudjon lényeges hatast

kifejteni. (Forbes et all, 2007)

Az alternativ anyagcsere utak altali rezisztencia lényegében hasonld az alternativ fehérjek
hatdsdhoz, csak itt egy egész anyagcsere ut helyettesitddik egy masikkal a blokkolt
anyagcsere Ut helyet. (Forbes et all, 2007)

Tovabbi lehetdség még a rezisztenciara a tultermelés. Ebben az esetben a célmolekulat oly
mértékben kezdi termelni a baktérium, hogy az adott antibiotikum koncentracié mellett nem
valik annyira miikodésképtelenné, hogy a baktérium elpusztuljon, vagy egyaltalan csokkenjen

az aktivitasa. (Forbes et all, 2007)

Rezisztenciat okozhatnak, még ha a transzlacio és transzkripcid utani aprobb mddosulasok is,

amelyek annyira meggyengitik az antibiotikum kotédését, hogy az meg is szlinik. Ez akkor

crer

2007)
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Léznek olyan mutéciok is, amik a tovabbi mutacidok gyakorisagat novelik. Ilyen mutéaciok,
példaul amik a DNS-polimerdz javitdmechanizmusanak hatékonysagat csokkentik, igy a

tovabbi mutaciok esélye lényegesen megndhet. (Forbes et all, 2007)

Lehetségesek olyan rezisztencidk vagy tolerancidk, amelynél a baktérium azzal védekezik,
hogy elkeriili a hatdanyaggal valo talalkozast nem pedig ellendllova valik a hatasaval
szemben. Ezek lehetnek egy egész fajra jellemzd természetes rezisztencidk vagy csak egyes
torzsekre jellemzdé genotipusos rezisztencidk. Ilyen a biofilm képzés, amikor sok baktérium
egyiittesen nyalkamatrixot, alakit ki maga koriil. A nyalka elszigeteli a baktériumokat a
kiilvilagtol és kisebb vagy nagyobb mértékben a kdrnyezetben 1évé hatdanyagoktol is. Habar
kelléen nagy egyedszdmndl szinte barmely baktériumfa;j kialakithat biofilmet egyes fajok,
vagy egyes torzsek egy fajon beliil sokkal jobban hajlamosak erre. Masik lehetdség hogy a
baktériumok behatolnak a szervezet egyes sejtjeibe igy keriilik el a hatéanyagot. A
Staphylococcus aureus példaul képes a tiid6 nyalkahartyajanak sejtjeibe behatolni, ezzel a

képességiikkel kronikus tiidégyulladast is okozhatnak. (Garzoni, 2007)

Mindazokat a tényezdket, amik egy faj kvantitativ rezisztenciaviszonyait befolyéasoljak
fenotipusos rezisztencidnak vagy tolerancianak hivjak. Ilyen tényezd, hogy a baktérium a
sejtciklus mely fazisaban van, a tenyészet kora, aktivan szaporodd baktériumrol van e sz6
vagy kitartd képletrdl, a kiilsé kornyezet dsszetétele, laboratoriumban a tapkozeg Osszetétele.

(Pesti, 2001)

A rezisztens baktériumok megjelenésének legfobb oka az antibiotikumok mérlegelés nélkiili
hasznalata. Gyakorta nincs ellendrizve, hogy a fertézést valoban baktérium okozza-e vagy,
hogy a fertézést okozd faj érzékeny-e az adott antibiotikumra. A feleslegesen adott
antibiotikum alkalmat teremt a rezisztencia kialakuldsara igy késdbb, ha sziikséges lenne mar
nem hat. A rovid ideig szedett vagy tal kis dozisban alkalmazott antibiotikumok is alkalmat
teremtenek a rezisztencia kialakuldsara. A mérlegelés nélkiili hasznalat egy masik valfaja,
amikor az antibiotikumokat megel6z0 jelleggel adjak. Ezt legtobbszor az allattenyésztésben
alkalmaztak, néha még novekedésserkentoként is. Az 1990-es évektdl sok eurdpai orszag
betiltotta az antibiotikumok ilyen jellegli hasznalatat. A rezisztens torzsek leginkabb
koérhazakban alakulnak ki, ahol sok kiilonb6zd baktériumtorzs taldlkozhat, fokozott lehetdség
van a patogén és nem patogén torzsek kozti rezisztencia atadasra. Ennek soran egy adott

baktérium tobb rezisztencia gént is felvehet, igy multi rezisztens torzsek alakulnak ki, mint az
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MRSA (methicillin rezisztens Staphylococcus aureus). Rezisztens torzsek a szennyvizbe
kertilt antibiotikumok enyhe szelekciés nyomasara is kialakulhatnak, nem megfeleld
szennyviztisztitds esetén pedig ezen rezisztens torzsek a kornyezetbe legféképp a folyokba
keriilhetnek. Az allattenyésztésben folyamatosan, kis dozisban hasznalt antibiotikumok
hatasara kialakult rezisztens torzsek pedig a szerves tragyaval jutnak a talajba igy megné a

talajban 1év0 rezisztens torzsek szama. (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. Sir Alexander Flemming 1928-ban felfedezte a penicillint. Az 1940-
es évek masodik felében elindult ennek, és mas korai antibiotikumnak széleskort
alkalmazasa. A penicillin alkalmazdsdnak megkezdésétdl szamitva még nem telt el 5 év, és a
Staphylococcus aureus izolatumok kb. 50 %-a penicillin-rezisztens volt. Emiatt vezették be
1959-ben a methicillint, de mar 1961-ben talaltak methicillin- rezisztens S. aureus torzseket.
Ez a folyamat jol példazza az antibiotikumrezisztencia terjedését, mely kiilonosen igaz a S.
aureus izolatumokra, mivel ezek mutacidkra igen hajlamosak ¢és nagymértékii adaptacids
készséggel rendelkeznek, és konnyen vesznek fel rezisztencia mechanizmusokat hordozo
plazmidokat. Penicillin rezisztencia mellett jelentds a szulfonamid és methicilin rezisztencia
elofordulasa. A Staphylococcusok eleve kevésbé érzékenyek a szulfonamidok irant, mint mas
gennykeltd coccusok. Viszont a methicillin rezisztens Staphylococcus aureus torzsek
tobbsége érzékeny a szulfonamid és trimethoprim kombinécidjara. Penicillinnel szembeni
rezisztencia a penicillindz nevili enzimnek kdszonhetd és nagyfoku elterjedése a szelekcidval
magyarazhatd kiilonosen 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
fertézéseknél még mindig 95% hatékonysaggal rendelkeznek, de a korhazi nozokomialis
fert6zésekbdl izolalt torzsek 25-60%-ban rezisztensek a methicillinnel szemben. A
Staphylococcus aureus methicillin rezisztenciajat a transpozon mecA génen kodolt. A

methicillin rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) és a methicillin rezisztens koagulaz
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negativ Staphylococcus aureus (MRKNS) torzsek keresztrezisztensek az Osszes penicillin,
carbapenem ¢és cephalosporin készitménnyel szemben, vagyis az Osszes P-laktdm tipusu
antibiotikummal. A methicillin rezisztencia gyakran tarsul mas tipust antibakterialis
szerekkel szembeni rezisztenciaval, mint az aminoglikozid rezisztencia. Tehat a

multirezisztens torzsek kialakuldsa is gyakran eléfordul. (Gergely, 2003)
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2. Célkitiazések

Elsddleges célunk a rendelkezéslinkre all6 MRSA torzseket hatékonyan lizalni képes

bakteriofagok izolalasa kérnyezeti mintakbol.

Az izolalt fagtorzsek hatékonysaganak illetve spektrumdnak ellendrzése a
rendelkezésiinkre alld6 MRSA torzseken, valamint a fagok és gazdatorzseik kozti stabil

gazda parazita kapcsolat ellendrzése.

Egy hatékony litikus fag izolalasa, amely modellként szolgalhat a fagpropagalast
meghataroz6 kornyezeti tényezok vizsgalatanal. Az izolalt fag jellemzése morfologiai és

genetikai modszerekkel.

Egy idedlis kiinduld baktérium-fag arany megallapitisa mely jotékony hatdssal van a

fagszaporodas hatékonysagara.

5., Annak vizsgélata, hogy egy a gazdabaktériumaval szemben stabil hatékonysadgot mutatd

6.,

litikus fag gazdabaktériumhoz valdo kapcsolodasat/propagalasat milyen mértékben
befolyasoljak az egyes kornyezeti tényezOk. Ennek keretében a szakdolgozati munka
céljai kozé tarozott megvizsgalni, hogy a tapoldatban jelenlevd kétértékii 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 dsszehasonlitod vizsgalata.
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3. Anyagok és médszerek

3.1 Anyagok

3.1.1 Felhasznalt MRSA torzsek

Az éltalunk hasznalt tizennégy MRSA torzset megszamoztuk. A kisérletek leirasanal az

altalunk adott sorszamokat hasznaltuk a torzsek megnevezésére nem a hivatalos kodjeliiket.

1. Tablazat. Az MRSA torzsek kddjelei 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 STS5
06-00409 ST225
caMRSA torzsek:
03-02773 ST1 9
06-00631 STS5 10
06-00373 ST8 11
05-01089 ST22 12
06-02000 ST80 13
06-00467 ST152 14

O N O O b~ W N

17



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 I.) tapoldat, taptalaj:

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

3.1.4 Miiller Hinton I (MH L.) taptalaj, tapoldat:

MH?2 téaptalajpor 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
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3.1.6 BHI (Brain Heart Infusion) taptalaj, tapoldat:

BHI taptalajpor
Agar

Desztillalt viz

3.1.7 CF taptalaj, tapoldat:

Casamino acid
Yeast extract
1% MgSOy4
1% MnCl,
Agar

Desztillalt viz

37

15

1000

10

1.5

0.5

15

1000

3.1.8 Tripton taptalaj, tapoldat:

Tripton por
Agar

Desztillalt viz

10

15

1000

g (Scharlau)
g (csak taptalajnal) (Prolabo)

ml-re kiegésziteni

g (Difco)

g (Scharlau)

ml

ml

g (csak taptalajnal) (Prolabo)

ml-re kiegésziteni

g (Oxoid)
g (csak taptalajnal) (Prolabo)

ml-re kiegésziteni
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3.1.9 PBS (Phosphate Buffered Saline):

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

3.1.10 Foszfovolframsav festéoldat:
foszfovolframsav 0.3g

Desztillalt viz 10 ml

0.1 N NaOH adagolasa a pH 7.2-7.4 beallasaig

3.1.11 Elektronmikroszképos vizsgalat

Foszfo-Wolframsav 15%

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
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1x TAE-futtaté puffer agaroz gélhez:

Tris-HCI 4849
Ecetsav cc. 1,1 mi
EDTA (pH8) 2ml
Viz 1 literre

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 tartalmazo tapoldatban tortént a baktériumok és fagok szuszpenzidjanak -80
°C-on torténd konzervalasa. Ennek soran 600 pl over night baktérium szuszpenzidhoz adtunk
300 pl 85% steril glicerin oldatot. Majd az igy nyert szuszpenziot fagyasztocsdben
lefagyasztottuk. Hasonléan jartunk el a durva kornyezeti mintak szuszpenzidi és a mar

tisztitott fagszuszpenzidk konzervalasa esetén is.

3.2.2 Baktérium over night (O/N) kultira készitése

Steril vérszallité csébe 5 ml LB tapoldatot mértiink, €s ebbe oltottunk oltokacs hasznalataval a
fagyasztott glicerines fagyasztocsobdl vagy eldzdleg szélesztett és izolalt koloniat tartalmazo

taptalajrol. Az igy nyert beoltott kultirat egy napig 37 °C-os razotermosztatban inkubaltuk.

21



3.2.3 Mintavétel és fag izolalas

A fag izoldlashoz sziikséges kornyezeti mintakat allati almokbodl, valamint allatok
testfelszinérol tupferral gyljtottiikk. Ezen kiviil még a Pellérdi Szennyviztisztitdo Teleprdl is
volt alkalmunk szennyvizmintdkat beszerezni. Az alommintakat valamint a tupferral vett
mintakat Baranya Megye teriiletén beliili gazdasagoknal és a Pécsi Allatkertbél gytijtottiik. Az
alommintékat és a szennyvizmintakat 50 ml centrifugacsdvekbe helyeztiik el és taroltuk. A

tupferral vett mintakat 5 ml LB tapoldatot tartalmazo kémcsdébe helyeztiik.

A mintagyijtést kovetden megkiséreltiik a birtokunkban levd MRSA torzsek segitségével a
mintaban esetlegesen jelenlevd és rajuk specifikus fagok felszaporitasat. Ehhez eldszor a
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
razOtermosztatba 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 tartalmazd 100 ml-es lombikokba a mintdkbol adott
mennyiségeket tettiink. Az alommintakbol 2-3 g-nyit. A tupferral vett mintabol 5 ml-t, a
szennyvizmintakbol pedig 5 ml-t. Az igy kapott lombikokat beoltottuk a fenti 500 ul O/N
MRSA kevert kultaraval. A lombikokat ezek utan razoétermosztatba helyeztiik 24 orara 37 °C-
os homeérsékleten. Ezt kovetden minden egyes lombik tartalmét kiilon kiilon 50 ml-es
centrifugacsovekbe mértiik és 4500 rpm-en 10 percig centrifugaltuk, annak érdekében, hogy
leiilepitsiik a szuszpenzidban levé baktériumok nagyrészét, valamint a mintaban esetlegesen
meglévo és kiiilepithetd szennyezddéseket. A fagokat tartalmazo feliiliszot ezutdn atmértiik
egy masik 50 ml centrifugacsébe és 1:50 aranyban kloroformot adtunk hozza, hogy a
feliiliszoban esetlegesen megmaradt baktériumokat is eldlje. A kloroform tartalmu
szuszpenziot kézzel Osszeraztuk, majd masnapig hiitdszekrényben taroltuk. A tarolast
kovetéen 4500 rpm-en ismét lefugaltuk annak érdekében, hogy megszabaduljunk a
klorofromtol és az esetleges tovabbi baktériumtérmelékektdl. Az igy keletkezett feliiliszot
tarolas céljabol steril centrifugacs6be oOntottiikk. Ezen csovekbdl tortént az egyes MRSA
torzsekre specifikus fagok izoldlasa. Ehhez leoltottuk mind a 14 MRSA térzset 5 ml LB
tapoldatot tartalmazo vérszallitdé csovekbe, majd masnapig 37 °C-on razétermosztatban
inkubaltuk dket. Ezt kdvetden mind a 14 O/N MRSA kultarabol 6tszords higitast készitettiink
PBS-ben ¢és mindegyikbdl 500 ul-eket szélesztettink LB agar tartalmu taptalajokra. A

baktérium szuszpenziot tartalmazo taptalajokat szobahdn, félnyitott tetd alatt megszaritottuk,
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majd a taptalajokra 4-4ml 55°C-0s topagart (0,4%) Ontottiink, melynek mindegyike
tartalmazott 100ul kloroformozott szuszpenzidt (lehetséges fagszuszpenzidt). A topagaros
taptalajokat ezutdn 37 °C-os termosztitba tettiik 24 orara. A kovetkezd nap a plakkok

megjelenése jelezte, hogy az adott mintaban volt-e az adott MRSA t6rzsre litikus fag.

3.2.4 Fagok tisztitasa, felszaporitasa és a stabil fag gazdabaktérium kapcsolat

ellenorzése

Annak érdekében, hogy a durva fagszuszpenziokbol kiszelektaljunk egy tiszta fagtorzset, a
fag izolalasbol szarmazé és pozitiv eredményt add topagaros taptalajokbol Kisméretii steril
spatulaval kivagtunk egy-egy nagyobb plakkot és 5 ml LB tapoldatba helyeztiik, egy napra 37
°C-os razotermosztatban inkubaltuk. A kivagott agaron a plakkal egyiitt kivagott MRSA gyep
elég a tapoldat bakteridlis beoltdsdra. A pakkban 1év0é fagok ezen gazdabaktériumon
szaporodnak fel. Egy plakk nagy valdszintiséggel egy fagbdl indult ki, igy egy izolalt térzsnek
tekinthet6. De ezt egyértelmlien akkor allithatjuk, ha a most leirt tisztitasi 1épést legalabb
kétszer megismételjiik és mindig izolalt plakkot vagunk ki. A kovetkezd nap mindegyik
kultarabol 2 ml-eket mértiink 2 ml-es Eppendorf csévekbe 5000 rpm-en lecentrifugdltuk,
hogy lelilepitsiik a baktériumokat. A feliiluszokbol 1.4 ml-eket mértiink 1.5 ml Eppendorf
csovekbe és 1:50 aranyban kloroformot adtunk hozza, hogy a centrifugalds utdin 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 kultiirabol kacs hasznalatéval. fgy a kovetkezd napra mind
a tizennégy MRSA torzsbdl lett over night kultarank amelyekbdl Otszords higitast
készitettiink ¢és Petricsészés LB taptalajokra felvittik 500 ul-eket, ahol iivegbottal
szélesztettik és Bunsen égd langja mellett szaritottuk. Ekkor a kloroformozott
fagszuszpenziokat lecentrifugdltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a megmaradt
baktérium iiledéket eltavolitsuk. A feliiliszokbol 1 ml-eket tjabb 1.5 Eppendorf csdvekbe
mértiink. Ezek lettek a kisérlethez hasznalt fagszuszpenziok, amelyekb6l 10ul-eket
lecseppentettiink mind a tizennégy torzsbdl késziilt baktériumgyepre. A taptalajokat ezutan
egy napra 37 °C-0s termosztatba tettiik. A kovetkezd nap a baktériumgyepeken megjelend
feltisztulasi zonak jelezték, hogy az adott fag torzs mely MRSA torzseken 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,
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hogy a fag csak lassan szaporodik az adott térzson, ha pedig a feltisztulasi zonaban 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 kdvetkezdkben
plakk kivagasos felndvesztést, valamint a fag tomény fagszuszpenziobol vald leoltasat
tapoldatban névé MRSA kultirdba ¢és azon felndvesztését tobbszor ismételtiik, hogy
megallapithassuk mely fagtorzsek, mely MRSA torzseken képesek stabilan nagy
hatékonysaggal szaporodni rezisztencia megjelenése nélkiil. Az ezek utan megfelelonek latszo
fagtorzsekbdl higitasi sort készitettiink €s az egyes higitasokat ellendriztiik a felszaporitasra
hasznalt MRSA torzseken, hogy megallapitsuk a fag szaporodd képességét, illetve

megallapithassuk az elért titerszamot.

3.2.5 Baktériumszuszpenziok csiraszamanak meghatarozasa

Annak érdekében, hogy meghatdrozzuk az 5 MRSA baktérium csiraszam értékeit O/N
kultaraban, O/N kultarabol képzett ODgoo 1 kulturaban és logaritmikus fazisban, a kdvetkezo
kisérletet végeztik. 2 vérszallitd csébe 5-5 ml LB tapoldatot mértiink és oltdkacs
hasznalataval taptalajrol beoltottuk a vizsgaland6 baktériumot. Az igy beoltott tapoldatokat 37
°C-o0s razotermosztatba helyeztilkk ¢és egy éjszakdn at inkubaltuk. Masnap, az egyik
vérszallitobcsébdl 50 pl-t szuszpenzidt 5 ml friss LB médiumba oltottunk, majd
razétermosztatba helyeztiink. Logaritmikus novekedési fazisba (ODggp 0,6-0,8) keriilvén
kivettiik azt a rdzotermosztatbol. A fenti kultirdkbol 100 szoros Iéptékii higitdsi sort
készitettiink a -8 higitasi fokig. Minden egyes higitasi fokbol 500 pl-eket szélesztettiink iiveg
szélesztObot segitségével. Minden ilyen munkandl a szélesztések kozott az ilivegbotot
alkoholba meritve, majd azt kovetden leégetéssel sterilizaltuk. A megszaradt taptalajokat
végiil 37 °C-os termosztitba helyeztiik egy napra. A kovetkezd nap az erre megfeleld
higitdsoknal meg tudtuk szdmolni 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/ml).

3.2.6 Az S MRSA szuszpenzié toménységének hatisa a ®4R fag felszaporodasira

Kisérletiinkben 3 vérszallitd csobe 5-5 ml LB tapoldatot mértiink €s kacs hasznalataval

beoltottuk fagyasztott glicerines 5 MRSA-val. Az igy nyert szuszpenzidkat 37 °C-0S
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razotermosztatba helyeztiik és egy napig inkubaltuk. A kovetkezd nap a harom over night
kultarabol higitassal harom 5 ml-es ODI1 szuszpenziét allitottunk elé. Koziilik 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 toménységu
szuszpenziot nyertiink. fgy négy kiilonboz6 toménységii szuszpenziot kaptunk egy 10xOD1,
OD1, 0.1xOD1 ¢és egy 0.01xODI1-set. A négy szuszpenziobol 500 pl-eket négy Petricsészés
LB taptalajra vittiink fel és livegbottal szélesztettiik, majd szaritottuk. Miutdn megszaradtak
mindegyikre 10 pl tomény ®4R fagszuszpenziot cseppentettiink és végiil a taptalajokat 37 “C-
os termosztatba helyeztiik egy napra. A kovetkezo nap ellendrizhettiik, hogy a lecseppentések

helyén tapasztalhat6-e feltisztulas a baktériumgyepen.

3.2.7 A Mg”* és Ca®* s6k koncentraciéjanak hatisa a bakteriofag felszaporodasara

felszaporodasanak mértékére az 5 MRSA gazda baktériumon. Mivel kozismert, hogy a
kétértékii sok (Ca2+, Mgz+) sziikségesek a fag baktérium receptorkdtéshez ezért kivantuk
megallapitani azt, hogy kisérleti Gsszeallitasunkban egy Staphylococcus aureus torzs és annak
litikus fagja kapcsolédasat, hogyan befolyasoljak az eltéré Ca®* és Mg?* koncentraciok.
Kiserletiinkhoz eldszor over night kultarat készitink az 5 MRSA torzsbol. Ezutan 13
vérszallito csébdl 12-be 4,5-4,5 ml LB tapoldatot mértiink és 500-500 ul soéoldatot adtunk
hozzé. Az els6 négyhez MgSO4 oldatot adtunk a kovetkezd sorrendben 1 molosat, 0.1 moélosat
0.01 molosat és 0.001 molosat. A kovetkez négyhez MgCl, oldatot adtunk megint 1, 0.1,
0.01, 0.001 molosakat. Az utolsd6 négyhez CaCl; oldatot adtunk ismét 1, 0.1, 0.01 és 0.001
molosakat. Ennek megfelelden a csévekben 0.1, 0.01, 0.001 és 0.0001 molos s6oldatok 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 ®P4R
fagszuszpenzidval. Majd az igy nyert kulturakat 37 °C-os razotermosztatba tettiik 24 orara. A
kovetkezé nap mindegyik kultarabol 2 ml-eket mértiink 2 ml-es Eppendorf csévekbe 5000
rpm-en lecentrifugaltuk, hogy leiilepitsikk a baktériumokat. A feliilaszokbol 1,4 ml-eket
mértiink 1.5 ml Eppendorf csdvekbe és 1:50 aranyban kloroformot adtunk hozzajuk, hogy a
centrifugalds utan még esetlegesen megmaradt baktériumokat eldljiik. A kloroformozott
fagszuszpenzidkat ezutan 1 napra 4 °C-os hiitébe raktuk. Még ezen a napon leoltottunk egy

Ujabb over night kultarat 5 MRSA-bol az el6zdéekben leirtak alapjan. A kdvetkezé nap a
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kloroformozott fagszuszpenzidkat lecentrifugaltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a
megmaradt baktérium {iiledéket eltavolitsuk. A feliiluszokbol 1 ml-eket Gjabb 1,5 Eppendorf
csovekbe mértiink, ezek lettek a kisérlethez haszndlt 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 €s tivegbottal teritettiink szét az
egyes Petricsészés LB taptalajokon. A téptalajokat ezutdn Bunsen égdé langja mellett
szaritottuk. Miutan a tdptalajok 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.

3.2.8 Kiilonb6zo6 tapkozegek hatasa a ®4R bakteriofag felszaporodasanak mértékére

Kisérletiinkben 7 kiilonboz6 tapoldatban ndvesztet S MRSA baktériumon tenyésztett ®4R fag
hatékonysagat vizsgaltuk 7 kiilonboz6 taptalajon novesztett 5 MRSA baktériumon. Mivel a
kiilonb6z6 taptalajokon vagy tapoldatokban vald tenyésztés befolyasolhatja a baktériumok
fehérje Osszetételét, a felszini fehérje Osszetétel megvaltozdsa befolydsolhatja a fag
kapcsolddasat a gazdabaktériumhoz, kiilondsen a nagy gazdaspecificitasi fagoknal igy a
tenyésztés hatékonysaga is kiilonbozd lehet. Valamint ez a jelenség szelekcidos nyomast
gyakorol a fagra, igy egy 0j tapoldaton tenyész6 baktériumon valo felszaporitas, egy esetleges
visszaoltasnal az eredeti taptalajon tenyészdé baktériumon valod felszaporitast befolyasolhatja,
altalaban negativan. Kisérletiinkh6z eldszor over night kultarat készitettiink az 5 MRSA
torzsbol. Ezutan 7 kiilonb6zé tapoldatbol (LB, MHI1, MH2, TSB, BHI, CF, Tripton)
vérszallito csovekbe mértiink ki 5-5 ml-eket, ezekbe oltottuk az 50 pul 5 MRSA over night
kultirat és a 10 ul tomény ®4R fagszuszpenzidt. Az igy nyert kultirakat 1 napig 37 “C-0s
razotermosztatban inkubaltuk. A kovetkezd nap mind a hét kultirabol 2 ml-eket mértiink 2
ml-es Eppendorf csévekbe 5000 rpm-en lecentrifugaltuk, hogy letilepitsiik a baktériumokat. A
feliiluszokbol 1.4 ml-eket mértiink 1.5 ml Eppendorf csdvekbe és 1:50 aranyban kloroformot
adtunk hozzijuk, hogy a centrifugdlds utan az esetlegesen még megmaradt baktériumokat
eloljiik. A kloroformozott fagszuszpenziokat ezutan 1 napra 4 °C-os hiitébe raktuk. Még ezen
a napon leoltottunk egy ujabb over night kultarat 5 MRSA-bol. A kovetkez6 nap a

kloroformozott fagszuszpenzidkat lecentrifugaltuk 5000 rpm-en, hogy a kloroformot és a
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megmaradt baktérium {iiledéket eltavolitsuk. A feliiliszokbol 1 ml-eket Gjabb 1.5 Eppendorf
csovekbe mértiink, ezek voltak 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 €s tivegbottal teritettiink szét az
egyes Petricsészés taptalajokon. Miutan a taptalajok megszaradtak a fagszuszpenziokbol
késziilt hét higitasi sor minden elemébdl, mind a hét taptalajtipusra felvitt baktérium gyepre
cseppentettiink 5-5 pl-eket az elézéleg megjelolt helyekre. Ezutan a taptalajokat 37 “C-0s
termosztatba helyeztik 24 o6rara. Majd a kovetkez6 nap a megfeleld higitdsoknal
megszamoltuk a plakkokat igy kiszdmolhattuk, hogy az adott tomény fagszuszpenzioban hany

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

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

A fag DNS izoléalashoz 1.5 ml nagy toménységli fagszuszpenziot lefugaltunk 10 percig 10000
rpm-en (11.000 g). A feliiliszébol 1.2 ml-t atszivtunk egy ujabb 1.5 ml Eppendorf csébe.
Ezen 30 perces DN-4z és RN-4z kezelést végeztiink szobahdmérsékleten. Az enzimkezelést
kovetden az enzimeket 100 pl 0,5 Molos EDTA (pH 8) oldat hozzdadéasaval, majd ezt kovetd
10 perces 75°C-os hokezeléssel inaktivaltuk. A szuszpenzidban levé fagpartikulumok
fehérjeburkat 1 oras 65°C-os 10 pl Proteinkindz K (20 mg/ml) kezeléssel elemésztettiik. Az
egy ora lejarta utdn a mintat kétfelé osztottuk két Eppendorf cs6be 600-600 pul-t. A kovetkezd
Iépéseket parallel elvégeztiik mindkét mintaval. A mintdkhoz 60 ul 7.5 moélos ammoénium
acetatot adtunk, majd még 600 pl fenol kloroformot. Ezutan alaposan felraztuk éket, 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 hozzajuk. A lecsapas
eldsegitése végett 1 orara mélyhlitébe -20°C-ra raktuk Oket. Az inkubdacidt kovetden a
kicsapodott DNS-eket 15 percig maximalis fordulatszamon fugaltuk, majd egyszer mostuk
70% etanollal. A mintakat szobahdémérsékleten 30-60 percig szaritottuk. Szaritast kdvetden a
fag DNS-eket 30 pl steril desztillalt vizben felszuszpenzaltuk. A DNS mintdk mindségének és
mennyiségének leellendrzése végett a DNS szuszpenziobol 2 pl-eket 1%-os agaroz gélben

megfuttattuk (140 V-on).
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3.2.10 A ®4R fag morfolégiai vizsgalata

Az izolalt ®4R fag morfologiai analizisét elektronmikroszkopos vizsgalattal végeztiik
melyhez a mintakat a kovetkezOkép készitettiik eld. Egy 100 ml lombikba bemértiink 50 ml
LB tapoldatot majd beoltottuk 500 pl over night 5 MRSA szuszpenziéval és 100 pul ®4R
fagszuszpenzioval majd egy napra 37 °C-os razotermosztatba helyeztiik. A kdvetkezd 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 kovetéen 10ul 1,5%-0s foszfovolframsavval festettiik 40

masodpercig. Az igy kapott mintat transzmisszios 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 torzsein. Osszesen
84 baktériumtorzson. Els6 1épésben mindegyik torzsbdl over night kulturat készitetiink. Ehhez
5ml LB tapoldatba oltottuk le és egy kivételével 37 °C razdétermosztatba helyeztiik. Az
Erwinia amylovorat alacsonyabb hémérsékleti optimuma miatt 30 °C razotermosztatban
novesztettiikk. Az over night kultirakbol pedig PBS-ben 5-sz6r6s higitast készitettlink, amibdl
300 pl-eket vittiink fel és livegbottal szélesztettiink az LB taptalajokra. A taptalajokat ezutan
Bunsen ¢g6 langja mellet szaritottuk. Majd mindegyik taptalajra 20 pl tomény ®4R
fagszuszpenziot cseppentettiink, a cseppek felszaradasa utan az egyes torzseket és a ®4R
fagot tartalmazd taptalajokat 37 °C termosztatba helyeztik. Majd a kovetkezd nap
megfigyeltiik, hogy racseppentés helyén keletkeztek-e feltisztulasi zonak 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 eldszor szlikségiink volt a fag szekvencidjanak ismeretére. A ®4R fag
szekvenalasat a Seqomics Kft. (Morahalom) végezte el szamunkra. A kész szekvenciat ezutan

az nchi (www.ncbi.nlm.nih.gov) adatbazisaval 6sszehasonlitottuk, valamint a Vector NTI

program 7-es verzidjaval azonositottuk a genom feltételezhetden kodold szakaszait (open
reading frame — ORF). Ezutan a feltételezet fehérje kodold szekvenciakat egyesével

Osszehasonlitottuk az ncbi adatbazisban 1évé mar ismert funkcioji szekvenciakkal és ezek
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alapjan valdszinusitettilk az altalunk izolalt fag genomjanak egyes szakaszai milyen
funkcidval rendelkeznek, vagyis milyen tipust fehérjét kodolnak. Tovabbi vizsgalatainkban a
Mauve genom Osszehasonlitdo programmal husz masik fag genomjat hasonlitottuk Ossze az
®4R fagéval. 11 magas 80% folotti homologiat mutatd fagot 2 kozepes 66 és 59%
fagok szekvenciainak egymadssal torténd Osszehasonlitasat a Mauve program segitségével
majd ezt kovetdben a MEGA program segitségével a fagok kozt fennalldé rokonsagi

kapcsolatokat tartuk fel.

2. Tablazat. A Mauve programban 6sszehasonlitott fagok listaja

sorszam fag hasonldésag
1 ®4R 100%

JQ779023.1 98%

3 EU861005.1 89%
4 EF462198.1 89%
5 JX174275.1 82%
6 AP009363.1 86%
7

8

9

AF424782.1 88%
AY954956.1 82%
JQ957932.1 82%
10 AY954957.1 85%
11 KF598856.1 86%
12 AP012341.1 86%
13 AB045978.2 66%
14 AY954955.1 59%
15 AY954961.1 18%
16 DQ530362.1 18%
17 AY954960.1 15%
18 FJ713816.1 14%
19 AP011956.1 13%
20 AP011955.1 13%
21 DQ517338.1 13%
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4. Eredmények és megvitatasuk

4.1 Kornyezeti mintakbol torténo fag izolalas eredményei

A kornyezeti mintakbol tortént fagizolalas eredményeit tablazatos formaban foglalom Gssze.
Ennek soran 6 kiilonb6zo mintavételi tira keretében mintak keriiltek vételezésre allattartd
telepek alom mintdibol ¢és allatok borfeliiletérél és a Pellérdi Szennyviztisztitd egyes

tisztitomii egységeibol.

3.Tablazat. A mintagyiijtések helye

mintagyjtés mintagyijtés helye
szama

1 haszonallat tarto
gazdasagok

2 Pellérdi Szennyviztisztito

3 haszonallat tartd
gazdasagok

4 Misina Allatmenhely

5 Pécsi allatkert

6 csirkeneveld telep
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4. Tablazat. Osszesitett tablazat a + eredményt adé mintakrél, melyek az eltéré
mintagyijtésekb6l szarmaznak, és amelyek az altalunk vizsgalt MRSA

torzsek ellen bizonyultak hatékonynak.

mintagyijtés minta minta mintavételi MRSA torzsszamok
szama sorszama tipusa objektum melyekre
a minta pozitiv
eredményt adott
1 14 alom sertés 3,6
minta
1 15 alom 16 5
minta
3 4 alom 16 6, 14
minta
3 5 alom juh 6, 14
minta
3 11 alom szarvasmarha 14
minta
3 13 alom 16 14
minta
4 3 alom 16 5,6
minta
5 15 alom mosomedve 12
minta

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 talalhato

meg és ennél fogva azon bakteriofagok is melyeknek a gazdaszervezete.

Az allatoktol vett mintdk koziil csak az alommintakbdl sikeriilt fagot izolalnunk a bdrfelszini
mintakbol nem. A bdrfelszini mintdkban valoszintlileg a kicsi merités miatt nem talaltunk
fagot. Az alom mintdk koziil is csak az emldsdk 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 nagyszdmu minta koziil is csak
kevés adott pozitiv eredményt, valamint egy-egy mintabol késziilt szuszpenzio6 csak egy, vagy
két MRSA torzzsel szemben volt hatékony. Tehat az altalunk izolalt fagok magas

gazdaspecificitdsa miatt eleve kizarhato esetleges terapias hasznalatuk lehetdsége.

31




4.2 A fagok felszaporitasa és a stabil fag gazdabaktérium kapcsolat ellendrzése

Mintagytjtések soran izolalt fagokat az elsé korben pozitiv baktériumokon

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

tesztbaktériumaikkal szemben hatékonyaknak. (9. tablazat)

5. Tablazat. Az izolalt fagtorzsek felszaporitasanak eredményei

mintagyljtés | minta sorszdma | felszaporitasra hasznalt | felszaporitas
szdma amibdl izolaltuk MRSA t6rzs 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 -

6. Tablazat. A pozitiv eredményt ad6 fagtorzsek eredményei.

mintagytijtés minta felszaporitasra ellenérzésre eredmény, a plakk
szdma sorszama hasznalt hasznalt MRSA képzddés tipusa
amibdl MRSA torzs torzs
izolaltuk

1 15 5 5 teljes feltisztulas
3 4 14 14 részleges feltisztulas,
rezisztencia szigetek

4 3 5 5 teljes feltisztulas

4 3 5 6 teljes feltisztulas

4 3 6 5 teljes feltisztulas

4 3 6 6 teljes feltisztulas
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A felszaporitast még haromszor megismételtiik a pozitiv eredményt adokkal. A pozitiv
eredményt adok koziil 3 mintagytijtés 4 mintdjabol szarmazé az egyediili, ami nem adott tejes
feltisztulast, két esetben részleges feltisztulast rezisztencia szigetekkel, és két esetben nem

mutatott plakk képzodést.

A stabilan jo eredményeket ad6 3 torzsnek a megnevezésére kodjelet adtunk és a késdbbi

kisérleteknél ezt a megnevezésiiket hasznaltuk.

7.Tablazat. A pozitiv eredményt adé izolatumok kodjelei.

mintagytijtés minta felszaporitashoz hasznalt MRSA | kodjel
szdma sorszama torzs
1 15 5 D®4R
4 3 5 d3M2
4 3 6 ®3M5

A fentiek értelmében az izolalt torzsek koziil csak 3 bizonyult hatékonynak egy vagy két
MRSA torzs ellen a ®4R és a D3IM2 és a D3IMS. Ezeknél a torzseknél fennall a stabil gazda

parazita viszony.

4.3 A stabil gazda parazita viszonyt mutato fagtorzsek felszaporodasi hatékonysaganak

ellenorzése

A fag szuszpenzidk hozzéavetdleges 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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8. Tablazat. A szuszpenziok toménységének ellenérzése az 5 (a.) és 6 (b.) MRSA

gazdabaktériumokon.
a., b.,
szuszpenzid ®4R | ®D3M2 | D3M5 Szuszpenzid ®3M2 | ®3IM5
higitasa / fag torzs higitasa / fag torzs

T + T

-1 + -1

) + - ) -

-3 + - - -3 - -
-4 + - - -4 - -
5 + - - 5 - -
-6 - - - -6 - -

gazdabaktériumokon.

9. Tablazat. A szuszpenziok toménységének ellenérzése az 5 (a.) és 6 (b.) MRSA

a., b.,
szuszpenzio ®4R | ®3M2 | D3M5 szuszpenzid ®3M2 | ®3M5
higitasa / fag torzs higitasa / fag torzs

T + + T

-1 + + -1

-2 + + - -2 -

-3 + + - -3 - -

-4 + - - -4 - -

-5 + - - -5 - -

6 - - - -6 - -

10. Tablazat. A szuszpenziok toménységének ellenérzése az 5 (a.)

és 6 (b.) MRSA

gazdabaktériumokon.
a., b.,
szuszpenzid ®4R | O3M2 | ®3M5 szuszpenzid ®3M2 | ®3M5
higitasa / fag torzs higitasa / fag torzs
T + T
1 + -1
-2 + - -2 -
-3 + - - -3 - -
-4 + - - -4 - -
-5 + - - -5 - -
-6 - - - -6 - -

34




Az adatokbol kitlinik, hogy a ®3M fagok ugyanazon a baktériumtorzson ellendrizve, mint
amin eredetileg propagalva 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 103-10° titer értéket értek el. A
kisérletekb6l megallapithatd, hogy a ®4R fag felszaporodd képessége sokkal jobb ¢és igy a
baktérium ellen is sokkal hatdsosabb, ezért a tovabbi vizsgalatokban mar csak a ®4R fagot és

gazdabaktériumat az 5 MRSA-t hasznaltuk.

Mivel tobb tucat minta ellendrzése utdn is csak egy nagy hatékonysagu fagot sikeriilt
izolalnunk, ami csak egy MRSA torzs ellen hat ezért megallapithatd, hogy a terapias célokra
legmegfelelobb széles spektrumll és mindegyik gazdatdrzsével szemben nagy hatékonysag
MRSA lizist okozd fag izolalasahoz ennél nagyobb szdmu minta vizsgalatara vagy nagy

szerencsére lenne sziikség.

4.4 Csiraszam meghatarozas

Osszehasonlitva az over night szuszpenzi6 az over night kultirabol képzett OD1 szuszpenzi6
illetve a logaritmikus novekedési fazisu szuszpenzid csiraszam értékeit a kovetkezo

eredményeket kaptuk. (15. Tablazat)

11. Tablazat. Az egyes MRSA szuszpenziok higitasainak csiraszamai 1 ml-ben. Az ,,nm”

rovidités a nem megszamolhato értéket jeloli.

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

over night szuszpenzio nm nm nm 106 1

OD1 szuszpenzio nm nm nm 21 0

logaritmikus novekedési fazist szuszpenzid nm nm | 338 5 0

A megfeleld higitasokbodl visszaszamolva megkaptuk a tomény szuszpenzidk csiraszamat.

Ennek megfelelden a kdvetkez6 csiraszamokat éri el az 5-6s MRSA 1ml tenyészetekre vetitve
(CFU/ml):
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12. Tablazat. A tomény MRSA szuszpenziok csiraszama 1 ml térfogatban.

MRSA szuszpenzi6 tipusai csiraszam/ml
over night szuszpenzio 212000000
OD1 szuszpenzid 42000000
logaritmikus névekedési fazisu 6760000
szuszpenziod

Az eredményekbdl latszik, hogy az OD1 szuszpenzid csiraszam siirlisége majdnem pontosan
0tode az over night szuszpenzio stiriségének. Tehat az altalunk a Petricsészés taptalajok
beoltasahoz hasznalt 6tszordsére higitott over night MRSA szuszpenzid csiraszdm stirisége
megfeleltethetd az ODI1 szuszpenzidénak. A logaritmikus novekedési fazisban 1évo

szuszpenzid pedig 1ényegesen kisebb csiraszammal rendelkezik.

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

Az eredmények alapjdan a 10xOD1 toménységli MRSA szuszpenziobol késziilt
baktériumgyepen a tomény ®4R fag szuszpenzidé nem tud plakkot létrehozni, vagyis nem
képes az Osszes baktériumot lizalni. Az OD1 és annal kisebb toménységli szuszpenzioknal
viszont minden esetben nagy tiszta plakkok képzddtek. Tehat nagy toménységili baktérium
szuszpenziokat alkalmazni a fag vizsgalatdhoz nem érdemes. A kis toménységli szuszpenziok
is jo eredményeket adtak viszont technikai okok miatt kevésbé praktikusak, mint az ODI

toménységll kultura.

13. Tablazat. Mely toménységii baktérium szuszpenziéknal volt tapasztalhat6 feltisztulas
10 pl ®4R fag lecseppentésénél. A — jel a feltisztulds hidnyat a + jel a

feltisztulas meglétét jelzi.

kisérlet szama/ MRSA szuszpenzio 10xOD1 | OD1 | 0.1xOD1 | 0.01xOD1
toménysége
1 - + + +
- + + +
3 - + + +
4 - + + +
5 - + + +
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46 A Mg2+ és Ca®" sok koncentraciojanak hatasa az ®4R bakteriofag felszaporodasara

Annak érdekében, hogy kideritsiik az ®4R fag 5-6s MRSA-n torténd felsazporodasat milyen
mértékben befolyasoljak a jelenlevé kétértékii kationok eltér6 koncentracioi, a fagok
propagalasat MgSQO4, MgCl,, CaCl, sok jelenlétében azok 0.1M, 0.01M, 0.001M, és 0.0001M

végkoncentracidiban LB médiumban végeztiik.

14. Tablazat. Az vizsgalt sok eltéré koncentraciéinak hatasa az ®4R fag propagalasanak
hatékonysagara. Alkalmazott sok: MgSO,; MgCl,, CaCly; Alkalmazott
végkoncentraciok: T=0.1M, -1=0.01M, -2=0.001M, -3=0.0001M.

s higitas/kisérletek fag 1. kisérlet | 2. kisérlet
titerei
MgSO, T 0 0
MgSO, -1 1200000 | 540000000
MgSO, -2 200000 | 100000000
MgSO, -3 600000 70000000
MgCl, T 1180000 0
MgCl, -1 3800000 | 280000000
MqgCl; -2 200000 | 160000000
MgCl, -3 200000 22400000
CaCl, T 16200000 | 1660000000
CaCl; -1 200000 18400000
CaCl; -2 200000 6200000
CaCl; -3 800000 22000000
kontroll 1400000 | 60000000
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. Abra. Az 1. kisérlet grafikonja.
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5. Abra. A 2. kisérlet grafikonja.

Habar a kisérletek elvégzése soran tapasztaltunk eltéréseket a felszaporodott fagok titerére

vonatkozoan a kéovetkezé megallapitasokat tehetjik. A Mg®* 0,1 M-os végkoncentracioban

torténd alkalmazasa negativan befolyasolja a fagok felszaporodast, olyan mértékben, hogy a

fagok propagalasa mind MgSO4, mind MQCl, esetén teljesen illetve részlegesen
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megakadalyozta a felszaporodast. Drasztikus valtozas kovetkezett be abban az esetben
amennyiben 10x-ére kihigult a Mg sok koncentracidja. Ekkor a fagpropagalas mértéke joval

meghaladta a kontrollét.

Ezzel ellentétben a CaCl, tomény oldata (szuszpenziobeli végkoncentracié 0,1M) esetén
oldatok esetén a fagtiter mindig alulmulta a kontrollt. Ennek ellenére elmondhat6, hogy az
alacsony (<0,1M) CaCl;, koncentracio nem befolyasolja elénydsen a fag felszaporodasat. A
MgCl,-nél a -2 higitasa (0.001 M végkoncentracid) séoldat az 1. kisérlet kivételével a titer
novekedését okozta a kontrollhoz képest, a -1 higitasoknal titer ndvekedés volt tapasztalhato a
kontrollhoz képest. Tehat a MgCl, oldatok esetén a 0.01 M végkoncentracié alkalmazasa volt
végkoncentracid) alkalmazasa tlint célravezetonek. A tézis, amely szerint a kétértékli sok
elénydsen befolyasolhatjak a fag felnovesztését, az adataink alapjan az altalunk izolalt és a
kisérletben szerepelt ®4R fagra is igaz, mivel a CaCly-nél és a MgCl,-nél talaltunk olyan
koncentraciot, amelynél a fag a kisérletek tobbségében nagyobb titert ért el. MgSO, esetében

az eredmények nem voltak olyan meggy6zoek.

4.7 Eltéré tapkozegek hatasa az ®4R bakteriofag propagalasra

Kisérletiinkben kiilonb6z6 taptalajokon ndtt MRSA baktériumokon felszaporitott fagok titerét
hataroztuk meg fag/ml-ben plakk modszerrel kiilonboz6 taptalajokon. Az ,,a” az agart vagyis

a taptalajt jeloli.

15. Tablazat. Az 1. kisérlet eredményei.

taptalaj / tapoldat LB a MH1 a MH2 a BHI a TSB a CFa Tripton a
LB 240000000 | 580000000 | 380000000 | 200000 | 82000000 72000000 96000000
MHI 68000000 140000000 | 104000000 | 200000 | 30000000 40000000 3400000
MHII 500000000 | 480000000 | 300000000 | 620000 | 116000000 | 240000000 | 90000000
BHI 400 6000 400 0 400 0 400
TSB 20000 2000 4000000 0 1400 0 200
CF 1120000000 | 900000000 | 220000000 | 200000 | 880000000 | 340000000 | 360000000
Tripton 66000000 | 180000000 | 52000000 | 200000 | 90000000 30000000 | 48000000
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1,2E+09
1E+09
LB
80000000
mNMHI
EMH2
60000000
= BHI
40000000 - =TSB
uCF
20000000 - = Tripton
0 .
IBa MHla MH2a BHIa TSBa CFa Triptona
6. Abra. Az 1. kisérlet grafikonja.
16. Tablazat. A 2. kisérlet eredményei.
taptalaj / tapoldat LB MH1 MH2 BHI TSB CF Tripton
LB a 180000000 | 280000000 | 160000000 | 820000 | 108000000 1400000 18400000
MH1 a 380000000 | 720000000 | 440000000 | 5600000 | 340000000 | 360000000 | 100000000
MH2 a 360000000 | 460000000 | 420000000 | 4200000 | 700000000 | 520000000 | 80000000
BHI a 4000 0 0 2000 0 0 0
TSB a 0 0 2000 0 2000 0 0
CFa 0 0 0 0 0 2000 0
Tripton a 10000000 36000000 18000000 | 6000000 | 12000000 11400000 6400000
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80000000

70000000
60000000 -
50000000 B MHI
40000000 = ML
H BHI
30000000 =TSE
20000000 mCF
10000000 = Tripton
: INE
LBa MHla MHZ2a BHIa TSBa CFa  Triptona
7. Abra. A 2. Kisérlet grafikonja.
17. Tablazat. A 3. kisérlet eredményei.
taptalaj / tapoldat LB a MH1 a MH2 a BHI a TSB a CFa Tripton a
LB 140000000 | 80000000 72000000 3800000 56000000 | 100000000 | 10000000
MH1 340000000 | 640000000 | 360000000 | 6400000 | 300000000 | 340000000 | 100000000
MH2 200000000 | 280000000 | 260000000 | 3400000 | 360000000 | 86000000 20000000
BHI 0 0 0 0 0 0 200000
TSB 0 2000000 0 0 4000 0 0
CF 0 0 0 0 0 0 0
Tripton 140000000 | 240000000 | 160000000 | 3200000 68000000 | 160000000 | 160000000

41




70000000
60000000
50000000 H(B
= MH1
40000000
m MH2
30000000 - W BHI
mTSB
20000000 - m CE
10000000 - Tripton
0 - |
Ba MH1a MH2 a BHIa TSBa Tripton a
8. Abra. A 3. kisérlet grafikonja.
18. Tablazat. A 4. kisérlet eredményei.
tapoldat / taptalaj LBa MH1 a MH2 a BHI a TSB a CFa Tripton a
LB 172000000 | 260000000 | 220000000 | 16000000 | 280000000 | 100000000 | 44000000
MHI 480000000 | 1200000000 | 660000000 | 12000000 | 800000000 | 420000000 | 320000000
MHII 120000000 | 180000000 | 320000000 | 2200000 | 280000000 | 74000000 24000000
BHI 4000 0 2000 300000 0 2000 0
TSB 0 0 0 0 0 0 0
CF 0 0 0 0 0 0 0
Tripton 140000000 | 420000000 | 280000000 | 3800000 | 180000000 | 100000000 | 140000000
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1,4E+09
1,2E+09
1E+09 HLB
HMH1
80000000
B MH2
60000000 u BHI
B TSB
40000000 - = CF
Tripton
20000000 -
0 -
Ba MH1a MH2 a BHIa TSBa Tripton a
9. Abra. A 4. kisérlet grafikonja.
19. Tablazat. Az 5. kisérlet eredményei.
tapoldat / taptalaj | LB a MH1 a MH2 a BHI a TSB a CFa Tripton a
LB 500000000 | 920000000 | 740000000 640000 | 620000000 | 720000000 | 500000000
MH1 860000000 | 1140000000 | 2200000000 | 3400000 | 1060000000 | 440000000 | 860000000
MH2 260000000 | 1140000000 | 7000000000 | 16000000 | 5000000000 | 1660000000 | 2000000000
BHI 1000 0 600 0 0 0 0
TSB 600 200 2400 0 1200 2000 600
CF 340000000 | 500000000 | 320000000 400000 | 240000000 | 380000000 | 480000000
Tripton 740000000 | 580000000 | 740000000 | 10000000 | 660000000 | 1800000000 | 500000000
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8E+09
7E+09
6E+09 HLB
SE+09 = MH1
mMH2
4E+09
N BHI
3E+09
mTSB
2E+09 mCF
1E+09 Tripton
0 1
LBa MH1a MH2 a BHIa TSBa CFa Tripton a
10. Abra. Az 5. kisérlet grafikonja.
20. Tablazat. A 6. kisérlet eredményei.
tapoldat / taptalaj LBa MH1 a MH2 a BHI a TSB a CFa Tripton a
LB 140000000 | 360000000 240000000 30000000 80000000 | 70000000 92000000
MH1 780000000 | 2200000000 | 3000000000 | 158000000 | 220000000 | 840000000 | 400000000
MH2 44000000 760000000 740000000 | 104000000 | 40000000 | 78000000 18000000
BHI 1200 3800 7000 5200 30000 0 0
TSB 0 0 22000 0 0 200 0
CF 0 0 2000 0 0 0 0
Tripton 360000000 | 540000000 240000000 42000000 22000000 | 108000000 | 66000000
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3,5E+09
3E+09
2,5E409 miB
m MH1
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1,5E+09 N BHI
mTSB
1E+09
mCF
50000000 - Tripton
0 T T T T _- T L T T l 1
LBa MH1a MH2 a BHIa TSBa CFa Tripton a

11. Abra. A 6. kisérlet grafikonja.

Az eredmények alapjan az altalunk vizsgalt MRSA 5 - ® R4 rendszerben a fag
felszaporitashoz a legmegfeleldbb taptalajok a gazdabaktériumnak az LB, MHI1, és a MH2.
Az ezen tenyészetekbdl készitett fag szuszpenzidk a kiilonbozd taptalajok baktériumgyepén
magas 107-10° titert adtak. A MH I, MH I1.-nél 1-1 esetben ennél magasabb értéket is
kaptunk, a BHI taptalaj esetében kozepes 10°-10" fag/ml titert adtak, bar volt kivétel
magasabb értékkel itt is. A Tripton is még viszonylag jo és megbizhatd eredményeket adott
10°-10° fag/ml titer szamokat adott az egyes taptalajokon. Kisérleti eredményeink alapjan a
vizsgalt fag és gazdabaktériuma szdmara a TSB, BHI és a CF nem adott j6 eredményeket. A
TSB és a BHI 0-10° fag/ml adott a CF pedig egy kisérletben magas 10%-10° egyben pedig
kdzepes 10°-10° értéket adott a tdbbiben alacsonyat 0-10". Erdekes, hogy a TSB és a CF
baktériumgyepén, a mas baktériumgyepeken magas értéket ado fag szuszpenziok itt is magas
értéket adtak, mig a tapoldatukban tenyész6 baktériumon novesztett fag majdnem mindenhol
alacsony fagtitert mutatott. A BHI taptalajon ellenben minden fag szuszpenzi6 alacsonyabb
értéket adott, mint mas taptalaj baktériumgyepén és a BHI-s tapoldatbol késziilt fag
szuszpenzio is minden taptalaj baktériumgyepén alacsony értéket adott. Ebbdl kovetkezden a
fag felszaporitashoz a BHI egyértelmiien nem megfelel6. A BHI és a TSB egy gazdag taptalaj
kiilonosen a BHI ennek kovetkeztében a baktériumok erdsebben ndvekszenek benne. Az

MRSA fag kapcsolatban, mint gazda parazita kapcsolat a BHI mint tapkozeg egyértelmiien a
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gazdaszervezetet segiti. Az eredmények fag titerérdl az egyes kisérletekben elég diverzek
lettek még akkor is, ha nagy vonalakban kategoridkba sorolhatok voltak. A feltevés hogy a
kiilonbozd taptalajokban tenyész6 MRSA baktériumokon a fagok eltéré 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 jellemz6it 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 fagbdl kivont DNS
mennyisége ¢és mindsége is megfeleldnek bizonyult restrikcidos mintazat viszgalatdra. Ennek
soran Ot kiilonb6zd enzimmel hasitottuk a tisztitott DNS-t. Ennek ismerete a késdbbiekben
alkalmas lesz mas helyrdl szarmaz6, de hasonld morfologiaval rendelkezé fagtdrzsekkel valo

rokonsag osszehasonlito vizsgélatara.

12. Abra: A ®4R Fag DNS restrikciés enzimes hasitasi mintiazata. Az oszlopokban a

kovetkezd enzimeket hasznaltuk: 1. Molekulastily marker, 2. Kontroll (emésztetlen
DNS), 3. EcoRlI, 4. Hindlll, 5. Kpnl, 6. Pstl, 7. Sacl, 8. Molekulasuly marker.
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4.9 A ®4R fag morfolégiai vizsgalata

A transzmisszids 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 struktira. A farki végen lathatdé a csatlakozo struktira, habar
filamenteket nem tudtunk azonositani. A morfologiai bélyegek alapjan a ®4R fag az

Akkerman féle felosztas alapjan a Siphoviridae csaladba tarozik.

13, 14 Abra: A ®4R fag elektronmikroszkopos képe.

4.10 A ®4R fag spektrumanak vizsgalata

Ezen kisérlet sordn a ®4R fig esetleges szélesebb gazdaspecificitdsdnak lehetdségét
ellendriztiik, 6sszesen 84 baktériumtorzson, legnagyobb részben eddig altalunk nem vizsgalt

MRSA toérzseken. Eredményeinket tablazatos formaban foglaltam Gssze.
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21. Tablazat. A ®4R fag spektrumanak vizsgalata. A zold kijel6lésnél mutatja azokat a

torzseket melyeken az ®4R fig nem adott tejesen feltisztult (részleges

feltisztulasu) plakkot. A sarga kijelolésti torzseknél teljesen feltisztult plakkot

kaptunk. Piros kijel6lés mutatja az ezen munkaban legtobbszor 5 MRSA ként

emlegetett torzset melyrél mar az eldzetes kisérletekbdl tudtuk, hogy a ®4R

fag gazdatorzse.

kod, szarmazas baktérium torzs ®4R fag plakk

képzése
659 Pseudomonas aeruginosa negativ
ATCC 27853 Pseudomonas aeruginosa negativ
NR 67 Pseudomonas aeruginosa negativ
UW786 Enterococcus Sp. negativ
ATCC19433 Enterococcus faecalis negativ
ATCC 10541 Enterococcus hirae negativ
ATCC 51299 Enterococcus faecalis negativ
ATCC 29212 Enterococcus faecalis negativ
KP-0787 Klebsiella pneumoniae negativ
ATCC 700603 Klebsiella pneumoniae negativ

OEK47001 Citrobacter freundii részleges, gyenge

ATCC 27026 Citrobacter coseri részleges, gyenge
OEK 64001 Proteus morgani negativ
OEK 60007 Proteus mirabilis negativ
ATCC 8427 Proteus vulgaris negativ
J1E 273 Proteus mirabilis negativ
ATCC 15308 Acinetobacter baumanii negativ

ATCC 15309 Acinetobacter iwoffii részleges, gyenge
ATCC 15308 Acinetobacter baumanni negativ
ATCC 35152 Listeria monocytogenes negativ
ATCC 12386 Streptococcus agalactidae negativ
ATCC 51559 Streptococcus faecium negativ
ATCC 13047 Enterobacter cloaceae negativ
ATCC 13048 Enterobacter aerogenes negativ
OEK 140001 Alcaligenes faecalis negativ
ATCC13637 Stenotrophomonas maltophilia negativ
OEK 56502 Serratia marcescens negativ
ATCC 10240 Micrococcus luteus negativ
ATCC 7966 Aeromonas hydrophilia negativ
ATCC 15947 Edwardsiella torda negativ
Bm 2195 Escherichia coli negativ
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Bm. 2688 Escherichia aerogenes negativ
ATCC 25922 Eserichia coli negativ
24575 Shigella flexneri 2a negativ
Nagy Gabor Yersinia enterocolitica negativ
Nagy Gabor Salmonella Typhimurium negativ
ATCC 49946 Erwinia amylovora negativ
N4315 Staphylococcus aureus MRSA negativ
MW2 Staphylococcus aureus MRSA negativ
MU3 Staphylococcus aureus MRSA negativ
MU50 Staphylococcus aureus MRSA negativ
ATCC 12228 Staphylococcus epideremidis negativ
S30 Staphylococcus aureus MRSA negativ
C16005 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Cis734 Staphylococcus aureus MRSA negativ
116539 Staphylococcus aureus MRSA negativ
116550 Staphylococcus aureus MRSA negativ
OEC 112016 Staphylococcus aureus negativ
OEK 112017 Staphylococcus aureus negativ
ATCC 29213 Staphylococcus aureus negativ
Prof. Dr. Witte 06-01388 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Prof. Dr. Witte 93-01000 Staphylococcus aureus MRSA tejes
Prof. Dr. Witte 06-01597 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Prof. Dr. Witte 06-02182 Staphylococcus aureus MRSA negativ
~ Prof. Dr. Witte 06-01019 ~ Staphylococcus aureus MRSA teljes
Prof. Dr. Witte 06-01750 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Prof. Dr. Witte 06-00219 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Prof. Dr. Witte 06-00409 Staphylococcus aureus MRSA negativ
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
Prof. Dr. Witte 06-02000 Staphylococcus aureus MRSA negativ
Prof. Dr. Witte 06-00467 Staphylococcus aureus MRSA negativ
ANTSZ Dél-dunantuli Regionélis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (16)
ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (17)
ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (18)
ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (19)
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ANTSZ Dél-dunantuli Regionélis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (20)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionélis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (21)

ANTSZ Dél-dunantili Regionalis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (22)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (23)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionélis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (24)

ANTSZ Dél-dunantili Regionalis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (25)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (26)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (27)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (28)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (29)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA teljes
Intézet (30)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (31)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (32)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (33)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (34)

ANTSZ Dél-dunantuli Regionalis Staphylococcus aureus MRSA negativ
Intézet (35)

Az eredményekbdl kitiinik, hogy a ®4R fag litikus hatassal rendelkezik egyes mas MRSA
torzsek esetében is. Osszesen 10 Gjabb MRSA tdrzsdn képzett teljesen feltisztult plakkot tehat
ezekkel szemben hatékony. Még tovabbi 3 MRSA torzson képzett részlegesen feltisztult
plakkot. Erdekes eredmény, hogy a teljesen feltisztult plakkot mutatd torzsek koziil 2
valamint a 3 részleges feltisztult plakkot mutatd torzs azok kozé tartozik, amelyeket a

vizsgalatok kezdetén a kdrnyezeti mintakbol vald fag izolalasnal is hasznéltunk és akkor még
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nem volt kimutathato, 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 lwoffi-nal volt tapasztalhato kicsi alig
lathato pontszerli 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 adodott 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 hossztiak. Ezen utobbi szekvencidkat a genom 0Osszeillesztése soran a hasznalt illesztd

program nem tudta kezelni és igy csatolni a szekvencidhoz.
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15. Abra: @ 4R fag szekvenciajanak adatbanki 6sszehasonlitisa
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Az ncbi adatbazisban nagy szamu nagy mértékben homolog szekvenciat talaltunk legnagyobb
résziikk 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%

cre

A Vector NTI programmal megallapitottuk a lehetséges fehérjekodolo szekvenciak hatarait és

ezen szekvenciak ncbi adatbazisaval vald Gsszehasonlitasa soran a kovetkezé eredményeket

kaptuk.

22. Tablazat: A ®4R fag fehérjekodolo régidinak azonositasa

genom | OREF hatar méret hasonldésag funkcié / hipotetikus funkcio
rész (bp)
4R/1
184-351 168 CP007499.1 terminaz

335-1087 753 CP007499.1 terminaz
1092-1562 471 CP007499.1 terminaz
1486-1734 249 CP009554.1 fag terminaz large subunit
1799-2035 237 CP007499.1 terminaz
2236-2751 516 CP007499.1 portal protein
2751-3281 531 CP007499.1 portal protein
3256-3918 663 CP007499.1 Clp protease ClpP
4057-5217 1161 CP007499.1 fag capsid protein
4301-4516 216 CP007499.1 fag capsid protein
5289-5564 276 CP007499.1 fag head-tail adapter protein
5392-5541 150 CP009554.1 hypothetical protein
5579-5908 330 CP007499.1 hypothetical protein
5908-6348 441 CP009681.1 putative fag protein
6311-6703 393 CP007499.1 hypothetical protein
6741-7379 639 CP007499.1 tail protein
7240-7437 198 CP009554.1 fag major tail protein
7474-7926 453 CP009554.1 fag major tail protein
8138-8335 198 CP009554.1 hypothetical protein
8380-8535 156 CP009554.1 hypothetical protein
8552-8944 393 CP009554.1 fag tail length tape-measure protein

9159-10355 1197 CP007499.1 tail protein

10318-11244 927 CP007690.1 tail protein

12024-12365 342 CP003808.1 putative fag protein

12286-13314 1029 AM990992. | profag L54a, tail tape meausure, protein,

1 family
13356-14762 1407 CP007499.1 tail protein
14765-15586 822 CP009554.1 fag tail fiber
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15141-15299 159 CP009554.1 fag tail fiber
15598-17178 1581 CP009554.1 fag tail fiber
15794-15961 168 JX174275.1 minor structural protein
17181-17468 288 CP009554.1 hypothetical protein
17487-19394 1908 CP009554.1 | putative major teichoic acid biosynthesis
protein C
19364-20860 1497 JX174275.1 hypothetical protein
20415-20582 168 KF598856.1 hypothetical protein
20863-21228 366 CP009554.1 fag protein
21246-21407 162 CP009554.1 hypothetical protein
21444-21641 198 CP009554.1 fag protein
21682-21831 150 CP007499.1 hypothetical protein
21848-22192 345 CP007499.1 holin
22206-22772 567 CP007499.1 amidase
22750-23658 909 CP007499.1 amidase
23865-24083 219 CP009554.1 ismeretlen
24023-24328 306 CP009554.1 ismeretlen
25012-25164 153 CP009554.1 fag integrase
25928-26456 528 LN626917.1 | FIG081523: hypothetical protein within a
profag
27525-27683 159 CP007499.1 hypothetical protein
28535-28732 198 CP007499.1 XRE family transcriptional regulator
28819-28992 174 LN626917.1 F1G01109505: hypothetical protein
29580-29780 201 CP009681.1 putative phi PLV-like protein
29795-29953 159 CP007499.1 ismeretlen
30050-30301 252 JQ779023.1 hypothetical protein
30301-30618 318 JQ779023.1 hypothetical protein
30635-30994 360 CP007690.1 hypothetical protein
30994-32157 1164 CP007690.1 hypothetical protein
32244-32741 498 CP009554.1 fag protein
32812-33663 852 CP009554.1 DNS polymerase I, Fag-associated
complement
33653-34762 1110 JQ779023.1 DNS polymeraz
34778-34960 183 CP009554.1 fag protein
35091-35240 150 CP007499.1 hypothetical protein
35164-35364 201 CP009554.1 fag protein
35367-35621 255 CP007690.1 hypothetical protein
35612-35824 213 CP009554.1 fag protein
35833-36081 249 CP007659.1 hypothetical protein
36098-36301 204 JQ973847.1 hypothetical protein
36332-36709 378 CP007499.1 hypothetical protein
36709-37053 345 CP009681.1 putative fag protein
37053-37358 306 CP007499.1 hypothetical protein
37345-37632 288 CP003194.1 hypothetical protein
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37759-38292 534 CP003194.1 dUTPase family protein
38332-38535 204 EF462198.1 hypothetical protein
38526-38735 210 EF462198.1 hypothetical protein
38659-38964 306 EF462198.1 hypothetical protein
38982-39338 357 CP006044.1 hypothetical protein
39533-39763 231 CP009554.1 fag protein
39919-41472 1554 CP007659.1 ismeretlen
41534-42262 729 CP006044.1 | virulence-associated E family protein
42607-42894 288 JX174275.1 hypothetical protein
42878-43072 195 JX174275.1 helicaz
43044-43253 210 JX174275.1 helicaz
43225-44244 1020 CP007499.1 ismeretlen
44260-44695 435 JX779023.1 fag regulatory protein
44854-45165 312 CP002110.1 HNH endonuclease domain protein
4R/2
11-325 315 AB370205. hypothetical protein
1
925-1392 468 CP006630.1 fag integrase
1563-1784 222 CP006630.1 fag integrase
3247-3423 177 KC595279. ismeretlen
1
5808-5978 171 CP009554.1 fag protein
4R/3
297-509 213 CP009554.1 fag tail length tape-measure protein
795-1118 324 CP009554.1 fag tail length tape-measure protein
1172-1675 504 CP007690.1 tail protein
1861-2022 162 CP009681.1 putative tail protein
4R/4
16-615 600 CP009554.1 | putative major teichoic acid biosynthesis
protein C
585-1001 417 CP007499.1 hypothetical protein
1070-1357 288 CP007499.1 hypothetical protein
1397-2083 687 CP007499.1 hypothetical protein
1638-1793 156 CP009554.1 fag protein
4R/5
12-182 171 CP009554.1 fag tail fiber
185-472 288 JQ957931.1 hypothetical protein
4R/6
632-808 177 CP009554.1 | putative major teichoic acid biosynthesis

protein C
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1.

16. Abra. A fagot felépité fehérjék szekvenciginak elhelyezkedése a genomban

4R/1 45239 bazispar

(1 fz !

<—ammem
&
[
<
|
N \
RS
B(—;

1 23 10 11 13 14 15 16 17 18 20
| 4R/2 6179 bazispar
1. Terminazok 16. XRE family transcriptional regulator
24 2. Portal proteinek 17. DNS polymerézok
3. Clp proteaz ClpP 18. dUTPase family protein
4R/ 3884 bazispar 4. Capsid proteinek 19. Virulence-associated E family protein
5. Fag head-tail adapter protein 20. Helicaz
6. Tail proteinek 21. Fagregulatory protein
\ 7. Tail length tape-measure protein 22. HNH endonuclease domain protein
25 8. Tail proteinek 23. Fagintegraz
26 27 9. Tail tape meausure, protein, family ~ 24. Fag integraz
10. Tail protein 25. Tail length tape-measure protein
11. Tail fiber proteinek 26. Tail length tape-measure protein
| 4R/5 892 bazispar 12. Teichoic acid biosynthesis protein C 27. Tail protein
13. Holin 28. Tail protein
. Amidazok 29. Tail fiber

. Fag integraz

<«
o
o

17.Abra. A fiag sematikus genetikai térképe. A 3, 12, 16, 18, 19, 22-es szegmensek
bakterialis eredetiek.
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A vizsgalat soran a kodold szekvenciak jelentés része még ismeretlen funkcidjunak adodott,
de nagy szdmban voltak azonosithatéak mar ismert vagy részben ismert funkcioja fehérjék is.
Valamint tobb bakterialis eredetli fehérjekodold 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 szekvencidinak
elhelyezkedését a genomban. Majd egy részletesebb abran a tobbi ismert funkcidju szakaszt

is, vagyis a fag genetikai térképét.
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18. Abra: A ®4R fig genomjanak osszehasonlitasa mas fig genomokkal a Mauve DNS

osszehasonlité program segitségével.

58



A Mauve program Osszehasonlitdsa alapjan az ®4R fagban és az 2-11 sorszdmozott 80%
folotti homologiaji fagban 9 hasonld szakasz ismétlédik azonos sorrendben. A 12
sorszamuban csak 8, valamint plussz egy szakasz ami ®4R-ben nem talalhaté meg, viszont az
5,11, 17, 18, 19-es fag szekvenciakban igen. A 13 fagban még megvan azonos sorrendben a 9
szakasz, de egy nagyméretii nem homoldg szakasz valasztja ketté. A 14-es sorszamuaktol az

eltérések mar jelentdsek.

il 4 TEEE2 T |gh | KI5 TEA2. 1| Staphylon..
Eg E0A62E|gh A Y 854555, 1) Bacterioph...
g1 592054 1]gh JAF 4247 82 1| Staphyiooo ..
L gi[154218025|gb | EF 452184, 1| Staphyoc. ..
i B85 0T gb | A Y E6 4357 1| Bacterioph...
= | 55 SETY B b | KF552.855. 1] Saphyloc...

|21 526045095  EUE1 0051 Staphyles
[DD Staph phage R 1

gilea51 74a2 | |ABO4S57E. 2| Staphyloc,
- |5 2035025] b A Y25 4555, 1| Bactesiaph..
Gil45E1 T4 2+ g K17 4275.1 | St aphyloe.

gi|4+43600401|dR{|A PO 2341, 1| Staphls...
i L7 3053 dbj| A POOSIED. 1| Staphylo. .
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e gi[E20RE01|gh|A Y E54561. 1 Bactesioph. .
Gil 10454191 Tjgb{DOS0IEZ 1| Staphyes:
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335397902 |gEQTTR023 1| Staphyloe...
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19. Abra. A ® 4R fag és vizsgilatainkban hasznalt tobbi fag filogenetikai analizise

dendogrammon abrazolva

Az interneten elérheto és szabadon letolthetd MEGA programmal elvégeztiik a ®4R és
genetikai vizsgalatokban el6zdleg hasznalt fagok filogenetikai analizisét. Meglepd
eredményeket kaptunk a legnagyobb 98% homologiat mutatd JQ779023.1 fag az abra szerint
a legtavolabbi rokona, a legkdzelebbi pedig a 66% homologiat mutatd AB045978.2 fag. A
tobbi 80% folotti homologidju tag az AB045978.2-h6z hasonldan kozelebbi rokona a ®4R

s

JQ779023.1 fag.

59



5. Roviditések jegyzéke

AMPS

ca MRSA

ha MRSA

MRKNSA

MRSA

O/N

PTSA

mm

SE

TEMED

TSSTT-1

WHR

ammonium perszulfat

community acquired methicillin rezisztes Staphylococcus aureus
hospitally acquired methicillin rezisztes Staphylococcus aureus korhazi térzsek
methicillin rezisztens koagulaz negativ Staphylococcus aureus
methicillin rezisztes Staphylococcus aureus

over night kultura (egy éjszakas felndvesztési kulttra)

pirogén toxikus szuperantigének

round per minute (percenkénti fordulatszam)

Staphylococcus enterotoxin

N, N, N’, N’,-Tetramethylettylene-diamine

toxikus shock szindroma toxin 1

wild host range (széles gazdaspecificitas)
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7. Osszefoglalas

A kisérleteinkhez el6szor az MRSA-t lizalni képes bakteriofagokat kellet izolalnunk. Az
izolalds egyediil emldsok alommintaibol volt sikeres, foképp haszonéllatokébol. Az izolalt
torzsek hatékonysaganak ellendrzésekor csak harom fag torzsnél tudtunk stabil gazda parazita
kapcsolatot kimutatni a fag ¢és gazdabaktériuma kozott. Ezeket a kovetkezd kodjelekkel
neveztik el ®3M2, ®3MS5 ¢és a ®4R fagok. A fagok felszaporodasi hatékonysaganak
vizsgalatanal a ®4R fag bizonyult magas titerlinek ¢és a gazdabaktériuma ellen a
leghatékonyabbnak a ®3M fagok csak kisebb titert értek el ezért a tovabbi vizsgalatokhoz a
4R fagot ¢és gazdabaktériumat az 5 MRSA-t hasznaltuk. Mivel tobb tucat minta ellenérzése
utan is csak egy nagy hatékonysagi fagot sikeriilt izolalnunk, ami csak egy MRSA torzs ellen
hat ezért megallapithatd, hogy a terapids célokra legmegfelelébb széles spektrumu és
mindegyik gazdatorzsével szemben nagy hatékonysagii MRSA lizist okoz6 fag izoldlasdhoz
igen nagyszamu minta vizsgalatara lenne sziikség. A ®4R fag gazdabaktériuman az 5 MRSA-
n csiraszdm meghatarozast végeztiink kiilonb6zd tipusu szuszpenzidiban. Megallapitottuk,
hogy az over night kultara (2x10%/ml) 6tszorés higitasa megfeleltethetd az ODI1 kulturénak.
Az MRSA toménységének hatasa a fag felszaporodasara vizsgalatnal megallapitottuk, hogy a
nagy toménységli baktérium szuszpenziobol késziilt baktériumgyep nem alkalmas az
alkalmazott 10%/ml titerti fag vizsgalatara, mert a ®4R fag nem tud plakkot kialakitani. A
kisebb toménységli szuszpenziok megfeleldek, de gyakorlati okok miatt az OD1 a
legpraktikusabb. A kétértekll sok hatdsanak vizsgalatanal a tézis mely szerint a kétértekll sok
eldnydsen befolyasolhatjak a fag felnovesztését, az adataink alapjan az altalunk izolalt és a
kisérletben szerepelt ®4R fagra is igaz. Az adatokbdl kitlinik, hogy a kétértékii sok bizonyos
koncentraciokban jelentés mértékben eldsegitik a fadg propagalast. Ez az érték a mi
rendszeriinkben Mg ionok esetébren 0.01 M-0s mig Ca’* ionok esetében 0.1 M-nak adodott.
A kontrolléhoz viszonyitva a fagpropagalas mértéke 2.5-5 illetve 11-28-szorosara nott.
Mindemellett Fagpropagalas a kontroll LB oldatban is mindig tapasztalhato, ami
természetesen inkdbb arra utal, hogy az LB oldatban levd kétértékli ionok mar bizonyos
mértékli propagalasra lehetdséget adnak. Tovabbi vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy a
gazdabaktérium tapkozegének Osszetétele is hatassal van a fag felszaporodasanak mértékére.
Feltevésiink szerint az eltéré tapkozegekben eltérd az adott baktérium fehérjedsszetétele,

amely érintheti a fag receptorként szolgalo fehérje kifejezddését is. A kétértekli sok
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vizsgalatanal ¢és a tapkozeg Osszetétel vizsgalatdnal tapasztalhatdo volt, hogy azonos
koriilmények kozott felszaporitva is a ®4R fag jelentdsen kiilonbozd titereket adott, ez a

jelenség feltételezhetden a fag nagy mutacios ratajara vezethetd vissza.

A dolgozat eredménye tovabba, hogy elvégeztik az tUjonnan izolalt fag morfologiai
vizsgalatat is transzmisszidés elektronmikroszképot hasznalva. A vizsgalat soran
megallapitottuk a fag méretét és egyéb morfologiai sajatsagait melyek alapjan a Siphoviridae
csaladba soroltuk. Illetve a fag genetikai vizsgalatat restrikcios endonukledazos emésztéssel.
Ezek késobb lehetdvé teszik az ®4R fag mas tagtorzsekkel vald dsszehasonlitasat. Elvégeztiik
tovabba a megszekvenalt fag genom fehérjekodold régidinak azonositasat és mas fag
genomokkal vald Osszehasonlitdsat, valamint megallapitottuk ezen fagokkal valdé rokonséagi

fokat, amit dendogrammon abrazoltunk.

Munkank sordn bebizonyosodott, hogy az Aaltalunk izoldlt ®4R fag ugyan szik
gazdaspecificitassal rendelkezik, tehat nem alkalmas fagterapias gyakorlati alkalmazasokhoz,
de a vele végzett funkciondlis kisérletek utmutatoként szolgalhatnak a nagymennyiségii
fagpropagalas idedlis korlilményeinek bedllitdisahoz, gondolvan itt elsOsorban a
sokoncentraciora ¢és a taptalaj mindségére. Tovabbi vizsgalatokat tartunk célszerlinek
elvégezni azon receptor azonositasara, melynek kifejez6dése az SMRSA-ban taptalajfiiggé és

mindamellett az ®4R fag bejutasat teszi lehetévé.
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