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I. Bevezeto

1. Multidrog-rezisztens baktériumok

A multidrog-rezisztens (MDR) baktériumok, azaz azok a baktériumtorzsek, melyek egyszerre
szamos antibiotikummal szemben rezisztensek, napjainkban egyre nagyobb problémat
jelentenek a modern orvostudomany szdmara. Ezen a baktériumok altal okozott fert6zések
terapiaja joval nagyobb kihivast jelent és korhazi el6fordulasuk kockazatossa teheti az egyszeru
sebészeti beavatkozasokat is. Ezenkiviil a fert6zések kezelése jelentds gazdasagi tobblet terhet
is jelent (van Duin és Paterson, 2016).

Napjainkban a nozokomidlis (korhazi) fertézések okozoi az esetek nagy szazalékdban MDR
baktériumok. Terapids lehetdségeink ezekkel a korokozokkal szemben oly mértékben
korlatozottak, hogy a klinikusok sok esetben kénytelenek visszanytlni kordbban mar elvetett
gyogyszerek hasznalatahoz, mint példaul a kolisztin, amelyek azonban jelentds toxicitassal
rendelkeznek. Adagolasuk amiatt is kockazatos, mert esetiikben gyakran hidnyoznak a
megbizhato adatok, amelyek alapjan meg lehetne hatdrozni az adagolédsi sémat és a kezelés
idotartamat (Boucher és mtsai., 2009). A sebészeti beavatkozasokon atesé id6s betegek
novekvd szama, illetve az egyre tobb 0jsziilott az intenziv osztalyokon azt prediktalja, hogy az
1d6 el6re haladtaval n6 az egészségiigyi intézményekben kezelt immunhidnyos péciensek
szama, akik az elobb emlitett fertézésekre joval fogékonyabbak, ezért joval
veszélyeztetettebbek (Chopra és mtsai., 2008). EQy 2014-es tanulmany azt elérevetiti, hogy az
antibiotikum rezisztens korokozok altali fert6zések 2050-re évente 10 millié halalesetet fognak

okozni (O Neill, 2014).

2. A Klebsiella pneumoniae

Az egyik legnagyobb fenyegetést jelenté MDR baktérium a Klebsiella pneumoniae, amely
Enterobacteriaceae csalad tagja, Gram-negativ, palca formaju, fakultativ aerob baktérium.
Spoérat nem képez, de tokanyagot termel, amely nyalkas burokként fedi a sejtet. Bontja a laktdzt
¢€s az ureat. A legfontosabb antigénjei a sejtfalat alkoto lipopoliszacharid vagy LPS (O-antigén),
a mar emlitett tok poliszacharid (K-antigén). Az utdbbi években csilloval rendelkezd
izolatumokat is kimutattak (H-antigén).

A K. pneumoniae a kornyezetben ¢és a béltraktusunkban eredendden artalmatlan
kommenzalistaként van jelen, azonban bizonyos koriilmények (sebzés, fizioldgids valtozasok,

gyenge immunallapot) hatdsara opportunista patogénként kezdhet viselkedni a szervezetben.



Névadoja az altala kivaltott, és sok esetben talyogos lobaris tiidogyulladas (Friendlander
pneumonia), de nagyon gyakran megfigyelhetd nem megfelelden tisztitott katéterek hasznalata
miatt kialakuld hagyuti fertézésekben, vagy pedig talyogos majgyulladdsban, stlyosabb
esetekben vérmérgezést (Szepszist) is képes eléidézni (Brisse és mtsai., 2009).

Tulélo-, és adaptacios képessége, valamint az izolatumok korében eléforduld és konnyen
felvehetd antibiotikumrezisztencia miatt a korhdzi kornyezetben megjelenve izolatumai
nozokomialis infekciokat képesek okozni. Ezek napjainkra egyre nagyobb problémat
jelentenek vilagszerte. Ennek is tulajdonithatd, hogy ezek a baktériumok az ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa és Enterobacter spp.) panrezisztens mikroorganizmusok
csoport tagjai. Az ESKAPE-baktériumok antibiotikum-rezisztens mivoltuk révén vilagszerte a

legnagyobb fenyegetést jelentik a gyogyaszatban (Pertics és mtsai., 2021).

3. A K. pneumoniae fontosabb virulencia faktorai
A K. pneumoniae szervezetben torténd megtelepedését szamos bakterialis faktor segiti el6,
melyek egy része fontos szerepet jatszik sulyosabb fertézések Iétrejotténél. Ezek koziil a
virulencia faktorok koziil a szervezeten valdé megkotddést biztositjdk a tok, a
lipopoliszacharidok és a fimbriak. Invaziv folyamatokban van szerepilk a vasmegkotést
elésegitd szideroforoknak. Az immunrendszerrel szembeni védekezésben jutnak szerephez az
LPS-ok, melyek az O-antigénjiik segitségével a komplement rendszer védelmi funkcidival
szemben. Végiil, de nem utolso sorban az egyik legfontosabb virulencia faktor a K. pneumoniae
esetében a poliszacharidokbodl felépiild nagyon ellenalld tok, illetve ennek egy szélsOséges
megjelenési formdja hipermukozivitas. A tok alapanyaga nagymértékben hozzajarul a biofilm-
képzéshez €s a gazda immunrendszerével szembeni hatékony védelemhez. Kordbban tugy
vélték, hogy a hipermukodzus tokanyagot termelni képes torzsek esetében jelentésen megnd a
virulencia. Ezzel kapcsolatban azonban a meglévd érvek mellett, ellenérvek is szélnak (El

Fertas-Aissani és mtsai., 2013).

4. Atok
A kiilénb6z6 K. pneumoniae toktipusokat a szakirodalomban K-szerotipusoknak nevezik. Ezek
identifikaldsat mar az el6z6 szdzadban megkezdték kiillonb6z0 szerologiai tesztekkel.
Napjainkra tobb, mint 80 kiilonb6zé K-szerotipust kiilonbdztetiink meg. A biokémiai

vizsgalatokat mostanra a molekularis tipizalasok valtottak fel. A molekularis azonositassal



megkiilonboztetett toktipusokat KN-jelzéssel kiilonboztetik meg (KN1-KN4) (Pan és mtsai.,
2017). Egy ilyen molekularis modszer példaul a wzi-szekvenalas, amely a K. pneumoniae
torzsek egy igen konzervalt génszakaszat veszi alapul a vizsgalathoz. A K-szerotipusokban
mutatkozd eltéréseket a cps (capsule polysaccharide synthesis) 16kuszon jelen 1évd, illetve
hianyz6 géneknek tulajdonitjak (Follador és mtsai., 2016).

Korabbi kutatasok igazoltak, hogy a K. pneumoniae K1 toktipusanak f6 épitdanyaga az N-
acetil-neuraminsav (poliszialsav), azonban a tobbi toktipus kapszulaja biokémiailag eltér ettol.
A molekuléris biologiai tipizaladsi modszerek segitségével torténd dsszehasonlitd vizsgalatok
eredményei arra engednek kovetkeztetni, hogy a gének szintjén mutatkoz6 kiilonbségek a
baktériumok szerotipusaiban is megmutatkoznak (Knecht és mtsai., 2020).

Egy 2016-os kutatas eredménye szerint a harom leggyakoribb K. pneumoniae K-szerotipus a
K1, K2 és K57, melyek 82,1%-ban tehetdk felel6ssé a nozokomialis K. pneumoniae
fertdzésekért. Ezeket kovetik a sorban a K54 és K64 szerotipusok (Zhang és mtsai., 2018) habar
az utobbi idében mas szerotipusok jelentdsségét is kiemelik, mint korhadzi korokozo (Horvath
és mtsai., 2020). Az 1. abra igazolja, hogy mind az 5 f6 K-szerotipus jelen van a vér-, nyal- és

vizeletmintakban is (Follador és mtsai., 2016).

Mintak forrasa Megbetegedés modja Infekcio statusza
o
100% S o1
| — 09
— — B o3
04
05
75% 012
OL101
OL104
[l other
500, K serotype
K1
K2
.K5
Kig
25% K23
. Ko7
= 2
K54
= B BE
o~ — | | —_ BKe4
Vér Nyal Vizelet Kozosségben Nozokomialis Hordozé Nem-invaziv  Invaziv
n=67 n=20 n=47 n=107 n=75 n=>52 n=79 n =85

1. Abra: A klinikai esetek legnagyobb szizalékaban eléfordulé K. pneumoniae O- és K-szerotipusok

eléfordulasi aranya harom kiilonboz6 mintacsoportban. (Forras: Follador és mtsai., 2016)

5. A Kb64-es toktipus

Follador és mtsai. munkdja jol mutatja, hogy a K64-es toktipus a szeroldgiai mintdk tobb

valfajaban is nagy szamban képviselteti magat (vér, nyal vizelet). A kutatas arrol is beszdmol,



hogy az emlitett toktipus vilagszerte széleskorben elterjedt. Leirtdk mar az Egyesilt
Allamokban, az Egyesiilt Kiralysigban és Azsia tobb pontjan. Az eddigi publikaciok
tantibizonysaga alapjan azonban a legnagyobb gondot Eszak-Afrika és Délkelet-Azsia fejlédd
orszagaiban jelenti, ahol az atlagnal tobb esetet regisztraltak.

Egy tunéziai kutatas soran, ahol a wzi-szekvenalas segitségével 163 karbapenem-rezisztens
mintabol kiilonitettek el kiilonbozd K-szerotipusokat, arra az eredményre jutottak, hogy az
esetek 50,3 %-aban a K64-es toktipus volt jelen. A tanulmany soran leirtak azt is, hogy a K64-
es toktipus Eszak-Afrika legnagyobb mértékben elterjedt K. pneumoniae véltozata. A 163 minta
nagy része intenziv osztalyokrol szdrmazott, ahol a K64-es toktipus a masik két valtozattal
szemben (K17 és K27) jelentésen virulensebbnek mutatkozott (halalozasi rata: 70,3 %) (2.
dbra) (Eckstein és mtsai., 2021). Ez tovabb erdsiti azt a tényt, hogy az antibiotikum-rezisztens

baktériumok legnagyobb esetben az immunkompromittalt betegeket tamadjak.
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2. Abra: A K. pneumoniae K64-es; K17-es és K27-es tok szerotipusainak sszevetése azok halalozasi

rataja alapjan, a teljes mintapopulaciora, illetve az intenziv osztalyokrol szarmazé mintakra

vonatkoztatva. (Forras: Eckstein és mtsai., 2021)

Az irodalmi adatok szerint a K64-es toktipus nagy szamban izolalhatd azsiai mintakbol is, ahol
komoly nozokomialis fertézések kialakulésat indukalja, mint példaul a tdlyogos majgyulladast,
vagy stlyosabb esetekben szepszist (Vu Thi Ngoc és mtsai., 2021). Azsian beliil Vietnamban és
Szingaptirban mutatkoztak kiugro6 értékek a K64-es toktipus altal okozott fertézések korében.
A kutatasok itt is azt igazoltak, hogy a K64-es tok szerotipus a legnagyobb fenyegetést az
immunhidnyos betegekre jelenti, mivel a kutatas soran molekuldris modszerekkel azonositott

mintak nagy része intenziv osztalyon 1év0, szepszisben szenvedd paciensektdl szarmazott (Vu



Thi Ngoc és mtsai., 2021). Ez természetesen nem zarja ki, hogy ez a szerotipus hosszabb vagy

rovidebb ideig ne perzisztilna egészségesebb emberekben is.

6. Bakteriofag-terapia, mint potencialis megoldas az MDR baktériumok altal
kivaltott fertozések kezelésére

A bakteriofagok baktériumokat fertézni képes virusok, amelyek, ha a litikus életutat valasztjak,
képesek a baktériumsejtek elpusztitasara és ekdzben a reprodukalt viruspartikulumok tovabb
terjesztésére. A fagok a F6ldon mindentitt megtalalhatéak, nem csoda tehat, hogy a legnagyobb
mennyiségben eléforduld bioldgiai entitdsként vannak szamon tartva. Méretiik, morfologidjuk
¢s genomikai szervezddésiik alapjan rendkiviil sokfélék lehetnek. Ez a valtozatossag az, ami az
evolucid soran biztositotta szamukra, hogy a legkiilonfélébb gazdasejtekhez is alkalmazkodni
tudjanak (Doore & Fane, 2016).
A napjainkban egyre nagyobb fenyegetést jelentd MDR-baktériumok a ,preantibiotikus”
korszak fel¢ sodorjdk az orvoslast, azaz eldrevetitik azt a problémat, hogy nem lesz effektiv
gyogymodunk az antibiotikum rezisztens korokozokkal szemben. Sok esetben erre nyujthatnak
egy lehetséges megoldast a baktériumok természetes ellenségei, a bakteriofagok. Az evolicio
soran hatalmas valtozatossagra szert tett fagok potencidlis ,fegyverként” szolgalhatnak a
kiilonboz6 panrezisztens baktérium torzsekkel szemben. Ezt a tényt a fagok szdmos, terapids
szempontbdl elonyds tulajdonsdga igazolja: (1) gazdaspecifitdsuk nagy, ami alkalmassa teszi
Oket arra, hogy csak a ,,célbaktériumot” pusztitsak el; (i1) nagy biztonsaggal alkalmazhatoak,
mert nem lépnek reakcidba a beteg immunrendszerével. (ii1) Sziikség esetén nagy gyorsasaggal
izolalhatd 0j bakteriofag-torzs egy uUjonnan kialakult baktérium szerotipussal szemben
(Sulakvelidze és mtsai., 2001)
Szamos kisérletes munka tamasztja ala, hogy a K. pneumoniae kiilonb6z6 toktipusaival
szemben is izolalhatd litikus fag. Példaként emlithetok azok a kozelmultban végzett
tanulmanyok, amelyek a bakteriofagok hatékonysagat vizsgaltdk a Klebsiella ozaenae, a
Klebsiella rhinoscleromatis scleromatis és a Klebsiella pneumoniae altal okozott fertézések
kezelésében. Az izolalt fagkészitményrdl azt jelentették, hogy (1) hatékony volt egerek kisérleti
fertézéseinek kezelésében, €s (i) nem valtott ki karosodasra utald jeleket egerekben és
tengerimalacokban még akkor sem, ha kiilonb6z6 médon adagoltak azokat, intravénas (i.v.),
intranazalis és intraperitonealis modon. A beadast kovetden nem észleltek jelentdsebb
szOvettani elvaltozasokat, még azutan sem, hogy az egereknek az akut toxicitasi vizsgalatok

soran az emberi szervezetre megallapitott, testtomegre becsiilt dozis 3500-szorosat adtak. A



szerzOk tovabba meghataroztdk az optimalis fagkoncentracidt és beadasi mddot, valamint
beszamoltak egyéb olyan lényeges koriilményekrdl, amelyek fontosak lehetnek a késébbi
human oOnkéntes kisérletek megtervezéséhez. Ezt kovetéen a preklinikai vizsgalatok
eredményeit felhasznalva értékelték a fagok biztonsagossagat és hatékonysagat 109 Klebsiella-
fert6zésben szenvedo beteg kezelésében. Azt talaltak, hogy a Klebsiella-fertézések kezelésében
a fagkészitmények hatékony voltak és nem rendelkeztek volt toxikus hatasokkal a betegek

szdmara (Bogovazova és mtsai., 1992).

7. A tok-depolimeraz enzim hatékonysaga Gram-negativ baktériumokkal
szemben

A faggenom bejuttatisa a gazdasejtbe elengedhetetlen a fertdzés sikerességéhez. Ehhez
azonban sziikség van arra, hogy a fag megfeleld0 doménje kapcsolatba 1épjen a baktérium
sejtfelszinén elhelyezkedd célreceptorral, amely torténés irreverzibilis konformacié valtozast
indukdl a bakteriofag farki és/vagy feji doménjében. Ezt kovetben az Ordkitdanyag
beinjektalodik a baktérium citoplazmajaba (Knecht és mtsai., 2020). Ahhoz, hogy a viralis
genom bejuthasson a bakteridlis citoplazmaba, a fagnak at kell tornie a tok poliszacharid
(capsule polysaccharide, CPS) (K-antigén) altal kialakitott akadalyon. Az evollcios soran a
bakteriofagok a poliszacharid réteg elbontasa céljabol szamos enzimet alakitottak ki, amelyeket
ma tok depolimeraz enzimeknek nevezziik. A fagok tokanyag elbontasa révén férhetnek hozza
sejtfelszini receptorokhoz (Latka és mtsai., 2017). Ezek a receptorok lehetnek ion-csatornak,
szekretald fehérjék és egyéb funkciokat betoltd sejtfalba agyazott fehérjék. A ko-receptorhoz
valo kotddést kovetden a virion-asszocidlt lizin enzim egy kis rést vag a bakteridlis sejtfal
peptidogliikan rétegbe, ami el6segiti a DNS bejuttatasat a citoszolba (Briers és mtsai., 2007).
A poliszacharid depolimeraz enzimek l1étezésére eloszor 1953-ban figyeltek fel, amikor a viralis
feltisztulasi zondk koriil halo (,,gloria”) alakt homalyos gytiriket vettek €szre. Erés a gyanu
arra vonatkozoan, hogy ez a jelenség a diffuzibilis depolimerazoknak tudhatd be, amelyek
fagpartikulumoktol eldiffundalva a kornyez6 baktériumok CPS-jat képesek lebontani (Eklund
& Wyss, 1962).

A tok depolimerdz enzimeket két nagy csoportra oszthatjuk: hidrolazokra (szialidazok,
ramnoziddzok, levandzok, xilandzok ¢és dextranazok) és lidzokra. Mindkét csoport a
polszacharid réteg oligoszacharidokka torténd bontédsat katalizalja, mas-mas megoldasokkal.
A depolimerazok kozos tulajdonsaga, hogy altaldban a fag kotddését eldsegitd fehérjeszalakon

vagy az alaplemezen lokalizalodnak.



A depolimerazok altalaban homotrimerek, harom fehérjealegységbdl épiilnek fel (3. dbra): egy
kis flexibilis N-terminalis szakaszbol, amit a k6zéps6, megnyult, katalitikus domén kdvet és
végiil a harmadik szakasz, a C-terminalis, ami valdsziniileg az enzim trimerizaciojaért felelds
¢s chaperon fehérjeként funkciondl. Az N- és C-terminalisok konzervalt régiok, mig a k6zEépso

szakasz hatalmas valtozatossagot mutat (Schwarzer és mtsai., 2012)

e } ,J‘ C-terminalis
: ﬁ’l } A

N-terminalis

3. Abra: Tok depolimeraz enzim homotrimer felépitése: (A): kis C-terminalis alegység; (B): nagy
katalitikus alegység; (C): N-terminalis chaperon. (Forras: Latka és mtsai., 2017; PDB ID ILKT és
1TYV; JavaScript Protein Viewer)

Szerkezeti adottsagaiknal fogva ezek az enzimek nagyon stabilak. Képesek extrém magas
hémeérsékleten (80 fok) és alacsony pH (pH 5) értéken is megdrizni stabilitdsukat, valamint
szamos proteaz enzimnek ¢és az natrium-dodecil-szulfat (sodium-dodecyl-sulfate; SDS)
molekulanak is képesek ellenallni. Ezek a karakterjegyek azt sugalljak, hogy a fagok remekiil
hasznélhatoak lennének biotechnoldgiai, illetve orvosi célokra (Yan és mtsai., 2014)

A leginkabb kutatott depolimeraz enzimek a Podoviridae csaladbdl szarmaznak. Ezt kutatok
arra alapozzéak, hogy a fagok a rovid farki régiojuk miatt masként nem tudnanak bekdtni a
baktérium sejtfelszinéhez (Knecht és mtsai., 2020).

Egyedi tulajdonsagok ellenére a tokdepolimerazokrdl alkotott képiink meglehetdsen hianyos.
Ez tulajdonithat6 annak is, hogy szerkezetiik egy két kivételtdl eltekintve nem igazan ismert és
a kodold szekvencidjuk is cukorkoté motifokhoz torténd hasonlosaguk alapjan lehetséges.
Mindeddig nagyon kevés a funkcionalis analizisiikkel foglalkoz6 tanulmanyok szama (Squeglia

és mtsai., 2020).



I1. Célkituzések

Kutatasunk soran megkiséreltiink olyan litikus életciklusu bakteriofagokat izolalni, amelyek
képesek lizalni a K64-es tokot kifejezé CIP80.47 referencia torzset.

Célunk volt egy halo-zonat képzd, illetve azt nem képzd fagtorzs izoldldsa és ezek
Osszehasonlitdo elemzése. Ennek soran morfoldgiai €s genetikailag analizisnek kivantuk a
fagokat alavetni, mely soran a strukturalis kiilonbségek analizise mellett a tok depolimerazt

kodold szekvencia azonositasa is célunk volt.
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III. Anyag és modszer

1. A célbaktérium

Munkank soran végig egy Ko64-es toktipust termel6 Klebsiella pneumoniae korhazi izolatum
referencia torzzsel (CIP80.47, Pasteur Intézet (Franciaorszag)) dolgoztunk.

A baktériumot napi szintli tenyésztéséhez, illetve fenntartasahoz Luria-Bertani agart (LBA)
hasznaltunk (15 g agar, 10 g pepton, 5 g éleszt6 extraktum, 5 g NaCl, 1000 ml desztillal vizben
feloldva, sterilizdlva 121°C-on, 15 percen keresztiil). A leoltdst mindig LB-tapfolyadékban
veégeztiik el. A tapfolyadékos novesztést 12-14 oran keresztiil, 37°C-on, razo-termosztatban
(Brunswick Incubator Shaker Series, Innova 40; 120 RPM fordulatszdmon), aerob

kortilmények kozott, éjszakan at (O/N) végeztiik.

2. Bakteriofagok izolalasa szennyvizmintakbol
A bakteriofagok izoldldsat szennyvizmintdkbol végeztikk. Huszonhét szennyvizmintat
hasznaltunk fel az izolalashoz, ezek az orszag 19 megyeszékhelyérdl szarmaztak (4. abra). A

mintakat a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont biztositotta szamunkra.

4. Abra: Az izolalashoz felhasznalt szennyvizminték szarmazasi helyei. (sajdt szerkesztés)

A bakteriofagok izolalasat a kovetkezd modon végeztiik: 50ml O/N célbaktériumtenyészetet
150 ml LB tapfolyadékhoz adtunk. Az igy kapott szuszpenziobol 5-5 ml-t mértiink ki 27
vérszallitd csébe. Ezt kdvetden minden egyes vérszallitd csdbe egy varosbol szarmazd 1 ml
szennyvizmintat pipettaztunk. A baktérium szuszpenzidt és immadron szennyvizmintdkat
tartalmazo csoveket 37 °C-on, 120 RPM-en, 24 éran keresztiil inkubaltuk.

Masnap szuszpenziok mindegyikébdl 1,5 ml-t atpipettaztunk 2 ml-es eppendorf csévekbe, majd
ezeket centrifugaltuk (Centrifuga tipusa és neve; 4800 RPM (6800 xG); 10 perc). A
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célbaktériumunk ellen vélhetéen felszaporodott fagokat tartalmazo feliiluszokbol 980 ul-eket
atpipettaztunk egy 0j 1,5 ml-es Eppendrof csébe, majd a feliiluszoban még jelen- és életben
1évé baktériumok eliminalasa végett, 1:50 v/v aranyban, azaz 20ul kloroformot (Molar
Chemicals Kft., Halasztelek, Magyarorszag) adtunk a mintakhoz. Az igy kezelt mintakat
Osszeraztuk, majd legalabb 4 orara hiitészekrényben (4-8 °C) inkubaltuk.

3. Bakteriofagok jelenlétének detektalasa, PFU meghatarozas, fag-torzsek
tobb 1épcsos tisztitasa

A kloroformozott, szennyvizpropagalt mintainkat centrifugaltuk (VWR MicroStar 12; 4800
RPM (6800 XxG); 2 perc), a kloroform és a megmaradt sejttormelék iilepitése végett. A
szuszpenzidkban 1évé litikus bakteriofagokat Kropinski és Twest nyoman spot-teszteléssel
tettiik lathatova. Ehhez, a leoltott CIP80.47 torzsbol 100 pl-t sz€lesztettiink LB agaron. Minden
egyes kloroformmal tisztitott szennyvizmintabol 10 pl-t cseppentettiink a baktériumgyep
kitlintetett helyeire, majd ezeket O/N 37 °C-on inkubaltuk. Masnap a kialakult feltisztuldsi
zonakat (plakkokat) vizsgaltuk.
Ezt kdvetden keriilt sor a fagszuszpenziok toménységének, masként plakk-formalod egyégeinek
(plaque forming unit, PFU) meghatarozasara. Ehhez az el6z6 1épés pozitiv mintaibol 100-as
1éptékii higitasi sorokat készitettiink steril foszfat-pufferes sooldatban (PBS) (8 g NaCl; 0,2 g
KCI; 1,16 g Na2HPO4; 0,2 g; desztillalt vizzel 1000 ml-re kiegészitve). Inkubalas utan (O/N 37
°C) meghataroztuk a PFU szamat és milliliterre viszonyitva fejeztiik ki (PFU/ml).
Abbol a célbol, hogy a késObbiekben egyedi fag-tdrzsekkel dolgozhassunk tovabb, a
szennyvizpropagalt és kloroformmal kezelt mintdinknak egyéb tisztitasi 1épéseken is at kellett
esniiik. Kivalasztottuk azt a két legigéretesebb fagot, melyeknek 10°-szoros higitason a legtobb
plakk-formald egységét szamlalhattuk (atlagosan 8 plakk).
Egyedi torzseket Kropinski és mtsai. nyoman a top-agar modszer (5. abra) segitségével
nyertiink. Ennek a mdédszernek a 1ényege, hogy a mar elézetesen kiszélesztett baktérium-gyepet
tartalmazo6 1,5 % agar-tartalmu LB taptalajra (,,alap-agar”) egy ujabb réteg LB taptalajt ontiink.
Ez utobbi azonban csak 0,4 %-ban tartalmaz agart (top-agar). igy lehet6vé téve, hogy
alacsonyabb homérsékleten (50-55 °C) lagy maradjon. Ezt a hdmérsékletet még a bakteriofagok
is toleraljak. A 4 ml top-agart tartalmaz6 csovekhez hozzdadtuk a megfeleld faghigitasok
mennyiségeit. Ezt kovetden gyorsan felvortexeltiik €s a baktérium gyepet tartalmazé alap-agar

felszinére kiontéssel elteritettiik. A fagszuszpenzid megfeleld higitdsabol akkora térfogatot
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pipettaztunk a top-agarba, amely elézetes szamitasok alapjan megfeleléen elkiiloniilt. A Petri-

csészéket ezek utan 24 oraig 37 °C-on inkubaltuk.

/ ~—rt
F4g-izolatum S

0,6 % agar-tartalmu
LB taptalaj,
40-50 °C

E el
/ £

A szuszpenzi6 lassu, kézzel
t6rténé keverése, még
folyékony allapotban,

majd az “alap-agarra” térténé

1 kidntése és eloszlatésa
LB agar taptalaj ("alap-agar”;
1,5% agar-tartalom), amire
elézetesen mar szélesztettik a
célbaktérium-gyepet
l Szobahémérsékleten torténé megkodtés

Az inkubaciés id6 utan
forméalédé plakkok a
baktérium-gyepen

5. Abra: A top-agar modszer szemléltetése. (Forras: Stachurska és mtsai., 2021)

Az inkubalast kovetden jol elkiilonithetd és karakteres feltisztulasi zonakat kerestlink a
baktérium-gyepen. Mindkét kiilonbozd fag esetén egy fém spatuldval egy jol koriilhatarolt
plakk koriili régiot kivagtunk a tiptalajbol majd ezeket 5 ml LB tapoldatot tartalmazéd
vérszallito csovekbe helyeztiik, végiil ezekhez 1-1 ml-t helyeztiink a célbaktérium
szuszpenzidjabol. A szuszpenzidkat 24 oraig, 120 RPM-en, 37 °C inkubaltuk. Megfeleld
mennyiségii id6t adva a bakteriofagoknak, hogy elszaporodjanak a szuszpenzidban.

A fenti top-agaros tisztitasi modszert 6sszesen haromszor ismételtiik meg annak érdekében,
hogy teljesen elkiiloniilt fag-torzset kapjunk. A tisztitasi folyamatok végén ismét
meghataroztuk a fag-titert, amely értéket a kiindulasi térfogatnak, a higitas mértékének és a
baktérium-gyepen megjelent plakkok szamanak 0sszeszorzasaval kaphatunk meg.

A tisztitasi folyamat végeztével a fag-szuszpenzid egy része késdbbi felhasznalas céljabol

konzervalasra kertilt (25 % glicerin; -80 °C)
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4. Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalat

A tisztitott torzseket morfologiai vizsgalatnak vetettiik ala. Ehhez a mintakat 1,5 w/v%-0s
foszfo-wolfram-savval festettiik, majd transzmisszios elektronmikroszkopot (TEM) (JEM-
1400 Flash TEM (JEOL, USA)) hasznaltunk. Vizsgalatainkat a Pécsi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Karanak, Kozponti Elektronmikroszképos Laboratériumaban
végezhettiik el.

A kisérlet elokészitését egy korabban leirt protokoll alapjan végeztiik (Horvath és mtsai., 2020).
Ennek soran 10 pl-t cseppentettiink az elézetesen tisztitott magas titerti (10° PFU/ml) fag-
szuszpenzidokbol formvar-hartyaval bevont réz gridekre (Pelco Grids, Kanada). 15 perces
szobahdémérsékleten torténd inkubdlast kovetden a felesleges folyadékot szlirdpapir
segitségével szivattuk le a grid felszinérdl. Ezt kdvette a 40-45 masodpercig tarté 10 pl-es 1,5
w/v%-0s foszfo-wolfram-savas negativ festés (6. abra). A felesleges festéket szlirépapir csikkal
tavolitottuk el majd szobahdn szaradni hagytuk.

A vékuumba helyezett mintdinkat 80 kV gyorsito fesziiltség mellett vizsgaltuk. A bakteriofagok

crer

6. Abra: A foszfo-wolfram-savas negativ festés menete. (Sajdt fot6)

5. Teljes fag-genom izolalas
Morfologiai vizsgalatok mellett genomikai analizist végeztiink a két fag-izolatumon. Ehhez a
bakteriofagok teljes genomjanak extrakcidjara volt sziikség. A DNS-izolalasat a Texas A & M
University, Fag Technologiai Centruma altal leirt modon végeztiik el (Gill, 2011). A fag DNS
1zolalas 1épéseit a kdvetkezd modon €s sorrendben hajtottuk végre: minden fag-szuszpenzidbol
1,2-1,2 ml-t Eppendorf csdvekbe pipettaztunk, melyekhez 10 pl, 1 mg/ml-es DN-azt (Thermo
Fischer Scientific, USA) és 10 ul, 1 mg/ml-es RN-azt (Sigma-Aldrich, USA) adtunk, majd 30
percig inkubaltuk 37°C-on. A DN-az ¢s RN-4az aktivitas leéllitasa végett 100 ul 0,5 M-os, pH
8-as EDTA (Thermo Fischer Scientific, USA) oldatot adtunk, amelyet 10 perc, 75°C-0S
inkubalas kovetett (Biosan, Heatng/Cooling dry block, CH-100, USA). A szabad DNS vagy
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RNS molekula eliminalasi 1épést kovetden felbontottuk a rendszerben 1évd intakt fagokat 20
ul, 20 mg/ml-es proteindz K (Sigma-Aldrich, USA) oldat adasaval és egy ords inkubacioval (37
°C). Ezek utan az eppendorf cs6 tartalmat ketté¢ osztottuk (600-600 pl) és a két keletkezett
mintdhoz 60-60 pl, 7,5 M-os ammonium-acetat oldatot adtunk, amely a DNS-molekulak
aggregatumait hozza létre a szuszpenzidban, ezzel megkonnyitve a pellet precipiticio
folyamatat. A bennmaradé fehérjéket 600 pl fenol-kloroformos (Sigma-Aldrich, USA) kicsapas
segitségével tavolitottuk el, 10 perces 13 000 RPM-0s centrifugalas soran. A centrifugéléast
kovetden mindegyik csérél 500 pl feliiluszokat (DNS tartalmt fazis) atpipettdztunk steril
Eppendorf csovekbe, és ezekhez 1 ml 96%-os etanolt (Molar Chemicals, Magyarorszag)
adtunk. Annak érdekében, hogy a DNS megfeleléen lecsapddjon a cs6 falan, 2 6ran keresztiil,
-20°C-on inkubaltuk azokat. A kicsapddott DNS-t 15 perces, 12 000 RPM-es centrifugéléassal
tlepitettiik, majd a tomény etanolt ledntottik és 1 ml 70%-0s etanolban (Molar Chemicals,
Magyarorszag) kétszer mostuk a pelleteket (5 perc, 12 000 RPM). A mosas végeztével az
etanolt leontottiik és 2-3 oran keresztiil, szobahdmérsékleten (20-25°C) szaritottuk (7. dbra).
Végiil 20 ul nukledz mentes vizben (Thermo Fischer Scientific, USA) visszaoldottuk az izolalt
fag DNS-eket és felhasznalasig -20 °C-on taroltuk azokat (Horvdth és mtsai., 2020).

Az izolalt fag DNS-eket agaroz gélelektroforézissel tettiik lathatova. Ehhez 1% agar6z
(Invitrogen, UK) gélt ontottiink 1x TAE pufferben. A futtatashoz Bio-Rad Power Pac 300 (Bio-
Rad, USA) tapegységet hasznaltunk 140V-on, 45 percen keresztiil. A futtatas végeztével a gélt
5 mg/ml-es etidium-bromiddal (Acros Organics, USA) festettiik meg, majd UV fény alatt tettiik
lathatova az izolalt fag DNS-t.

7. Abra: EDTA-val térténd inkubalas 70 °C-on (balra); DNS-pelletek szaritasa szobahdmérsékleten
(k6zépen); EtBr-dal festett DNS-extraktumok UV-fény alatt (jobbra). (sajdt foték)
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6. Bakteriofag genomok szekvenalasa és genomikai elemzése

A DNS-izolatumokat a PTE SzKK Bioinformatikai Kutatdcsoportjahoz kiildtiik szekvenalasra,
ahol az elokészitésére Nextera XT Library Preparation Kittet (Illumina, San Diego, CA, USA)
alkalmaztak. A szekvenaldshoz a MiSeq Reagens Kittet v.2 (2x150 bp) (Illumia San Diego,
CA, USA), valamint az Illumina MiSeq szekvenalot (Illumina, San Diego, CA, USA)
hasznaltdk fel. A nyers szekvencidk Osszeillesztése MyPro szoftver segitségével tortént. Az

ebbdl kapott nyers FASTA fajlokat a RAST szerveren (https://rast.nmpdr.org/, 2022.10.04.)

annotaltuk. A megszekvenalt fagok genomtérképét a CLC Sequence Viewer v.8 (CLC bio,
Aarhus, Denmark) segitségével abrazoltuk. A nyitott leolvasasi kereteket (open reading frames,
ORF) a GeneMarkS program segitségével erdsitettik meg (Besemer, 2001). Bizonyos
fehérjekodolod szekvencidk felkutatasat a teljes fAg-genomban és a homoldgia-elemzéseket az
NCBI adatbazis BLASTn és BLASTx eszkozeivel (https://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi;
2022.10.07.) hajtottuk végre.

16


https://rast.nmpdr.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

IV. Eredmények és értékelésiik

1. Bakteriofagok izolalasa szennyvizmintakbal
A Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont (NNK) altal biztositott 27 szennyvizminta koziil
mindegyik tartalmazott litikus aktivitassal rendelkezd bakteriofdgokat az dltalunk vizsgalt K.

pneumoniae K64-es tokitpusa ellen (8. dbra).

8. Abra: A Petri-csészéken jol lathato, hogy a szennyvizminta izolatumok mindegyike tartalmazott

litikus fagot a célbaktériummal szemben. A szennyvizmintak (1-27) balrol jobbra sorba rendezve

lettek kicseppentve a baktériumgyep feliiletére. (sajat fotok)

Némely minta esetében a feltisztulasi zonak (plakkok) koriil halo-zonak is kialakultak. A halo-
zondk korbeveszik a naluk jobban attetsz0 feltisztulasi zonakat. Ebben a régidoban a
dekapszulalt baktériumok talalhatdoak meg, melyek a bakteriofagok szolubilis tok-depolimeraz
enzimkészletének estek aldozatul. A 37 °C-on, 12 6raig inkubalt tenyészetekben a feltisztulasi
zOnak atmérdje mindegyik minta esetében nagyjabol 10 mm volt. A halo-zoénak ugyanilyen
korilmények kozott eltérd méretlick voltak: szélességik 2-4 mm kozott valtozott a
baktériumgyepen. Céljaink kozott szerepelt egy diffuzibilis és egy nem diffuzibilis
depolimerazzal rendelkezd fag izolalasa és karakterizéldsa, ezért a 3-as és 4-es mintdkat

tisztitottuk tovabb elkiiloniilt fagtérzs nyerése végett.

2. Bakteriofagok jelenlétének detektalasa, PFU meghatiarozas,
Annak érdekében, hogy egyéni fagklonokhoz jussunk sziikség volt a kapott bakteriofag-
szuszpenziok tisztitasara. Ehhez elsé korben fagszuszpenzidk titerének meghatarozasara volt

sziikségiink. A fagok titerét 1 ml térfogatra hataroztuk meg. T6bb minta esetében is mutatkozott
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magas fag-titer, azonban a legmagasabb értékeket (10° PFU/mI) a 3-as, illetve 4-es szuszpenzid
esetében kaptuk. Ezért ebbdl a két mintabol végeztiik a tovabbi tisztitdsokat top agaros

modszerrel.

3. Fagklonok tobb lépcsos tisztitasa

Miutan végig vittiik a 3-as illetve a 4-es mintabdl a 3 koros tisztitasi folyamatot két karakteresen
elkiilontild fagtorzset kaptunk, melyeket ,Kp K64 3 2”-nek és ,Kp K64 4 27”-nek
neveztlink el. A ,,Kp K64 3 2” diffuzibilis tok depolimerazzal rendelkezik (9. dbra), amely a
feltisztulasi zona koriil egy homalyos kort alkot. A ,Kp K64 4 2” plakkjai koriil ilyen
feltisztulasi zona nem figyelhetd meg. A tisztitasi folyamat végén a két torzs szuszpenzidja
stabilan tartotta a 10° PFU/mI értéket, ami stabilitasukra utal, masrészt konnyiti a veliik végzett
késobbi munkakat.

9.4bra: (A): Kp_K64_3 2 plakkok a top-agaron. Jol lathato a feltisztulasi zonékat koriilvevo vastag
halo-zona (nyil); (B): Kp_K64_4_2 plakkok top-agaron. Jellemzé a kisebb feltsiztulasi zona, halo-

zona nem mutatkozik. (sajat fotok)

4. Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalat
A bakteriofagok morfologiai jellemzését transzmisszids elektronmikroszkoppal valositottuk
meg. A kapott képek alapjan a fagok legtobbje jo eséllyel besorolhatd. Az
elektronmikroszkopos vizsgalat eredményeként a Kp K64 3 2 a Podoviridae viruscsaladba,
illetve a Caudovirales rendbe, vagyis a farkos bakteriofagok kozé tartozik. A megkozelitéleg
60 nm atmérdji feji régio mellett ez a fag egy nagyon rovid farki régioval is rendelkezik (ICTV,
2023). A masik fag ezzel ellentétben hossza, flexibilis farki régioval és szintén egy

megkozelitéleg 60 nm-es atmér6jii feji résszel rendelkezik, ennek alapjan szintén a
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Caudovirales rendbe tartozoként azonositottuk, a hossza farki régié pediga renden beliil a

Siphoviridae fagok jellemzéje (10. dbra).

200 nm : 200 nm

% JEM-1200EX IIF 80 kV 100000 x ﬁ JEM-1200EX Il 80 kV |100000 x

10.. Abra: (A): A Podoviridae csaladba tartozo Kp K64 3 2-es és (B): a Siphoviridae-hez
tartozo Kp K64 4 2-es bakteriofag virionok. (sajdt felvétel)

5. Bakteriofagok genomikai analizise

A fagokbol tortént DNS kivonast kdvetden a genetikai anyagukat megszekvenaltuk, majd
elemeztiik. A Kp K64 3 2-es genom 48709 bazisparbol all és G+C tartalma 57,97%. Mig a
Kp_K64_4 2-es esetében 49717 bp méretii mig G+C tartalma 50,31%. A CLC Sequence
Viewer v.8 (CLC bio, Aarhus, Denmark) lehetové tette szamunkra a RAST szerveren tortént
annotalt a genomok alaposabb gén szintli analizisét. A Kp K64 3 2 esetében 80, mig a 4 2
esetében 59 open reading frame-t (ORF) kiilonithetiink el. Ezekbdl a 3 2-nél 20 a pozitiv
szalon, mig 60 a negativ szdlon irdédik at. A 4 2-nél 23 irodik at a pozitiv szélon és 36 a
negativon.

A genommal kapcsolatos alapvetd ismeretek megszerzését kovetden az NCBI adatbazisaban
homologia-elemzést végeztiink, hasonld faggenomokkal. A homologia-elemzés soran olyan
OREF régiok altal kodolt fehérjék funkcioira is fény deriilt, amelyek azel6tt ismeretlenek voltak.
Az ORF-eket ezekutan funkcid szerint klaszterekbe rendeztiik, majd ezeket szinnel jeloltiik
(11.-12. abrdk).

Mindkét virus esetében azt tapasztaltuk, hogy a genom elsé néhany ORF régioja kddolja a fagok
strukturfehérjéit, illetve azok ,,0sszeszereléséért” felelds enzimeket. A struktirfehérjék kozott
sikeresen azonositottuk a feji régioit burkold kapszid-fehérjéket, illetve a farki régiot felépitd
elemeket, melyek végéhez kapcsolddo fehérjeszalak a fag gazdasejtbe vald bejutdsat teszik
lehetové. Szakirodalmi adatok szerint ezen fehérjeszalak tartalmazzak az esetek tobbségében a

tok depolimeraz enzimeket (Knecht és mtsai., 2020).
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12. Abra: A Kp K64 4 2 fag linearis genomtérképe feltiintetve a kiilonboz6 funkcioju fehérjéket
kodold ORF régiokkal. (Forras: https://phaster.ca/submissions/ZZ_6570d12d69)

A struktarfehérjéket, 6sszeszereld fehérjéket s chaperonokat mindkét fagban a kiszabadulasért

felelds fehérjék kovették. Mindkét fag esetében jelen volt a holin, endolizin és spanin enzim is.
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Az utdbbiak szerepe nem a baktériumsejt lizis€ben, ¢és ezzel az Ujonnan termelddott
fagpartikulumok kijutdsdban van, ahol is a holin egy pdrusformélé enzim, az endolizin a
peptidoglukan sejtfalat bont6d enzim, mig a spanin membranrétegeket emészté enzim (Young,
2014). Mindkét genomban azonositasra keriiltek tovabba DNS-replikacidért, valamint annak
modifikalasaért felelos enzimek (pl. primaz, helikdz, egyszali DNS-t k6to fehérjék (SBP)). A
kiilonb6z6 funkcioji fehérjékre és az azokat kodold ORF-régiokra hivatott egy-két példat

bemutatni a kovetkez6 tablazat:

1. Tablazat: A két fag-genom Osszehasonlitasa egy-egy ORF région és az altala kodolt fehérjén
keresztiil. Kékkel kiemelten egy-két strukturfehérje, illetve azok 6sszeszereld elemei vannak
feltlintetve. Narancssargaval a kiszabadulasért felelds fehérjék, pirossal a DNS-replikacioért felelds

fehérjék, valamint z6lddel a potencialis tok depolimeraz enzimek vannak feltiintetve. (Sajdt

szerkesztés)
Kp_K64_3 2 Kp_K64_4 2
Pozicio Kédolt fehérje Pozicio Kadolt fehérje
Farki régio Farki régio
Osszeszereléséért Osszeszereléséért
ORF4 ‘ ORF ‘
felelos fehérje (tail felelos fehérje (tail
assembly protein) assembly protein)
ORF5 kis farki régio ORF5 kis farki régio
Terminéaz na Termindz -na
ORF22 = ORF19 v
alagysége alegység
Terminaz kis Terminaz — kis
ORF23 ORF22
alegysége alegység
ORF62 potencialis spanin ORF38 potencialis endolizin
. o potencialis Rz-szerti
ORF63 potencidlis endolizin ORF39 )
spanin
ORF64 potencialis holin ORF40 potencialis holin
ORF74 DNS helikaz ORF51 DNS helikéz
ORF76 Primaz ORF49 Primaz
Potencialis tok Potencialis tok
ORF80 : ORF59 :
depolimeréz depolimeréz

21



Tovabbi kutatasaink szempontjabol érdekes a gyanithatéan tok depolimerazt kodoloé enzimeket
koédold gének szerepe, mivel azoknak kulcsfontossagu szerepe van a fertdzés sikerességében.
Ezek az enzimek a kiilonboz6 fag-torzsek kozott nagyban eltérnek egymastol (Pertics és mtsal.,
2021). Ezért azonositasuk a rendelkezésre allo adatok limitaltsaga miatt nehézkes. A véletlen
ugy hozta, hogy a mindkét fag esetében szekvenciaik végén, illetve elején voltak megszakadva
ezen gének. A faggenom két végén megtalalhatd hipotetikus fehérjékre szintén homologia
elemzést végeztiink az NCBI adatbazisban (BLASTn). Az NCBI honlapjan végzett homologia
elemzgés soran valoszintsithettiik, hogy ezek a potencialis depolimerazokat kodolo szekvencidk,
melyek koziil a potencialis profag endo-N-neuraminidaz (Klebsiella michigensis) 54%-0s
genomjaban utolsoként elhelyezkedd 80. ORF régid 61,54%-o0s egyezést mutatott a Klebsiella
fag BMac depolimeraz enzimével (13. abra). A Kp K64 4 2 esetében a genom elsd €s utolso
génszakaszai 100%-0s egyezést mutattak egy endoszialiddz enzimkomplex chaperon
fedeztiink fel egy szénhidratk6to-domént tartalmazo fehérjével, ami feltehetéen depolimeraz

aktivitasa (/3. dbra).

2 -?I‘ 4 :I-Z‘! ".-?\'.'-‘: '- = 'JI-}I ) '.'--}Ipl
Ko_K54_3 2 « - —— < - -
12320 ) ) -+.r:_ ) 1 ) ) -:I_:-: . . 18 000 ‘ : | ..z:u-}:‘:u
Ke_KGd_3_2 __+__ —_— = ~- —q
. 22 oo o ] ..\.1:0._ _<: - }'.'i'-\f".'-_{:l ) L | o .._:-, ]o_ - g .1-2;30
Ko_KB4_3.2 - e e e e
. . . s."c;l . * sdi‘- . kixl:_ \l_ J&}J\'.-. — 0 050
Ko K043 2 (4 —-2-)— ) — ) — ) - — ) —— ¢ -
: oo 44020 000 45000
Ko K54 3 2 I —C-—'ﬁ—_-‘-_'—_--—.

13. Abra: A Kp K64 3 2 bakteriofag genomtérképe, melyen sotétzolddel a fag struktarfehérjéket,
sargaval az ismeretlen funkcioju fehérjéket; vilagos kékkel a fag dsszeszerelésért felel0s fehérjéit;
pirossal a DNS-replikacio, illetve fehérjeszintézisért felelds fehérjéit; vilagos zolddel a kiszabadulasért
felelOs fehérjéit és végiil rozsaszinnel a potencialis depolimeraz enzimeket kodold szekvenciakat

tiintettiik fel. (v.8 CLC Sequence Viewer)
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14. Abra: A Kp K64 4 2 bakteriofag genomtérképe, melyen sotétzolddel a fag struktirfehérjéket,
sargaval az ismeretlen funkcidju fehérjéket; vilagos kékkel a fag 6sszeszerelésért felelds fehérjéit;
pirossal a DNS-replikacio, illetve fehérjeszintézisért felelds fehérjéit; vilagos zolddel a kiszabadulasért
felelos fehérjéit és végiil rozsaszinnel a potencialis depolimeraz enzimeket kodolo szekvenciakat

tiintettiik fel. (v.8 CLC Sequence Viewer)

V. Diszkusszio

A dolgozatomban jellemzett két bakteriofagot a K64-es toktipussal rendelkez6 K. pneumoniae
referencia torzs (CIP80.47) ellen izolaltuk. Ennek jelentdsége, hogy az ezzel a toktipussal
rendelkez6 K. pneumoniae izolatumok epidemioldgiai jelentéséggel birnak. (Eckstein és mtsai.,
2021) Az elébb emlitett szerotipus altal okozott fertdzések az eddigi irodalmi adatok alapjan
foleg Eszak-Afrikara, illetve Azsia egyes pontjaira koncentralédnak. Viszont az a tény, hogy
minden egyes altalunk vizsgalt szennyvizminta tartalmazott litikus bakteriofdgot a K64-es
toktipusu K. pneumoniae-vel szemben, alatimasztja ennek a toktipusnak a széles elterjedtségét
a hazai kornyezetben is. Ennek jelent6sége abban all, hogy (i) lévén a K. pneumoniae
izolatumok kozt az antibiotikum rezisztencia géntranszfer révén hatékonyan képes
megvalosulni; (ii) tovabba a K64-es toktipussal rendelkez6 K. pneumoniae izolatumok
potencialis korokozok az irodalmi adatok alapjan; és (iii) a K. pneumoniae esetében felettébb
hatékony a géntranszfer révén torténd antibiotikum rezisztencia felvétel. Ezen tények azt
sugalljak, hogy a kozel jovében hazai viszonylatban is varhat6 a rezisztensebb Ko64-es
toktipussal rendelkez6 MDR K pneumoniae izolatumok megjelenése, amelyet tovabb fokoz a
panrezisztens afrikai és azsiai térzsek behurcoldsanak varhato végbemenetele is.

A fentiek tudataban célunk volt olyan hatékony bakteriofagok izolalasa, melyek ezen toktipust
hatékonyan képesek felismerni és a kdrokozot eliminalni.

A két vizsgalt fag (Kp K64 3 2 és Kp K64 4 2) mar plakk morfologia alapjan eltér
egymastol. A Kp K64 3 2 esetében a plakk koriil egy karakteres halo-zona volt
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megfigyelhetd, mig a Kp K64 4 2 ez nem volt lathat6. Ennek magyarazata a diffuzibilis tok
depolimeraz termelésének képessége vagy éppen annak hidnya.

Transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgalataink hatdrozott morfoldgiai kiilonbségeket
tartak fel a két izolalt torzs fagjai kozott. Ennek alapjan nagy valoszinliséggel a Kp K64 3 2
a Podoviridae, mig a Kp K64 4 2 a Siphoviridae csaladba tartozik. A két fenti eredményiink
megerdsiti azt a korabbi megfigyelést, hogy a diffuzibilis depolimeraz enzim termelés és igy a
halo-zona kialakulasa a Podoviridae csalad karakterjegye (Knecht és mtsai., 2020).

A két ujonnan izolalt fagon végzett genetikai elemzésekkel kimutattuk, hogy habar a fontos fag
struktirgének mindkét esetben megvannak, de az egyes funkcidkat kodolo szekvencidk jellege
¢s sorrendje eltér. Mindkét bakteripofagban sikeriilt azonositani azon génszakaszt, mely a
poliszacharid depolimeraz enzim teremléséért tehetd feleldssé.

Koréabbi szakirodalmakban leirtdk, hogy a tok depolimeraz enzimek sikeresen alkalmazhatdk
biofilmek gyengitésére és ezzel a baktériumok sebezhetdévé tehetdk az immunrendszer vagy
egyeb detergensek szdmara és potencialis alapjai lehetnek 1) tipust antimikrobas szereknek.

A kozeljovoben tervezziikk a két azonositott depolimerdz enzim expresszidjat és alaposabb
funkcionalis analizisét. A depolimerdzok biotechnoldgiai modositdsa alkalmassé teheti dket
egy komplettebb, de még hatékony molekulaszerkezet eléréséhez, vagy esetleg tobb toktipus
bontasara képes hibridmolekulak létrehozdsara. Emellett nem elhanyagolhatd az esetleges
diagnosztikai felhasznalasuk sem, hiszen a jelenlegi K. pneumoniae tok sztereotipizalasa

felettébb koltséges.

V1. Jovobeni tervek

A jovoében folytatni kivanjuk a két fagtorzs jellemzését, amely egyrészt mas szekvenalt
fagokkal valod rokonséagi fok kideritésére koncentral, valamint hatasspektrum vizsgéalatokat
terveziink végezni eltérd toktipussal rendelkezé K. pneumoniae izolatumokon. Meg kivanjuk
tovabba vizsgalni annak lehetdségét is, hogy allatkisérletes modellben alkalmazhatok-e a fagok
terapias vagy prevencios célzattal.

Emellett a tok depolimerazok funkcionalis analizisét is tervezziik elvégezni.
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