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Roviditések jegyzéke

MDR — Multidrog rezisztens

AMP — antimikrobialis peptid

WHO — Egészségiigyi Vilagszervezet

ESKAPE - Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, és Enterobacter spp.
DNS — dezoxiribonukleinsav

MLST — multilokusz szekvencia tipizalas
ST — szekvencia tipus

KL — tok tipus

LB — lysogeny broth

MOI — multiplicity of infection

PBS — foszfattal pufferolt s6oldat

CFU — telepképzo egység

TEM — transzmisszids elektronmikroszkop
PEG - polietilén-glikol

kb — kilobazis

dsDNS — duplaszalt DNS

SSDNS — egyszali DNS

SSRNS — egyszalu RNS

PFU — plakk formal6 egység
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1. Bevezetés

Az emberiség a kezdetektél fogva harcot viv a kiilonb6z6 korokozok altal okozott
fert6zésekkel. A torténelem soran ezek a fert6zések rengeteg emberi életet koveteltek, mivel
nagyon kevés lehetdség volt a gyogyitasukra. Kiilonbdzd antimikrobialis tulajdonsagu szerek
jelenlétér6l mar a Biblidban és mas torténelmi feljegyzésekben is olvashatunk, de ezek
miikodési hattere nem volt ismert (Aminov, 2010). A kiilonb6z6 betegségek gyogyitasa sok
esetben hatastalannak bizonyult vagy rontott a paciens allapotan. Szifiliszben szenvedd
betegeket a testiikbe juttatott higannyal probaltak gyogyitani, TBC-s pacienseket pedig a szabad
levegore valo kitétellel kezeltek (Wong, 2016; Hobday, 2019).

Egészen 1928-ig, mikor Alexander Fleming felfedezte a penicillint nem volt lehetdség
a bakterialis fert6zések gyodgyitasara (Tan és Tatsumura, 2015). Felfedezésiiket kdvetden,
rendkiviili hatékonysdguk miatt az antibiotikumok hasznalata gyorsan elterjedt az egész
vilagon. Ugy tiint, hogy sok fertdzés tobbé nem fog problémat jelenteni az emberiség szamara,
azonban az elmult évtizedekben az ujonnan felfedezett antibiotikumok szama csékkend
tendenciat kezdett mutatni (Conly J ¢és mtsai, 2005). Ezzel parhuzamosan, az intenziv,
évtizedeken at tartd, sokszor nem megfeleld és tulzott antibiotikum hasznalat pedig olyan
patogén baktériumok elterjedéséhez vezetett, melyek ellenallnak az antibiotikumok hatasanak
(antibiotikum rezisztensek) és ezaltal ujbol komoly veszélyt jelentenek szamunkra. 2019-ben
ezen antibiotikum rezisztens mikrobak altal okozott haldlok szdma meghaladta a maléria és
HIV/AIDS-es halalesetek szamat (Thompson, 2022). Ma mar a modern orvostudomany egyik
legnagyobb akadalyat képzik ezek a tobb antibiotikummal szemben is ellenalld, tn. multidrog

rezisztens (MDR) baktériumok.

Az antibiotikumok ellen gyorsan kialakuld rezisztencia a baktériumokban és ezen
rezisztencia mechanizmusok horizontalis géntranszferrel (az él6lények kozotti genetikai
informacidaramlassal) torténd terjedése a baktériumok kozott megnovelte az igényt Uj
antibiotikumok fejlesztésére (Arnold és mtsai., 2021). Egy-egy 0j antibiotikum piacra hozatala
sok éves kutatasba és tobb milliard dollarba keriil (Plackett, 2020). A megndvekedett igény és
az egyre lassulo fejlesztéseknek koszonhetden égetd sziikség lett alternativ megoldasokra,
melyek segitségével hatékonyan vehetjilk fel a harcot ezekkel az antibiotikum rezisztens
korokozokkal. Ilyenek lehetnek az antimikrobialis peptidek (AMP), bakteriocinek vagy a
bakteriofagok (fagok). A fagok terdpids célzati hasznédlata, avagy a fagterdpia talan a

legigéretesebb ezek koziil.



A fagok a vilag legelterjedtebb virusai, melyek baktériumok elpusztitasaval
szaporodnak. A fagok baktériumolé képességét leird megfigyeléseket tartalmazo feljegyzések
mar régmultban is késziiltek, tobbek kozott a lepra elleni jotékony hatasukrol is beszamoltak a
multban, bar ekkor még nem tudtak milyen magyardzat all e mogott (Golkar €s mtsai., 2013).
A fagok tudomanyos ¢€letbe valo belépését csak Fredrick Twort és Felix d’Herelle egymastol
fiiggetlen felfedezései és kutatasi eredményei tették lehetdvé (Twort, 1915; d’Herelle 1917).
Twort volt, aki eldszor felvetette, hogy a fagok virusok. Két évvel Twort elmélete utan
d’Herelle pedig leirta a fagokat mikdzben a vérhas tiineteit kezelte (Dublanchet és mtsai., 2008).
Az els6 tudomanyos esettanulmany azonban Richard Bruynoghe és Joseph Maisin kisérletéb6l
sziiletett, melyben Staphylococcus aureus okozta borbetegséget kezeltek fagokkal. Ekkor
azonban az Amerikai Orvosi Szovetség Gyogyszerészeti és Kémiai Tanacsa (The Council on
Pharmacy and Chemistry of the American Medical Association) elvetette a virus elméletet és
enzimaktivitasnak tudta be ezeket az eredményeket (Sulakvelidze és mtsai 2001). A nyugati
vilagban tovabbi kutatdsukat legnagyobb mértékben az antibiotikumok megjelenése ¢és
hatékonysaga, valamint a fagokkal végzett kisérletek reprodukalhatosaga korlatozta. Ezzel

szemben keleten a fagterapia nagyobb befolyassal birt (Chanishvili; 2012).

Az elmult években azonban az antibiotikum krizis és a fagok tobb évtizedes vizsgalata
ujbol eldtérbe helyezte a fagterapiat. A fagterapia soran nagy koriiltekintéssel 6sszevalogatott
fagokbol allo koktélt alkalmaznak egy bakteridlis fert6zés kezelésére. A kozelmultban a
fagterapia tobb alkalommal is hasznosnak bizonyult MDR baktérium fertézésekkel szemben
(Sulakvelidze és mtsai., 2001; Schooley és mtsai., 2017). A WHO 2017-es nyilatkozataban
listaba szedte a legnagyobb fenyegetést jelenté patogén baktériumokat. Ezek kozé tartozik a
kritikus kategoriaba sorolt ESKAPE patogén, az Acinetobacter baumannii, amely tobb ismert
¢s nagy mennyiségben hasznalt antibiotikumra, mint példaul béta-laktamokra,
aminoglikozidokra, fluorokinolonokra vagy tertaciklinekre is rezisztens (Kyriakidis és mtsai.,
2021). Az Acinetobacter terjedése és a kozelmultban alkalmazott sikeres fagterapia ez a
patogan mikroba ellen, 6sztonozte kutatdcsoportunkat egy Acinetobacter torzsgytijtemény és
ezen torzseket fert6z6 fag kollekcio létrehozasara. A Szegedi Biologiai Kutatokozpont, Dr.
Kintses Balint vezetésével 1étrehozott laboratérium altal begyGjtott A. baumannii
izolatumokbol meghataroztuk a legnagyobb mértékben terjed6 A. baumannii szerotipust
Magyarorszagon. A kutatds eredményeit felhasznéalva a {6 célom egy olyan bakteriofagkoktél

Osszeallitasa, amely hatékony ez ellen a szerotipus ellen.



2. Célkitiizés

- A. baumannii szerotipusok ellen fagok izolalasa szennyvizbdl és ezen fagok jellemzése
- Fag-rezisztens torzsek in vitro eléallitasa

- Fagok 6nallo és kombinalt médon torténd alkalmazasanak vizsgélata

- Olyan fagkoktél 6sszeallitasa, amely gatolja a fag rezisztencia kialakulasat

- Fag-rezisztenciat okozé gének, mutacidok azonositasa



3. Irodalmi attekintés
3.1. Fagok felépitése

A fagokat genomjuk és morfologidjuk alapjan is meg lehet kiilonboztetni. Utdbbi
alapjan lehetnek farokkal rendelkezd, ikozéder szerkezeti vagy fonalas fagok. Genomjuk lehet
kettds szalt DNS (dsDNS), egyszalu RNS (ssSRNS) vagy egyszala DNS (ssDNS) (F. Bayat és
mtsai, 2021). A ma ismert fagok tobbsége a Caudovirales rendbe tartozik, melyek farki régioval
¢s dsDNS genommal rendelkeznek, mely 15-500 kb kozott valtozik (Lobocka és mtsai, 2021).
A farki régi6 fehérjéi dontd szerepet jatszanak a gazda baktérium felismerésében mivel ezeken
keresztiil ismeri fel a fag a baktérium felszinén talalhato kiilonféle molekulakat (Young és Gill,
2015). Az 1. abran a Caudovirales rendbe és Myoviridae csaladba tartozd fagok altalanos
felépitése lathato. A dolgozatom témajat képez6 négy fag morfoldgiailag mind ebbe a csaladba

sorolhatd.

——Kapszid

Gallér

Sorte

Farki rész —

Hosszu farki fehérjék

Rovid farki fehérjék
Alaplemez— ——Kozponti farok fehérje vagy tiiske

1. abra Myoviridae csaladba tartozo fagok altalanos felépitése (Nobrega és mtsai., 2018

nyoman).



3.2. Fagok fertozési stratégiai

A fagokat litikus, lizogén vagy kronikus életciklussal lehet jellemezni (2. abra). A litikus
¢letciklussal rendelkezé fagok a fertézés elsé 1épéseként, kotddnek a kiilonbozo feliileti
molekuldk felismerésével a baktériumhoz. A kotddést kovetéen bejuttatjdk a genetikai
anyagukat a baktériumba és annak erdforrdsait kihaszndlva sokszorozzdk DNS-iiket és
fehérjéiket. Az ¢életciklus végén olyan fehérjék transzlacioja megy vége, melyek a baktérium
lizisét (halalat) és a fagok kornyezetbe valo kijutasat eredményezik (Young R, 1992). A lizogén
¢letciklussal rendelkezd, avagy temperalt fagok ezzel szemben a behatolds utan genomjukat
képesek integralni a gazda Orokitdé anyagdba és annak osztoddsat kihasznalva végzik
replikaciojukat. Az ekkor mar profagnak nevezett virusok kiilonb6zé kornyezeti hatasokra
pedig indukalodhatnak, mely soran kivagodnak a genombdl és a litikus ciklushoz hasonléan a
baktérium lizisét eredményezik (Bruce és mtsai., 2021). A kronikus fertézéskor a virus
fennmarad a gazda baktériumban és folyamatos virion termelddést valthat ki a sejt elpusztitasa

nélkiil (Clokie és mtsai., 2011).

Kronikus életciklus

Virionok krénikus
kijutasa

(O Bakteridlis genom

Virdlis genom ﬂ’\{@

i‘:}\o‘ Bakteriofag alkotdelemek

Created in BioRender.com bio

2. abra A virusok altalanos fert6zési stratégiai (sajat abra).



3.3. A fagterapia elonyei

A fagok hasznalata sok szempontdl eldnyds mas terapias eljarasokkal szemben (Loc-
Carrillo és Abedon, 2011). Az antibiotikumok alkalmazasa az emberi szervezet szamara
megterhel6 és esetenként komoly, élethosszig tartd mellékhatasokkal jar (Heta és Robo, 2018).
A fagok képesek interakcioba 1épni az emlés immunrendszerrel, azonban az elleniik kivaltott
immunvalasz gyenge ¢és sok esetben a nem megfeleléen Kkitisztitott minta egyéb
komponenseinek tulajdonithatd (Belleghem és mtsai, 2019). A legtobb antibiotikum széles
korben, nem szelektiv médon gatolja a mikrobak novekedését és ezaltal jelentdsen karositja a
bélforankat (Hofer, 2022). Mindezen feliil az antibiotikumoknak egyéb karos mellékhatasai
lehetnek (pl. nefro- vagy neurotoxicitas (Heta és Robo, 2018). A fagok, koszonhetéen magas
foku gazdaspecifitdsuknak egy mikrobialis kozdsségen beliil, rendkiviil specifikus modon
fertézhetnek és tavolithatnak el egy baktériumokat (Harcombe és Bull, 2005). Az
antibiotikumok széles hatasspektruma miatt az elleniik kialakuld rezisztencia esélye is
novekszik, valamint a mikrobak horizontalis géntranszferrel konnyedén terjeszthetik a
védekezési mechanizmusokban szerepet jatszo géneket (Silva és mtsai., 2007). Ezzel szemben
a fagok ellen kialakul¢6 rezisztencia, azok szilik gazdaspecifitdsa nyoman csak az adott fag, vagy
az ahhoz hasonl6 fagok ellen fog védelmet biztositani (Capparelli és mtsai., 2010; Chan, 2016).
Emellett a fag rezisztencia kialakulasa érzékenységet idézhet el6 antimikrobialis szerek, illetve
mas fagok ellen, csokkentheti a gazdabaktérium virulencidjat év/vagy a fitneszét (Trudelle és
mtsai., 2019; Altamirano és mtsai., 2021). Az antibiotikum rezisztencia kialakuldsa a
baktériumot érzékenyebbé teheti fagokkal szemben (Chen és mtsai., 2017) mindezek mellett
egy Uj antibiotikum kifejlesztése sok éves munkaba, dollarmilliokba keriil, mig ) fagok
izolalasa és a hasznalatukhoz sziikséges kisérletek elvégzése joval kevesebb eréforrast igényel
(Loc-Carrillo és Abedon, 2011). A fagok tulajdonsagai (nevezetesen, hogy nincs dokumentalt,
sulyos mellékhatdsa az alkalmazasuknak) lehetdséget adnak kombinalt forméban torténd
hasznalatukra, hogy igy hatékonyabban mitkddjenck (Khalifa L és mtsai., 2018). Ezen feliil
genetikai manipuldcidval vagy természetes szelekcioval fenotipikus valtozasokat is

eldidézhetiink benniik, megvaltoztatva a gazdaspecifitasukat (Goodridge, 2010).

A sok baktériumra jellemzdé biofilm képzés egy komoly kihivast jelent az
antimikrobialis szerek fejlesztésekor, mivel ezen képletek gatoljak szerek célba jutasat
(Tasneem és mtsai., 2018). A fagok strukturdlis fehérjéiken, pl. a farki apparatusukban
hordozhatnak kiilonféle enzimatikus aktivitdssal rendelkezd régidkat, melyek segitségével

képesek lehetnek lebontani ezen biopolimereket s igy hozzaférkdzni a korokozokhoz (Hughes
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¢s mtsai., 1998). A fagok Onszaporitd természetéb6l addddan egyszeri, alacsony
koncentracidban vald hasznalatuk is jo eredménnyel szolgalhat (Abedon és Thomas-Abedon,
2010). Terjedhetnek a kornyezetben és egyének kozt, ami eldsegitheti azonositasukat és a
patogén baktériumok elleni természetes védelmiiket (Barrow és Soothill 1997). Kombinalt
hasznalatunk mas terapeutikumokkal novelheti hatékonysagukat mert a fagok vagy
antibiotikumok ellen kialakil6 rezisztencia érzékennyé teheti az adott baktériumot mas fagokkal

vagy antibiotikumokkal szemben (Li X és mtsai, 2021).
3.4. A fagterapia hatranyai

Ma mar rengeteg fag elérhetd kiillonbozo tag gylijteményekbdl, de tovabbra is sziikséges
az 1j tagok izoléalasa az Gjonnan megjelend kérokozokkal szemben. Ez az eljaras idéigényes €s
sokszor eredménytelennek is bizonyulhat. Ezen feliil a fagok jelentds része nem litikus fag és
ezek nem hasznalhatok terapiara. A fagok szikk gazdaspecifitisa hatrany lehet abbdl a
szempontbol, hogy nem feltétleniil képesek fert6zni a fert6zést okozod agenseket, valamint
hamar kialakulhat elleniik a rezisztencia. Erre megoldast jelenthet a fagkoktélok Osszeallitasa,
amit viszont hasonloképpen ellendrizni kell és igy szintén hossza id6t vehet igénybe a
vizsgalatuk. Egy kezelést megeléz6en elengedhetetlen a baktérium el6zetes laboratoriumi

vizsgalata ahhoz, hogy tudjuk melyik fagot vagy fagokat kell alkalmazni.

A fagok biologiai entitasok és képesek kdlcsonhatasba 1épni az immunrendszerrel vagy
hasznalatuk bakterialis toxinok felszabadulasahoz vezethet (Hurley, 2012). Ez ugyanakkor igaz
sok, jelenleg forgalomban 1évé gyogyszerre is. Fontos megemliteni, hogy a multban az
immunrendszerre gyakorolt negativ hatdsuk nagy valoszinliséggel a nem megfelel? tisztasagu
fag oldat hasznalata miatt volt, melybe a bakteridlis endotoxinok a fagok felszaporitasa sordn

keriiltek (Skurnik és mtsai., 2007).

A terapias kezelés sordn nagy koriiltekintéssel kell megvalasztani, hogy milyen fagokat
alkalmazunk, és alapos ismerettel kell rendelkezni a fert6zési mechanizmusukrol, mert ritkan a
fag rezisztencia keresztrezisztenciat eredményezhet mas terapias szerekkel szemben (Kortright
¢és mtsai., 2021). A fagok terapias alkalmazésat korlatozza, hogy nem szabadalmaztathatok,
valamint személyre szabott terapiaként alkalmazzak, ami a koltségét noveli (Verbeken és

mtsai., 2019).
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3.5. Feltételek a fagok hasznalatahoz

Fagterapiara jelenleg csak a litikus életciklussal rendelkez6 fagok hasznéalhatoak, mert
ezek a fertdzést kovetden rovid idon beliil a gazdabaktérium lizisét okozzak. A temperalt
¢letciklussal rendelkezd fagok, amellett, hogy nem 6lik el idében a célbaktériumot, lizogén
konverziot (adott kornyezetben fitnesz elényt biztositd gén vagy gének beépiilése a

gazdaszervezet genomjaba) idézhetnek el6 (Canchaya és mtsai., 2003).

Egy fag terapias alkalmazasahoz elengedhetetlen a genomjanak a vizsgalata, fertézési
mechanizmusanak feltérképezése, transzdukcios (virus kozvetitette genetikai anyag atjutasa
egyik baktériumbol a masikba) képességének felmérése. Emellett elkeriilend6 olyan fagok
hasznélata, melyek hordoznak antimikrobidlis rezisztencia géneket, virulencia faktorokat vagy
a temperalt fagokra jellemzd géneket. A fagoldat megfeleld tisztitasa is egy kulcsfontossagi
1épés, amely soran eltavolitjak a bakteridlis sejttormeléket, amely immunvalaszt valthat ki
emberben. Egy adott fag felszaporitasakor indukalodhatnak a baktériumtorzsekben természetes
modon jelenlévd profagok. A profagot tartalmazo fag oldat hasznalata szintén elkeriilendé mert
ezek is képesek virulencia faktorokat vagy rezisztencia géneket hordozni (Bruce és mtsai.,

2021).
3.6. Az Acinetobacter baumannii tulajdonsagai

Az Acinetobacter nemzetség mar to6bb mint 30 éve ismert. Prominens képviseldje a
Gram-negativ A. baumannii, mely az elmult 15 évben sulyos problémat okozott a klinikumban
(Centers for Disease Control and Prevention, 2019). Féként nozokomialis megbetegedéseket
okoz, fert6zést valthat ki csontokban, béron, kdzponti idegrendszerben és lagy szovetekben is
(Peleg és mtsai.,, 2008). Magas virulencidjat a benne megtalalhatdo porinoknak, tokképzo
képességének, lipopoliszacharid és sejtfal szintézisének, biofilm képzésének és motilitasanak

koszonheti (Moubareck és Halat, 2020).

A ma rendelkezésre 4ll6 terapias eljarasok elleni kivételesen magas védekezd képessége
az antibiotikum-hidrolizalé enzimeknek, efflux pumpaknak, a membran atjarhatatlansaganak
¢s genomja plaszticitasanak tudhato be (Moubareck és Halat, 2020). Acinetobacter esetében a
motilitast felillethez k6t6dé motilitas (surface-associated motility) vagy pilus segitségével
végzett rangat6zo mozgas jellemzi. Ez egyben virulencia faktora is, mert hiAnyaban a baktérium
virulencidja lecsokken (Eijkelkamp és mtsai., 2013; Vijayakumar és mtsai., 2016). Jellemz6 az
Acinetobacter nemzetségre rajuk a glikokonjugatumok képzése. Ezeknek univerzalis képvisel6i

a tok poliszacharidok, glikozilalt fehérjék, lipopoliszacharidok és a peptidoglikanok. Ezek a
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szénhidratok képezik az elsé jelends védelmi vonalat a baktérium szamara, Segitik a biofilm
képzést, antigén-antitest kolcsonhatasok elkeriilését, az immunrendszer fehérjéi elleni
védekezést, a gyodgyszerek elleni rezisztenciat és a kornyezeti stressz toleranciat is novelik
(Ophir és Gutnick, 1994; Iwashkiw és mtsai., 2012; Boll és mtsai 2015; Piepenbrink és mtsai.,
2016). Mivel in vivo, a vas, cink vagy mangan nehezen hozzaférhet6 mikroelemek, az
Acinetobacter patogenitasanak sikerességében esszencialis a mikrotapanyag felhalmozasa,
mikroelem traszporterek segitségével. Ilyen példaul a znuB, mely a cink transzportjaban jatszik
fontos szerepet (Wang és mtsai., 2014). A szekretalt fehérjéi a gazdaszervezet extracellularis
matrixan és bazalis membranjan sziikséges megtapadasban jatszanak szerepet (Bentancor és

mtsai., 2012).

crer

vizsgalataban fontos szerepet jatszik a multilokusz szekvencia tipizalas (MLST). Ezen modszer
soran haztartasi gének szekvencia vizsgalata torténik, amik alapjan szekvencia tipusokba (ST)
sorolhatok a kiilonbozo torzsek (Bartual és mtsai., 2005). Fontos jellemzdjiikk a kapszularis
poliszacharid szintézis. Ez a folyamat tipikusan a K 16kusz génjei altal vezérelt és szabalyozott.
A tok tipusokbdl (KL tipusok) eziddig 217 ismert, €s szintézisiikben tobb mint 681 gén vesz
részt (Cahill és mitsai., 2022). A tok jelenléte véd az immunrendszertdl, antimikrobialis

tulajdonsaggal bir és a fagok fert6zoképességében is szerepet jatszik (Soontarach., 2022).
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3.7. A kutatasban hasznalt 38 A. baumannii torzs tulajdonsagai

A Szegedi Bioldgiai Kutatokozpontban a Kintses laboratériumban végzett kutatas soran
tobb szaz A. baumannii izolaitum genomjanak ¢és adatbazisokban fellelhetd genom
szekvencidknak vizsgélataval filogenetikai fa késziilt. A legelterjedtebb szerotipus az
multilokusz szekvencia tipizalas alapjan ST2 kategoridba tartozott és KL3-as tok tipussal
rendelkezett. Dolgozatomban ezek koziil 38 torzset valasztottam ki, amiket az 3. abran és 1.
tablazatban tiintettem fel. A 38 torzs az elmult 4 évben lett izoldlva Magyarorszadg, Romania,
Bosznia-Hercegovina, Montenegro és Szerbia kiilonb6z6 korhazaibol és genetikailag tavol
allnak egymastol. A torzsek filogenetikai kapcsolata a genomjukban megtalalhaté mutaciok és
az izolaciojuk ideje alapjan lett meghatarozva (3. abra). Ezen torzsek hasznalataval a fag
rezisztencia kialakulasanak sokféleségét és a fagkoktél hatékonysagat szandékoztam bemutatni.

Az altalam végzett kisérletek ennek a munkénak jelentds részét képezték.

Baktérium torzsek filogenetikai faja

3. abra A dolgozatomhoz felhasznalt A. baumannii torzsek filogenetikai fan abrazolva (sajat

abra).
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1.tablazat. A kisérletekbe bevont 38 torzs tulajdonsagai, antibiotikum és fag szenzitivitasa

Az 1. tablazatban a + jel a fagok altali fert6zést, illetve az antibiotikum rezisztencia jelenlétét
mutatja, a — jel ezeknek a hianyat. Mindegyik torzs ST2 tipusi volt és KL3-as tokkal
rendelkezett. A KL és ST tipus becslése a Kaptive 2.0 programot hasznalva tortént (Cahill és
mtsai., 2022).
Szerbia kiilonb6zé pontjairol
meghatarozasa genom szekvenalés és kisérletes modon tortént. Minden torzs rezisztens volt a
karbapenem csaladba tartozé antibiotikumokra, valamint 37 térzs aminoglikozid-, 36 torzs

tetraciklin-, 34 torzs szulfonamid, 33 t6rzs makrolid-, és 18 torzs fenikol rezisztencia géneket

Torzsek Bakteriofagok Antibiotikum rezisztencia

Név | MLST | Tok Telepiikés 1d6 Aminoglikozid | Karbapenem| Makrolid | Fenikol [ Szulfonamid | Tetraciklin
ABL Szeged 2021 -
AB2 Szeged 2021 -
AB3 Szeged 2021 -]
AB4 Szeged 2020 -]
AB5 Szeged 2020 -]
AB6 Szeged 2021 -]
AB7 Szeged 2021 -]
ABS Szeged 2021 -]
AB9 Budapest 2021 -]
AB10 Budapest 2021 -]
ABLL Szeged 2021 -]
ABL2 Szeged 2021 -
AB13 Szeged 2021 -
AB14 Gyér, 2021 -]
ABL5 Budapest 2021 -
AB16 Nyiregyhéza 2021 -]
AB17 Salgbtarjan 2021 -]
AB18 Budapest 2020 -]
AB19 s ki3 Budapest 2020 _
AB20 Belgrad 2018

AB21 Marosvasarhely [2022 -]
AB22 Marosvasarhely [2022

AB23 Prijedor 2022

AB24 Banja Luka 2017

AB25 Banja Luka 2017

AB26 Podgorica 2017

AB27 Podgorica 2019

AB28 Podgorica 2019

AB29 Podgorica 2019

AB30 Belgrad 2022

AB31 Belgrad 2022

AB32 Pozsarevic 2022

AB33 Pozsarevic 2022

AB34 Bukarest 2021

AB35 Bukarest 2022

AB36 Kolozsvar 2022

AB37 Kolozsvar 2022

AB38 Belgrad 2019

A torzsek Magyarorszag, Bosznia-Hercegovina, Romania, Montenegro és

szarmaznak. A torzsek antibiotikum szenzitivitasanak

is hordozott e mellett. A térzsek mindegyike szenzitiv volt a fag-1 és fag-2-vel szemben.
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4. Anyagok és modszerek
4.1. Tapoldatok és taptalajok

A baktériumok novesztését lysogeny broth (LB) (10 g Tripton, 5 g éleszt6 extraktum, 5
g NaCL /1 L H20) tapoldatban 37 °C-on 180 rpm razatas mellett végeztem. A fagok keresésénél
hasznalt 2x LB tapoldathoz 20 g Tripton, 10 g éleszté extraktum, 10 g NaCL / 1 L H20
OsszetevOket hasznaltam. Az LB taptalaj elkészitéséhez 1.5 g / 100 ml, a TOP agar
elkészitéséhez 0.7 g / 100 ml aranyban agaragart adtam a tapoldathoz és 20 percig kuktaban

sterilizaltuk.
4.2. Fag izolaciora hasznalt torzsek

A fag izolaciora hasznalt négy A. baumannii torzs a KL3, KL40 és KL12 tokkal
rendelkezett. Ezek a torzsek nem tartoznak bele az 1. tdblazatban felsorolt térzsekbe, csak a fag

izolacidhoz hasznaltam Oket.

2. tablazat. A fag izolacidra kivalasztott torzsek és jellemzdik

Torzsek Bakteriofagok Antibiotikum rezisztencia
Név | MLST| Tok Telepiilés 1d6 g- g- o- 0 Aminoglikozid |Karbapenem| Makrolid | Fenikol| Szulfonamid | Tetraciklin
AB_IS1|ST2 |KL3 [Szeged 2019 - - - -
AB_IS2 |ST2 |KL3 |Salgétarjan 2021
AB 1S3 |ST636 |KL40 |Budapest 2021

AB_IS4|ST2  |KL12 |Marosvasarhely |2022

A 2. tdblazatban a + jel a fagok altali fert6zést, illetve az antibiotikum rezisztencia jelenlétét

mutatja, a — jel ezeknek a hianyat.
4.3. A fagok izolalasa

Az orszag tobb pontjardl gyiijtott szennyvizmintakbol azonsitottam a fagokat. A
szennyvizmintakat iilepitettem (4 °C, 6000 rpm, 30 perc). A feliiliszot 0,45 um (Sarstedt)
sziirével tisztitottam, majd 4 °C hémérsékleten taroltam. A baktérium kulturabol 108 sejtet
adtam az 1:1 aranyban Gsszekevert 2xLB tapoldat és szennyvizminta elegyéhez. 12 vagy 24 ora
inkubaciot kovetéen (37 °C 180 rpm) a mintarol eltavoltitottam a sejteket (4 °C, 6000 rpm 30
perc) és 0,45 um (Sarstedt) sziirdvel sejtmentesitettem. Az €éjszakan at novesztett baktérium
sejtekbdl 400 pl-t 4 ml folyékony TOP agarral elegyitve LB taptalajt tartalmazo lemezen
szélesztettem. A fagokat tartalmazé mintabol higitasi sort készitettem és 10 pl-es cseppeket a

lemezre helyeztem. A csészéket 37 °C-on egy ¢€jszakat inkubaltam. A megjelend egyedi
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plakkokrdl pipetta heggyel atoltottam a fagot az ODesp0=0,6-ra ndvesztett sejtbe, majd legalabb
4 6ran keresztiil, vagy a minta feltisztulasaig szaporitottam a fagot (37 °C 180 rpm). A fagok
egyedi plakkrol torténd felszaporitasat legalabb harom alkalommal ismétektem a tobb fagot

tartalmaz6 mintak elkeriilése miatt.
4.4. A fagok felszaporitasa

Az ¢jszakan at novesztett baktérium kulturabol 20 pl / ml aranyban adtam LB
tapoldathoz. A sejteket ODg0o=0,6-ig ndvesztettem, majd 1 ml 108 PFU / ml koncentracioju
fagmintat adtam hozza. A tenyészetet feltisztulasig vagy legalabb 4 6ran keresztiil inkubaltam
(37 °C, 180 rpm), majd iilepitettem (4°C, 6000 rpm, 15 perc) és 0.45 um-es (Sarsted) sziirvel

sejtmentesitettem.
4.5. Fag genom izolalasa

A fagok dusitasa Carroll és mtsai. munkdja alapjan tortént (Carroll és mtsa., 2021). A
felszaporitott és 0,45 um szlirén (Sarsted) sztirt 20 ml fag oldatot 10% (w/v)-os PEG-8000-el
kezeltem és egy éjszakat 4 °C homérsékleten taroltam. A fagoldatot iilepitettem (4°C, 6000
rpm, 30 perc) és a feliiluszot eltavolitottam. A pelletet 5 ml SM pufferben (100 mM NaCl, 8
mM MgSO04-7H20, 50 mM Tris-Cl, pH = 7.5) feloldottam. A genom izolalasa pedig 1 ml
felszuszpendalt fagoldatbol a NORGEN BIOTEK CORP. Phage DNA Isolation Kit-jével
tortént a gyartd utasitasai alapjdn. A genomok szekvenaldsat a Szegedi Bioldgiai

Kutatékozpont, Mutagenezis és Karcinogenezis Csoportja végezte.
4.6. Baktérium genom izolacio

A genom izolaciot a Sigma Alrdich, Gene-Elute™ Bacterial Genomic DNA Kit-el
(NA2110) végeztem a gyarto utasitasai alapjan. A genomok szekvenalasat a Szegedi Biologiai

Kutatokdzpont, Mutagenezis €s Karcinogenezis Csoportja végezte.
4.7. A fagok és baktériumok tarolasa

A fagokat tartalmaz6 mintakat 4 °C-on taroltam. A baktérium mintakat 1:1 ardnyban
50%-o0s glicerin oldatban -80 °C hdmérsékleten tartottam fent. A baktérium kultirakat 3 ml LB-

ben (37 °C 180 rpm) egy éjszakat ndvesztettem hasznalat eldtt.
4.8. Transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) késziilt képek

Fagok el6készitése TEM-re Valappil és mtsai. alapjan tortént (Valappil és mtsai., 2021).
A felszaporitott és 0,45 um (Sarsted) sziirt 20 ml fag oldatot 10% (w/v)-os PEG-8000-el
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kezeltem és egy éjszakat 4 °C hémérsékleten taroltam. A fagoldatot tlepitettem (4°C, 6000
rpm, 30 perc) és a feliiluszot eltavolitottam. A pelletet fag-szuszpenzios oldatban (10 mM Tris—
HCI, pH = 7.6, NaCl 0.4%, zselatin 0.1%, 1 ml fag-szuszpenzios oldat / 100 ml eredeti minta
térfogata) feloldottam. 1:1 aranyban kloroformmal (0,2%) kezeltem és iilepitettem (4°C, 6000
rpm, 15 perc). A fels6 vizes fazist pipettaval eltavolitottam. Ez tartalmazta a fagokat. A
mintdkat a Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban, Siklés Laszld laboratériumaban, Polgar

Tamas segitségével vizsgaltuk.
4.9. A fagok hatékonysaganak mérése és fag-rezisztens torzsek izolalasa

A rezisztens torzsek eldallitdsdra és hatékonysaguk mérésére a 38 darab torzset
hasznaltam. Az ODe0o=0,6-ra felnovesztett baktériumbol és faghol MOI 1-en végeztem el a
kisérleteket mikrotiter lemezben. A sejtb6l 100 pl-t, fagonként 108 PFU / ml fagot tartalmazé
mintabol 10 pl-t adtam, amit 60/80/90 ul LB tapoldattal egészitettem ki attol fliggden, hany
fagot hasznaltam egy kisérletben. A lemezeket foliaval lezarva inkubaltam (37 °C, 180 rpm, 24
Ora). A 24 ora letelte utan a fag-1, fag-2 és mind a négy fagot tartalmazoé kisérletekb6l kaccsal
szélesztettem a mintakat LB taptalajra és egy éjszakan at inkubaltam a sejteket 37 °C-on. Az
egyedi telepek szélesztését legalabb harom alkalommal végeztem el, hogy elkeriiljem a
baktérium kultirdk fag kontaminacigjat. A felnétt telepeket fag-rezisztencidra vizsgaltam. TOP
agart készitettem a fag-rezisztens sejtekbol és 10 pl-es cseppeket szélesztettem rajtuk a négy
fagbol késziilt higitasi sorokbol, majd egy éjszakan at inkubaltam a lemezeket 37 °C-on. Az

adott higitasban szamolhaté mennyiségii plakkbol pedig PFU / ml értéket szamoltam.
4.10. Fag-1 és Fag-4 in vivo alkalmazasa

A Kintses laboratorium nem rendelkezik a megfeleld ismeretekkel és engedélyekkel
allatkisérletek elvégzéséhez, ezért az egérkisérleteket Dr. Schneider Gyodrgy, a PTE KK Orvosi
Mikrobiologiai és Immunitéstani Intézet egyetemi adjunktusa végezte. A kisérletek soran a fag-
1 és fag-4 hatasat kivantuk kimutatni. A kisérlet soran 60 egeret hasznaltak fel. Az AB2 torzset
50 ml LB tapoldatban novesztették 14 6ran keresztiil. A sejtkultarat centrifugalassal lilepitették.
A pelletet 5ml PBS (10 mM PO43, 137 mM NaCl és 2,7 mM KCI) oldattal szuszpendaltak fel.
Az allatokat 10°-, illetve 10'° CFU/ml sejtszamu baktériummal fertézték. A fertézést kovetden
10 perccel vagy 2 oraval késobb a fagl-et onalldan vagy kombinacioban a fag4-gyel
adminisztraltak MOI1-es koncentracioban. Az egereket 9 nap utan felaldoztak. A tiid6bol,
majbol, vesébdl és 1épbdl izolaltak vissza baktériumokat, illetve a fagok jelenlétét is vizsgaltak.

A baktériumokat 2 féle koncentracioban (10° és 10*° CFU / ml) alkalmaztak. A 60 egérbdl 5-5
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egér csak baktériummal lett fertézve kontrollként, 5-5 egér a fert6zés utan 10 perccel kapott
fagl kezelést, 5-5 egér a fertdzés utan 2 oraval kapott fagl kezelést, 5-5 egér a fertézés utan 10
perccel kapott kombinalt fagl és fagd kezelést (1:1 arany), 5-5 egér a fert6zés utan 2 oraval
kapott kombinalt fagl és fag4 kezelést, 5-5 egér pedig csak fagl, illetve kombinalt fagl és fagd

kezelést kapott fag toxicitas kontrollként.
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5. Eredmények
5.1. Izolalt fagok és jellemzoik

A négy fag izolalasara hasznalt A. baumannii térzs mindegyikén sikeriilt fertézéképes
fagot azonositanom. A fag genomi DNS izolalasat kovetéen szekvenalassal meghataroztak a
fagok genom szekvencidjat. A szekvencidkat A PhageAl és a Phageleads adatbazisokat
hasznalva vizsgéltam és azonositottam, mely nemzetségbe, rendbe ¢és csalddba tartoznak.
Mindegyik fag a Caudovirales rendbe tartozott. A terapias célra hasznalt fagok jelentds része
ebbe a rendbe tartozik (Lobocka és mtsai, 2021). A 4 fag kozil ketté a Myoviridae, egy
Straboviridae és egy a Siphoviridae csaladba sorolhatdé be. A genomjaik mérete 45-169
kilobazis (kb) kdzt mozgott (3. Tablazat).

3. tablazat. A négy izolalt fag tulajdonséagai

Fert6zott

Név | Gazda tok MLST|Genom (kb) Csalad Rend Nemzettség [GC tartalom| Tipus |Pfu/ml LOG10

fag-1|AB_IS1 |KL2/KL3|ST2 |45 Myoviridae  |Caudovirales |Obolenskvirus |37.95% (Tsefgfozh -

fag2|AB_1S2 |[KL3  [sT2 |46 Siphoviridae |Caudovirales |Jerseyvirus  [s2.660% | Y.rulens

i P y ' (70.71%)

, . . . Virulens

fag-3[AB_IS3 |KL40 ST636(169 Straboviridae [Caudovirales |Tegunavirus |36.38%
(64.45%)

, - . . Virulens

fag-4|AB_IS4 |KL12 ST2 |167 Myoviridae Caudovirales |Tegunavirus |36.32% 8
(64.41%)

A 3. tablazat a 4 izolalt bakteriofag fert6zési hatékonysagat tartalmazza a térzseken, melyeken
azonositottam 6ket. A PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként, hétérképes forméaban
feltiintetve. Minél sotétebb a kék arnyalat, anndl magasabb a fag fertdzési hatékonysaga. A
fagok fertézési hatékonysaga 10°és 101° PFU/ml kozott valtozott. A fag-1 a KL2 és KL3, a fag-
2 a KL3, a fag-3 a KL40 a fag-4 a KL12 tokkal rendelkezd torzseket fertdzte. A fagok
hatékonysaga minden esetben legaldbb 10° PFU / ml vagy a folott volt a gazda baktériumukban.
A magas fert6zési hatékonysdg fontos tényezé egy fag, fagterapidban vald
alkalmazhatosagahoz. A fag-1, fag-2 és fag-3 hatékonysaga PFU / ml-ben atlagosan 10 a fag-
4-nek 10°. A Phageleads adatbézis hasznalata soran egyik fagban sem talaltam antimikrobialis
rezisztencia vagy virulenciat okoz6 géneket. A PhageAl adatbazis alapjan, a fag-1-es
kivételével mindegyik fag litikusként van prediktalva A fag-1 predikcidjdhoz a program nem
rendelkezik elég hasonldé mintaval, igy a predikcio kritikaval kell kezelni. A PhageLeads
segitségével a fag-4-ben talaltam egy integraz gént, ami a temperalt fagokra jellemz6 (Balding
és mtsai., 2005). Az NCBI adatbazis alapjan a fag-4, kozeli rokona a Maestro nevii (ID: 658578)
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litikus fagnak, melyet mar terapiaban is hasznaltak (Mei Liu és mtsai 2022). A gén jelenléte

onmagaban nem bizonyitja a fag lizogén életciklusat.

5.2. Azonositott bakteriofagok plakk morfolagiaja és transzmisszios

elektronmikroszkopos képei

A fagokrol transzmisszios elektronmikroszkoppal (TEM) Polgar Tamas készitett
képeket a Szegedi Biologiai Kutatokdzpontban, Siklos Laszlo laboratériumaban. A fagok
plakkjarol a képek 37 °C-on 24 6ra inkubaciot kdvetden készitettem (4. abra, felsé panel). A
fag-1 és fag-2 esetében lathaté egy homadlyos 6v. Ennek a jelenléte a depolimerdz enzim
miitkodésére utal és ezaltal a fagok biofilm bontd képességére (Islam és mtsai., 2019). A TEM
képek 20.000x-es nagyitasban lathatok (4. abra, alsé panel). A képeken azonosithato a
Caudovirales-re jellemzd farki csé és hiively fehérje!, kapszid?, hossza farki fehérje®, rovid

farki fehérje®, alaplemez® és tiiske®.

Izolalt bakteriofdgok
Fag-1 Fag-2 Fag-3 Fag-4

4. abra. A 4 izolalt bakteriofag plakk morfologiaja és transzmisszios elektronmikroszkopos

képei.
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5.3. Fagok fertézési hatékonysaga a kisérletekben alkalmazott 38 A. baumannii torzson

4. tablazat. A négy izolalt fag fert6zési hatékonysaga a 38 A. baumannii t6rzson.

Torzsek Bakteriofagok

AB1 Szeged 2021 - -
AB2 Szeged 2021 - -
AB3 Szeged 2021 - -
AB4 Szeged 2020 - -
AB5 Szeged 2020 - -
AB6 Szeged 2021 - -
AB7 Szeged 2021 - -
AB8 Szeged 2021 - -
AB9 Budapest 2021 - -
AB10 Budapest 2021 - R
AB11 Szeged 2021 - -
AB12 Szeged 2021 - -
AB13 Szeged 2021 - -
AB14 Gyo6r 2021 - -
AB15 Budapest 2021 - R
ABL16 Nyiregyhaza 2021 - -
AB17 Salgétarjan 2021 - -
AB18 Budapest 2020 - - 7
AB19 Budapest 2020 - -
AB20 ST2 |KL3 Belgrad 2018 - -
AB21 Marosvasarhely [2022 - -
AB22 Marosvaséarhely |2022 - -
AB23 Prijedor 2022 - -
AB24 Banja Luka 2017 - R
AB25 Banja Luka 2017 - -
AB26 Podgorica 2017 - -
AB27 Podgorica 2019 - -
AB28 Podgorica 2019 - -
AB29 Podgorica 2019 - R
AB30 Belgrad 2022 - -
AB31 Belgrad 2022 - -
AB32 Pozsarevac 2022 - -
AB33 Pozsarevac 2022 - -
AB34 Bukarest 2021 - -
AB35 Bukarest 2022 - -
AB36 Kolozsvar 2022 - -
AB37 Kolozsvar 2022 - -
AB38 Belgrad 2019 - -

A 4. tablazatban a 4 izolalt bakteriofag fert6zési hatékonysagat tartalmazza 38 A. baumanii
torzson a PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként, hétérképes formdban feltiintetve.

Minél sotétebb a kék arnyalat, anndl magasabb a fag fert6zési hatékonysaga. A fag 1 és fag 2
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fertdzési hatékonysaga 107 és 10*! PFU/ml kozott valtozott. A fag-3 és fag-4 ezeket a torzseket
nem fertdzte, a beldliik evolvalt fag-rezisztens torzseket mutattak aktivitast (5. tablazat és 6.
tablazat). A fag-2 mas tok tipuson is mutat aktivitast, melyet dolgozatomban nem részletezek.
Ez magyarazatként szolgalhat az kisebb hatékonysagra. Sok esetben a tdgabb gazdaspecifitas a

hatékonysag csokkenését eredményezheti (Jensen és mtsai., 1998).
5.4. fag-1 és fag-2-vel végzett in vitro evolucios Kisérlet soran izolalt baktériumok

5. tablazat. A fag-1 és fag-2 ellen evolvalt fag-rezisztens torzseken mért faghatékonysagok

Név fag-1
InVrl -
InVr2
InVr3 -
InVr4 -
InVr5 -
InVr6 -
InVr7 -
InVr8
InVr9 -
InVrl0 -
Invrll -
InVrl2 -
InVrl3 -
InVrl4 -
InVrl5 -
InVrl6 -
InVrl7 -
InVrl8 -
InVrl19 -
InVr20 -
InVr21 -
InVr22 -
InVr23 -

Az 5. tablazatban A 38 A. baumanii torzsbdl in vitro kisérletek soran a fag-1-et és fag-2-t kiilon-
kiilon haszndlva fag rezisztens torzseket allitottam eld (a kisérlet koriilményeit a 4.9 pontban
részeltezem). Az izolalt fag rezisztens torzseken ellendriztem mind a négy fagnak a
hatékonyséagat, ezaltal meghatarozva, hogy valtozott-e a fagok fertdzési profilja az eredeti vad
tipusi torzshoz képest. Ezen fertdzési mintdzatok alapjan éallitottam oOssze. A fagok

hatékonysaga a PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként, hotérképes formaban van
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feltiintetve. Minél sotétebb a kék arnyalat, annal magasabb a fag fertdzési hatékonysaga. A
fagok fertdzési hatékonysaga 10° és 10! PFU/ml kozott valtozott. Az InVrl-10 tdrzsek a fag-
2-vel végzett kisérletekbdl, mig az InVrl1-23 torzsek a fag-l-gyel végzett kisérletekbdl
szarmaznak. A fag-1 ellen megjelend rezisztencia nem okozott szenzitivitast a fag-3 és fag-4-
el szemben, de tovabbra is érzékenységet mutattak a fag-2-re. A fag-2-vel végzett kisérletekbol
azonositott rezisztens torzsek 80%-ban megjelent kereszt-rezisztencia a fag-1 ellen, de fontos

kiemelni, hogy ezen torzsek mindegyike szenzitiv lett a fag-3 és fag-4-gyel szemben.
5.5. Fagok hatékonysaga egyedileg és kombinalva a 38 baktérium torzson

Az 5-0s 4bran az 1. tablazatban felsorolt torzsek mindegyikén mért fag kombinaciokat
¢és fag nélkiili baktérium ndvekedéseket (Kontroll) abrazoltam. Az értékeket a minimum harom
alkalommal mért novekedési gorbék alatti teriiletb6l szamoltam, melyet a gorbe alatti
teriiletként (AUC) tiintettem fel. A fag-1-el és fag-2-vel végzett kisérletek soran a rezisztencia
az esetek tobbségében megjelent (5. tablazat). A fag-1 és fag-2 elleni rezisztencia
kialakuldsdban lathat6 kiillonbség a fag-2 tagabb specifitasaval magyarazhato. A fag-2 képes a
KL3 tok tipus mellett a KL2 tok tipussal rendelkez6 szerotipust is fertézni. A fag-1 és fag-2
kombinacidja nem volt elég a rezisztencia kialakulasanak gatlasaban sem. Az 5. tablazatban
szintén lathatok olyan fag rezisztens baktérium térzsek, melyek mind a két fag ellen képesek
voltak rezisztenciat fejleszteni. Ezen torzsek viszont, kiilonbozé mértékben érzékennyé valtak
a fag-3 és fag-4-el szemben. A fagok harmas kombinaciéi mar majdnem minden esetben
képesek voltak visszafogni a torzsek ndvekedését, azonban mivel nem minden fag rezisztens
torzs mutatott ugyan akkora érzékenységet a fag-3-mal vagy fag-4-el szemben csak a négy fag
k6z6s mikddése volt képes a novekedést, mind a 38 torzs esetében, 24 ora elteltével is gatolni.
A fagkoktél esetében a kiugro értékeket a baktériumok altal képzett sejttormelék okozta optikai
torés eredményezte. A fagkoktéllal végzett kisérletek esetében minddssze 9 torzsnél sikertilt
azonositanom 24 ora utdn €letben maradt baktérium sejteket (6. tdblazat). Ezen torzsek egyike

sem valt teljesen rezisztensé mind a 4 faggal szemben.
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5. abra A fag kombinaciok hatékonyséaga a kivalasztott baktérium torzseken. Minden torzson

mért hatékonysag egy AUC értékként van dbrazolva (sajat dbra).
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5.6. Fagkoktéllal végzett in vitro kisérletekbol azonositott fag-rezisztens torzsek

6. tablazat. Fagkoktél jelenlétében megjelent fag-rezisztens torzseken mért fag hatékonysag

Név fag-1 fag-2 fag-3 fag-4
InVrcl - - -
InVrc2 - -

InVrc3 - - -
InVrc4 - - -
InVrch - - -
INVrc6 - - -

Invirc7 | - - N - 7

INVrc8 - -

InVrc9 - -

Az 6. tablazatban a fagok hatékonysaga a PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként,
hétérképes formaban van feltiintetve. Minél sotétebb a kék arnyalat, annal magasabb a fag
fertézési hatékonysaga. A fagok fertézési hatékonysaga 10° és 10! PFU/ml kozott valtozott.
Az izolatumok egyike sem volt képes mind a négy fag ellen rezisztenciat evolvalni. Minden
esetben legalabb egy fag képes volt ezeknek a torzseknek a fertézésére. Ez az eredmény
mutathatja, hogy minddssze négy fag jelenléte elegendd a rezisztencia kialakuldsanak gatlasara.
A tobbsége a sejteknek védekezni tudott a fag-1, fag-2 és fag-4 ellen, de kett6 kivételével mind

szenzitiv volt a fag-3-mal szemben.
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5.7. In vivo Kkisérletekbdl azonositott fag-rezisztens baktérium torzsek

7. tablazat. Az egerekbdl izolalt torzsek négy fag altali fertézési mintazata.

fag-2

fag-3

fag-4

Név | Szerv |fag-1
InVirl |tido
InVir2  |tido
InVir3  |tido
InVird  |tido
INViIr5  |tiido
InViré  |tiido
InVir7  |tido
InVir8  |tiido
InVir9  |ép
InVirl0 |kép -
InVirll |iép
InVirl2 |iép
InVirl3 |iép
InVirld |(iép
INViIrl5 |[maj
INViIrlé |maj
INVirl7 |maj
INVirl8 [maj
INVirl9 |maj .
InVir20 |maj
AB?2

A 7. tablazatban Az Aallatkisérletek soran a 9. napon ¢letben maradt egerekbdl izolalt
baktériumokat vizsgaltam. A tiblazatban a fagok hatékonysaga lathaté a AB2-es torzzsel
egylitt, melyet az in vivo kisérletekben hasznaltak az allatok fert6zésére. A fagok hatékonysaga
a PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként, hotérképes forméaban van feltiintetve. Minél
sotétebb a kék arnyalat, anndl magasabb a fag fertdzési hatékonysdga. A fagok fertdzési
hatékonysaga 108¢s 10! PFU/ml kozott valtozott. Az egerek fertézésére AB2-es torzset

hasznaltak. A fagok hatékonysidga a PFU / ml értékiik logio transzformalt adataként van
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feltiintetve. A feltiintetett torzsekbdl minddssze egy valt rezisztensé a fag-1-gyel szemben ¢és
mutatta ugyanazt a fert6z€ési mintazatot, mint amit az in vitro kisérletben izolalt torzseknél
lattunk. A tobbi fert6z¢ési mintdzata az AB2-es torzshoz hasonlo volt. Az eredmények alapjan
tobb oka is lehet ennek. Az egyik az, hogy az alkalmazott protokollban a fagokat minddssze
egy alkalommal juttattak be az egerekbe és 9 nap elteltével az életben maradt egerekbdl lettek
izolalva a baktérium sejtek. A rezisztencia mechanizmusok sokszor fitnesz koltséggel jarnak a
baktérium szamara és igy a 9 nap lefolydsa soran kompeticié vagy az immunrendszer miatt
ezek a sejtek nem éltek tul. A fagok viszonylag hamar kiiiriilnek a szervezetbdl és a jelenlétiik
nem volt tapasztalhat6 az életben maradt egerekben a kilencedik napon. A magas sejtszam ¢és
az egyszeri fag adminisztracid miatt lehet, hogy sok baktérium nem esett at fagfertézésen és
nem evolvalt rezisztenciat. Magyarazatként szolgalhat még, hogy a fitnesz koltsége ezeknek a
rezisztencia mechanizmusoknak in vivo, tal magas, ez A. baumannii esetében mar bizonyitott

jelenség (Schooley 2017).
5.8. Szekvenalt baktérium torzsek és fag rezisztenciat okozhaté mutaciok

7. tablazat. Fag rezisztencia gének el6fordulasa a vizsgalt baktérium torzsekben

LOGI10
Név  [fag-1 |fag-2 [fag-3 |fag-4 -
INVr20 |- - -
INVrl2 |- - -
InVrl7 |- - - 8

Az InVr20-,12,17-es torzsek szekvenalasabol azonositottunk egy glikoziltranszferaz fehérjét,
mely mind a harom torzs esetében delécidt tartalmazott a vad tipust térzshoz képest (NCBI
azonosito: WP _001033808.1 MULTISPECIES: glycosyltransferase family 2 protein
[Acinetobacter]). Az irodalomban mas kutatocsoport A. baumannii-ban kisérletesen
bizonyitotta, hogy mutacio glikoziltranszferaz génben eredményezhet fag-rezisztenciat, mert ez
az enzim szerepet jatszik a K antigén szerkezetének felépitésében, mely receptor feliiletként

szolgalhat a fagok szamara (Schooley 2017).
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5.9. Fag-1 és fag-4 in vivo hatékonysaga

8. tablazat. A kiilonb6zo koriilmények kozt alkalmazott fagok hatasa az allatok haldlozasi

aranyara.
Baktérium szim 10° CFU 10" CFU
Fagok Fag-1 Fag-1+ Fag-4 Féag-1 Fag-1+ Fag-4

Fagok adminisztraciojanak

L S 10 perc| 2 6ra |10 perc| 2 6ra |10 perc| 2 6ra |10 perc| 2 6ra
ideje a fert6zést kovetden

Tulélt egerek szama 5/5 3/5 5/5 2/5 4/5 0/5 5/5 2/5
Egér + fag-1 +
Egér + fag-1 , Egér + 10° cfu | Egér + 10™° cfu
Kontroll kisérletek g 8 fag-4 gt gt
5/5 5/5 0/5 1/5

A 8. tablazatban abrazolt kisérleteket az kovetkezd mddon végezték el. A fag-1 és fag-4
hatékonysagat 60 egéren mérték le. A hasznalt baktérium torzset magas 10%1° CFU / ml
szamban Kkellett alkalmazni, hogy letalis legyen az egerek szamara. A fagok nélkiili kontroll
kisérletben az egerek 90%-a elpusztult. A fagok baktérium nélkiili bejuttatasa az egerekbe nem
okozott semmi negativ reakciot. A fagok alkalmazésa az egerek haldlozasi aranyat 90%-rol,
egerek nagyrésze elpusztult az elsé két nap folyaman a magas baktérium szdm miatt. A fagok
hatékonysagaban megfigyelhetd eltérést is ez okozza. Amennyiben a fagok a fert6zést kovetden
10 percen beliil lettek adminisztralva, jelentés mértékben csokkentették az elpusztult egerek

szamat.
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6. Osszefoglalas

- A Szegedi Bioldgiai Kutatokdzpontban a Kintses laboratoriumban végzett kutatas soran tobb
szaz A. baumannii izolatum genomjanak és adatbazisokban fellelheté genom szekvenciaknak
vizsgalataval filogenetikai fa készitettiink és meghataroztuk a legelterjedtebb szerotipust, ami
az ST2-KL3-as kategoriaba sorolhatd. A dolgozatomban 38 ST2 szekvencia tipusa KL3 tokkal

rendelkez0 diverz torzseket valasztottam ki.

- A torzsgytjteménylinkbdl kiilonbozo tokkal rendelkezd szerotipusokkat hasznalva sikeresen
izolaltunk 18 bakteriofagot, melyekbdl dolgozatomban 4-et karakterizaltam. A fag-1 az ST2-
KL3, a fag-2 az ST2-KL3, illetve ST2-KL2, a fag-3 az ST636-KL40, a fag-4 ST2-KL 12 tipust

torzseken mutatott magas foku aktivitast.

- A fagl-et és fag-2-6t hasznédlva fag rezisztens torzseket allitottam eld, melyekbdl 23-at
mutattam be dolgozatomban. A fag rezisztencia és a négy fag hatékonysdganak mérésével a

fag-3 és fag-4 jelenlétét is igazoltam a fagkoktélban.

- A fagok 6nall6 ¢és kombinalt hatékonyagat lemértem a kivalasztott tdrzseken igazoltam a
fagkoktél hatékonysagat és a rezisztencia kialakulasanak gatlasat. A fagkoktéllal végzett
kisérletek soran azonositottam fag rezisztens torzseket, melyek egyike sem mutatott

rezisztenciat a fagkoktélban szerepl6 fagok mindegyike ellen.

- Azonositottam a tok szerkezetének felépitésében szerepet jatszo génekben tobb alkalommal

is deléciot, mely a fag rezisztencidt okozhatja.

- In vivo kisérletekbdl szarmazo baktérium izolatumok kozott azonositottam olyan klont, ami

ugyan azt a fert6zési mintazatot mutatja, mint az in vitro kisérletekben.
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7. Diszkusszio

Az elmult 2 év soran A Kintses labor altal begyijtott tobb szaz, klinikailag relevans
MDR A. baumannii torzsek kitiné alapot biztositanak ezen mikrobak miikodésének
megértésében. A torzsgylijtemény mérete és diverzitasa lehetdséget ad szdmunkra, hogy a
kiilonb6z6 szerotipusok terjedését feltérképezziik és antibiotikum szenzitivitasukat vizsgaljuk.
A jelenleg 18 bakteriofagbol all6 gytlijteményliink alkalmas lehet ezen mikrobak okozta fert6zés
kezelésére. Minden izolalt bakteriofagunknak a genomjat szekvenaltuk és eddigi kisérleteink
alapjan tobb koziilik sok szempontbol megfelel fagterapiaban valdé hasznalatra. Két
bakteriofag, melyeket dolgozatomban is karakterizaltam, allatmodellben hatékony volt és nem
okozott semmilyen negativ immunreakcidt. Kutatdsomban bemutatott eredményeim
bizonyitékul szolgalnak arra, hogy a legelterjedtebb szerotipusa az A. baumannii-nak kezelhet6
fagokat hasznalva és nem képes rezisztenciat evolvalni a megfelelden Osszevalogatott fag

kombindacioval szemben.

Kutatasunk legnagyobb limitacidjat a fagok felszaporitdsara hasznalt térzsek képzik.
Ezek mind korhazi izolatumok, nem jol definialt és vizsgalt labor torzsek. Tobb antibiotikum
rezisztencia, virulencia géneket és profagokat hordoznak. Ezeket a torzseket hasznalva a
fagjaink felszaporitisara, sziikséges a koriiltekintd és alapos vizsgéalata a mintdknak. A
profagok jelenléte a kisérleteket neheziti, a kiilonbozd nemkivanatos gének jelenléte a
transzdukcio folyamatédval atjuthat mas baktériumba, ezzel ndvelve annak virulencidjat vagy
antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajat. A bakteriofagjaink terapias célu hasznalata elétt a
mintakbdl el kell tavolitani az immunogén anyagokat (bakterialis poliszacharidok, fehérjek,
nukleinsav maradvanyok), ami egy anyagilag megterheld ¢és iddigényes feladat.
Magyarorszagon a fagterapia hasznalata még gyerekcipében jar. A torvényi és jogi

szabalyozasok képzik a legnagyobb akadalyt a bakteriofagok hasznalata ellen.
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8. Jovobeli tervek

A kozeljovoben a fag-1-et és fag-2-6t kombindlva, valamint a fagkoktélt szeretném
alkalmazni in vivo, Galleria mellonella allatmodellben, illetve a fagok ellen kialakuld
rezisztencia Utvonalakat szeretném vizsgalni, hogy bizonyitsam az in vitro kialakuld fag
rezisztencia kutatasanak jelentéségét. Az azonositott fagjaimmal szandékomban all azon

kisérletek elvégzése, amikkel megbizonyosodhatok a terapias hasznalatuk biztonsagarol.

A jovoben tobb terjedd A. baumannii szerotipus bakterifagok ellen evolvalt
rezisztenciajat vizsgalva szeretnénk tobb olyan fagkoktélt is kifejleszteni, ami hasonld

eredménnyel szolgal, mint a dolgozatomban bemutatott.
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