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l. BEVEZETES

A Klebsiella pneumoniae egy oportunista, Gram-negativ, palcika alaka baktérium, amely az
Enterobacteriaceae csaladba tartozik. Egészséges egyének légutaiban ¢és székletében
megkozelitdleg 5%-ban fordul el6. Az Escherichia coli utan orvosi szempontbdl a masodik
legfontosabb baktérium az Enterobocteriaceae csalad tagjai kozil.

Fontos korhazi eredetli (nozokomialis) patogén, amely gyakran szepszist, sebfert6zést,
hagyuti fertézést, hasiiregi fertézést vagy tiidégyulladast okoz, immunszupresszalt betegekben.
Szintén fontos patogén a kozoOsségben szerzett fertdzd betegségek kozott, igy példaul a
kozosségben szerzett pneumoniaban. Szamos virulencia faktor segiti a K. pneumoniae torzsek
fertdzoképességét és tulélését egy adott gazdaszervezetben. Podschun és Ullmann (1998) a K.
pneumoniae torzsek esetén négy fontos virulencia faktort emlit: (1) a tokot, amely meggatolja a
fagocitozist; (2) a lipopoliszacharidokat (LPS), amelyek hatdstalanitjdk a gazdaszervezet szérum
komplementrendszerét; (3) a fimbridkat, amelyek az adhézidban és a biofilm képzésben vesznek
részt; valamint (4) a szideroforokat, amelyek elOsegitik a vas felvételét a gazdaszervezetbol.

A Klebsiella fajok jellemzésére kiilonb6z6 modszerek 1éteznek, mint példaul biokémiai
tesztek, antigén specificitasi vizsgalatok, bakteriofag-tipizalds, bakteriocin érzékenységi vagy
termelési vizsgalatok €s molekularis tipizal6 mddszerek. A leggyakrabban hasznalt fenotipusos
vizsgalatok, a fimbria- és a biofilm képzés, a sziderofor termelés, a szérumrezisztencia és a
hipermukoviszkozitds (HMV) tesztelés. A HMV-fenotipust a tokot felépitd poliszacharid
molekuldk hélozata okozza, amely megnovekedett viszkozitast eredményez, igy ez szintén fontos
virulencia faktor. Ezen megnovekedett viszkozitas foként a Kl-es és a K2-es tokszerotipussal
rendelkezé K. pneumoniae torzsek esetén fordul eld, ezért ez a két tokszerotipus a leginkabb
patogén torzsekre jellemzd. A molekularis tipizalé6 modszereket két nagy csoportra oszthatjuk, a
protein-, és a nukleinsav-alapu vizsgalatokra. Ezek célja a torzsek egymastol valo elkiilonitése
genomialis DNS szekvencidjuk €s organizacidjuk alapjan. Az utobbi években szamos molekularis
tipizald6 modszert hasznaltak a Klebsiella fajok altal okozott idébeni és foldrajzilag eltérd
fert6zések 0sszehasonlitod vizsgalatara. A leggyakrabban hasznalt molekularis tipizalé modszerek
kozott a plazmid profil vizsgalat, a polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR), a
pulzaltatott-mezejii gélelktroforézis (pulsed-filed gel electrophoresis, PFGE) és a teljes genom
szekvenalas szerepel.
nagymértékben neheziti, hogy izolatumai kozott gyakori a kiterjedt-spektrumu B-laktamaz

(extended-spectrum P-lactamase, ESBL) és a metallo-B-laktamaz termelés. Ez a tény klinikai



szempontbol fontos, hiszen az antibiotikum rezisztens patogének jelenléte korhazi koriilmények
kozott nozokomidlis fertézések kitdrését okozhatja.

Az antibiotikum rezisztencia sokszor transzmisszibilis plazmidokon kodolt, igy hasonléan
egyes virulencia faktorokhoz, ezen tulajdonsag is horizontalis géntranszferrel hatékonyan képes
terjedni az izolatumok kozt. A patogének talélése szempontjabol nélkiilozhetetlen a kiilonbozo
rezisztencia gének ¢és virulencia faktorok jelenléte, amelyek szerepét egyes tanulmanyok is
megerdsitették K. pneumoniae torzsek patogenezisében, kiilonboz6é infekciok soran. A
nozokomialis fert6zések kozel 80%-at multirezisztens (multidrug-resistant, MDR) K. pneumoniae
torzsek okozzak. A harmadik generacios cefalosporinokat (pl. cefotaxim, ceftazidim és ceftriaxon)
1980 ota hatékonyan hasznaljak nozokomialis fertézések kezelésére. A talzott cefalosporin
hasznalat azonban azt eredményezte, hogy a korhazakban cefalosporin-rezisztens
baktériumtorzsek jelentek meg, foként az Enterobacteriaceae csaladon beliil. A B-laktam
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia Kkiterjedt-spektrumti  B-laktamaz (ESBL) gének
expresszidjat okozta. Az Enterobacteriaceae csalad tagjai koziil a K. pneumoniae mutat
legnagyobb mértékben ESBL-produkciot. Szamos tanulméany szerint az ESBL-termeld K.
pneumoniae torzsek Azsidban, Eurdpaban és Eszak-Amerikaban fordulnak eld a legnagyobb
szamban. Az ESBL-termelés a f-laktamazokat kodolo gének mutacioja révén keletkezik. Ezek az
ESBL-termelé K. pneumoniae torzsek a legtobb antibiotikummal szemben rezisztensek, igy
kezelési lehetdségiik nagymértékben korlatozott. Az egyre aggasztobb méreteket 61td, vilagméretli
trendek miatt, napjainkban a kutatok tobb alternativ kezelési lehetdséget vizsgalnak, amelyek
hasznalata képes lehet visszaszoritani ezen fertézések kialakulasat, és hatékonyak lehetnek
terapias kezelések soran is. A szdmos alternativ kezelési lehetdség koziil a bakteriofagok, a
novényi kivonatok és a kiilonb6z6 nanopartikulumok alkalmazasa a legfontosabb.

A bakteriofagok (vagy roviden fagok) olyan virusok, amelyek baktériumokat képesek
fert6zni. A fagokat els6ként 1859-ben Ernest Hankin fedezte fel. Megfigyelte, hogy a Gangesz
folyobol nyert és megfeleld sziiron atsziirt viz, baktériumolé képességgel rendelkezett Vibrio
cholerae ellen. A fagok felfedezése azonban két masik kutato, Frederick Twort (1915) és Felix
D’Herelle (1917) nevéhez fiizédik, akik egymastol fiiggetleniil fedezték fel, hogy 1éteznek olyan
kisméretti partikulumok, amelyek baktériumok lizisét okozzak. D’Herelle tovabb tanulmanyozta
ezen partikulumokat, elnevezte azokat bakteriofagoknak és terapias alkalmazhatosagukat is
vizsgalta, igy Ot tekintjiik a fagterapia atyjanak.

A fagok kisebb-nagyobb mértékben, de mindeniitt eléfordulnak a kornyezetben ahol
baktériumok taldlhatok. Egyes szerzék szerint a szdmuk 103!-re tehetd a Foldoén. A Virusok

Nemzetkozi Taxonomiai Bizottsdga (International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV)
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szerint karakterisztikajuk alapjan a virusokat rendekbe, azon beliil pedig csaladokba sorolhatjuk.
A csaladok tovabb oszthatok nemzetségekre, a virusok genomjanak szervezddése és mérete
alapjan. A fagoknak tobb mint 90%-a rendelkezik farokkal, igy a Caudovirales rendbe sorolhatok.
Ezen fagok duplaszali DNS-t tartalmaznak €s farok hosszuk alapjan harom csaladra oszthatok. A
Myoviridae csaladba hosszt, kontraktilis; a Podoviridae csaladba nagyon révid; a Siphoviridae
csaladba pedig hosszl, nem kontraktilis farokkal rendelkez6 fagok tartoznak (1. abra). A legtobb
Caudovirales rendbe tartoz6 fag fejének alakja ikozahedralis, ebben talalhaté a DNS-iik, amelyet
kapszid burok vesz koriil. Altalaban a duplaszald DNS-t tartalmazé fagok genomjanak mérete
nagyobb, mint 15 kbp, amely a virion struktirajanak és a genom szervezédésének koszonhetden a
fejrészben tomorodik Ossze. A Myoviridae csaladba tartozd fagok genomjanak mérete a
legnagyobb (> 125 kbp), a Siphoviridae csaladba tartozo6 fagok genomjanak mérete pedig altalaban
nagyobb, mint 20 kbp.

Siphoviridae

1. Abra: A Caudovirales rendbe tartozo bakteriofagok morfolgiai jellemzdi. A Myoviridae
csaladba hosszt, kontraktilis; a Podoviridae csaladba nagyon rovid; a Siphoviridae
csaladba pedig hosszl, nem kotraktilis farokkal rendelkezdé fagok tartoznak (Forras:
thebacteriophages.org).

A bakteriofagok életciklusuk alapjan két f6 csoportra oszthatodk, litikus (replikéacid litikus
ciklussal) és lizogén (replikacié litikus és lizogén ciklussal). Létezik egy harmadik kevésbe
gyakori csoport, a filamentozus fagok csoportja, amelynek tagjai alland6 vagy tartos fertézést
okoznak a baktérium gazdaszervezetben, lizis vagy a gazda genomjaba val6 integralddas nélkiil.

2

A fagok litikus ciklusa, amelyet altalaban a fagok ,,reproduktiv ciklusanak™ is neveziink, 6t
szakaszra oszthatd: (1) adszoprcid, (2) penetracio, (3) transzkripcid és bioszintézis, (4)
Osszeszerelddés és érés, valamint (5) lizis. A lizogén ciklus elsé két 1épése (adszorpcio és
penetracio) azonos a litikus cikluséval, azonban ebben az esetben a fag DNS-e nem azonnal

replikalodik vagy expresszaldédik. Ehelyett a fag genomja rekombindlodik a bakteridlis



kromoszoma egy meghatarozott, vagy ¢éppen random szakaszaval, ¢és igy a fag DNS-e
beintegralddik a gazda kromoszomajaba.

Fagterapias szempontbol a litikus fagok nagy jelentdséggel birnak, ugyanis szaporodasi
mechanizmusuknak készonhetéen egyedi modszert kinalnak a bakterialis fertézések kezelésére.
Nagy el6nyiik, hogy specifikusan képesek fertézni egy meghatarozott gazdabaktériumot,
elpusztitva annak antibiotikum rezisztens valtozatait is. Szamos tanulmany foglalkozik a
bakteriofagok sikeres, terapias felhasznalasaval, mind emberekben, mind allatokban kialakulo,
kiilonbozé fertézések kezelése kapcsan. Emellett nagy jelent6séggel bir a fagok biokontrollként
valo felhasznalasa is, amelynek soran a kérnyezetben vagy kiilonb6z6 élelmiszerekben eléfordulo
patogének felszaporoddsanak megelézése a cél. Nyers élelmiszerekben ilyen példaul a
Campylobacter jejuni ¢és Listeria monocytogenes ellen hatdo fagok alkalmazasa. Az
allattenyésztésben is hatékonyan alkalmaznak kiilonbozé fagokat Campylobacter jejuni,
Escherichia coli és Salmonella typhimurium altal okozott fert6zések ellen. Akvakultarakban
Lactococcus garvieae és Vibrio anguillarum torzsek altal okozott fertézések ellen, valamint a
novénytermesztésben Erwinia amylovora és Xanthomonas juglandis torzsek altal okozott
fertdzések kezelése érdekében is felhaszndlnak kiilonboz6 fagokat. A fadgokat terapids célrokra
legkorabban a human gyogyaszatban alkalmaztak, példaul Escherichia coli, Shigella flexneri,
Shigella sonnei ¢s Vibrio fetus (Campylobacter fetus) torzsek altal okozott hasmenés, valamint
Staphylococcus aureus és Streptococcus pyogenes torzsek altal okozott sebfert6zések kezelésében.
A fagterapia soran gyakran alkalmaznak tgynevezett fag koktélokat, amelyek jellemzdje, hogy
tobb 6nmagaban sziikebb spektrumu fagtorzs kombinalasaval késziilnek, de egyiitt alkalmazva,
egy szélesebb gazdaspecificitas érheté el hasznalatukkal. A fagterapianak vannak elényei az
antibiotikum terapiaval szemben: (1) gazdasagos €és hatékony a multirezisztens baktériumokkal
szemben, (2) biztonsagos, mivel specifikusan csak a célbaktériumra hat, (3) a kezelés sordn
egyetlen dozis beadasa IS elegendd lehet, a fagok Onreprodukald képessége miatt.
Alkalmazhatosagukat azonban szamos tény korlatozza, mint példaul a mutacié kovetkeztében
létrejovo fag-rezisztens baktérium klonok kialakuldsa. A mutacié soran a fag nem képes
megtapadni a célbaktérium felszinén, melynek okai: (1) valtozas kovetkezik be a receptor
struktirajaban, vagy (2) hozzaférhetoségében, (3) lecsokken vagy teljesen megsziinik a
receptormolekuldk termelése.

Az illéolajok olyan ndvényi kivonatok, amelyek nagy szdmban tartalmaznak bioldgiailag
aktiv komponenseket. A modern tudomany szamos ill6olaj antibakterialis, antifungalis, antiviralis,
inszekticid, tumorellenes és antioxidans hatasat igazolta. Antibakterialis tulajdonsagaik miatt

egyre sz€lesebb kdorben alkalmaznak kiilonbdz6 illdolajokat terapias és élelmiszertartositasi céllal.
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Az antibiotikumrezisztencia terjedése és a globalis egészségligyi problémak kezelése soran az
antimikrobas hatdssal rendelkezd illdolaj-alapti moédszerek kidolgozasa elétérbe keriilt.

A kiilonb6z6 nanopartikulumok antibakterialis hatasanak vizsgalata napjainkban szintén
dinamikusan fejl6d6 kutatasi teriilet. Ezek koziil nagy jelentdséggel birnak a kiillonb6z6 titan-
dioxid nanopartikulumok, amelyek antibakterialis hatast mutatnak vizes kozegben. UV
megvilagitas hatasara a TiO2 molekulakbol eltéré mértékben reaktiv oxigén szabadgyokok, ROS-
ok szabadulnak fel, mint példaul OHe, Ogze-, és H>O>. Ezen ROS vegyiiletek hatasara a
baktériumsejtek membranja, enzimrendszerei és nukleinsavai degradalodnak, igy fejtik ki

antibakterialis hatasukat a kiilonb6z6 TiO2 nanopartikulumok.

Il.  CELKITUZESEK
Kutatasainkhoz 6sszesen 39 Klebsiella pneumoniae izolatumot hasznaltunk fel, amelyeket a
Countess of Chester Hospital (Anglia) Mikrobiologiai Intézete kiildott szamunkra. A
baktériumtorzseket 2010 és 2017 kozott gyiijtotték. A mintdkat vizeletbdl, hemokulturabol,
kdpetbdl és székletbol izolaltak.
Munkam elsddleges célja a szamunkra elkiildott K. pneumoniae izolatumok dsszehasonlitd
vizsgalata volt. Ezen munkdm soran céljaink az alabbiak voltak:
e AKiilonboz6 fert6zésekbdl szarmazo K. pneumoniae torzsek ellendérz6 identifikalasa.
e Az izolatumok virulencia potencidljanak dsszehasonlitasa fenotipusos €s genotipusos
tesztekkel.
o A torzsek rokonsagi kapcsolatanak meghatarozasa.
e Egy kivalasztott, reprezentativ torzs teljes genomjanak megszekvenalasa.
e Négy kivalasztott torzs virulencia potencidljanak 0Osszehasonlitasa kiilonb6zo

allatkisérletes modellekben.

Az utobbi évtized 6ta a karbapenemaz-termel6 Klebsiella pneumoniae térzsek egyre nagyobb
szamban jelennek meg és terjednek el kiilonbozé korhazakban. A terapids lehetdségek
korlatozottak ezen korhazi torzsek ellen, ezért Gjabb modszerek Kutatasa valt sziikségessé. Eppen

ezért célunk volt:
e A Kkisérleteinkbe vont K. pneumoniae torzsek ellen hato, litikus bakteriofagok
izolalasa.
e Az ujonnan izolalt bakteriofag morfologiai jellemzése, hatasspektrumanak tesztelése

és litikus hatékonysaganak meghatarozésa.
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A Dbakteriofdg szaporodasi gorbéjének felvétele, ,time-kill” hatékonysaganak
tesztelése, és biofilm degradald képességének vizsgalata.

e Az Ujonnan izolalt fag teljes genomjanak szekvenalasa.

e A bakteriofag terapias hatékonysaganak vizsgalata allatkisérletes modellekben.

e K¢t alternativ antimikrobas szer — kiilonb6zé illdolajok és titan-dioxid
nanopartikulumok — hatékonysaganak tesztelése egy kivalasztott K. pneumoniae torzs

ellen.

I1l.  ANYAGOK ES MODSZEREK
Kutatasaim soran az alabbi modszereket hasznaltuk a K. pneumoniae torzsek vizsgalatara:

e Biokémiai tesztek és MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization-
time of flight mass spectroscopy, matrix altal segitett 1ézerdeszorpcids/ionizacios
repiilési id6 tomegspektrometria) analizis.

o Antibiotikumprofil vizsgalat (EUCAST 2018-as szabvany szerint).

e Fenotipusos vizsgalatok:

o agglutinacids tesztek,
o biofilm képzés vizsgalata,
o sziderofor termelés,
o szérumrezisztencia,
o hipermukoviszkozitas (HMV) tesztelése.
e Genotipusos vizsgalatok:
o polimeraz lancreakci6 (PCR),
o plazmid izolalas,
o pulzaltatott-mezeji gélelektroforézis (PFGE).
e Sejtinvazids képesség vizsgalata.
o Allatkisérletek (BALB/c tipusu egerek felhasznalasaval):
o tiido infekcids modell,
o intraperitonealis (IP) infekcios modell,
o huagyhoélyag infekcios modell,
o bélkolonizaciés modell.

e Egy kivalasztott torzs teljes genomjanak szekvencia analizise.



A fag kutatas sordn az alabbi modszereket hasznaltam:

e Fag DNS izolalas és restrikcids mintdzat analizis.

e  Transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) vizsgalatok.

e Az izolalt fag hatasspektrumanak és litikus hatékonysagéanak tesztelése.
e A fag szaporodasi gorbéjének felvétele.

e  Time-kill” hatékonysaganak tesztelése.

e A fag biofilm degradalé képességének meghatarozasa.

e Teljes genomjanak szekvenalasa, analizise ¢s filogenetikai vizsgalata.

e A fag terapias hatékonysaganak tesztelése allatkisérletes modellben.

Végiil, az alternativ antimikrobas szerek tesztelése sordn a kovetkezd modszereket

alkalmaztam:

e llloolajok antibakterialis hatasanak tesztelése:
o kicseppentéses modszerrel,
o minimalis  gatlokoncentracid6  meghatarozasa ~ (minimal  inhibitory
concentration, MIC),
o biofilm degradéld képesség vizsgalata.

e Titan-dioxid nanopartikulumok antibakterilis hatdsanak vizsgalata:

o  folyékony kozegben.

IV. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

IV.1. A K. pneumoniae torzsek virulencia faktorainak vizsgalata

A kutatasainkhoz felhasznalt, sszesen 39 K. pneumoniae torzset a Countess of Chester
Hospital (Anglia) Mikrobioldgiai Intézete gylijttte. Szdmos morfoldgiai, fizioldgiai és biokémiai
tesztet elvégeztiink a baktériumtorzsek identifikalasa érdekében. A kiilonb6zo biokémiai tesztek
¢s a MALDI-TOF MS analizis a kapott K. pneumoniae torzsek ellenérzé identifikalasara szolgalt.
Kisérleteinkhez csak azon torzseket hasznaltuk fel, amelyek indol proba, metilvoros-reakcio,
ornitin- és arginin-dekarboxilaz-raekcio soran negativ eredményt mutattak, valamint aktiv
mozgasra nem voltak képesek. Ezek mellett az 0sszes felhasznalt torzs adonit reakcid, Voges-
Proskaeur teszt, citrat-préba, malonat-reakcio, uredz-raekcio és lizin-dekarboxilédz-reakcid soran

pozitiv eredményt mutatott. A térzsek mindegyike képes volt a szachardzt és laktozt fermentalni.
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A biokémiai tesztek eredménye alapjan a K. pneumoniae torzseket egy végs6 MALDI-TOF MS
analizisnek vetettiik ald vizsgalataink megkezdése elott.

Az antibiotikum-érzékenységi teszteket 17 kiilonb6z6 antibiotikum felhasznalasaval végeztiik
el EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing, Antimikrobialis
Szerekkel Szembeni Erzékenységi Vizsgalatok Eurdpai Bizottsdga) 2018-as szabvany szerint,
korongdiffuziés modszerrel. A kisérleteinkbe vont K. pneumoniae térzsek mindegyikre rezisztens
volt penicillinekre, cefalosporinokra, fluorokinolonokra €s a karbapenemek koziil az ertapenemre.
A vizsgalt torzsek 97,4%-a (38/39) tobramicin rezisztenciat mutatott, 92,3%-a (36/39) mérsékelten
érzékeny volt imipenemre €s meropenemre. A torzsek 69,2%-a (27/39) mérsékelten érzékeny volt
gentamicinre és 51,3%-uk (20/39) mérsékelten érzékeny volt amikacinra.

A fenotipusos tesztek alapjan a torzsek ~95%-a (37/39) rendelkezett I-es tipusu fimbriaval,
amely Osszhangban van a genotipusos tesztek eredményével (fimH-1). Az I-es tipust fimbria
eldsegiti a K. pneumoniae torzsek megtapadasat epithelialis sejtek felszinén. II-as tipust fimbrat
a vizsgalt torzsek ~87%-a (34/39) hordozott. Ezen tipusti fimbria elésegiti a baktériumtorzsek
biofilm képzddését biotikus és abiotikus felszineken egyarant. Emiatt fontos szerepe van a biofilm-
asszocialt fertdzések kialakitasaban, példaul katéteres betegek esetén. Az altalunk vizsgalt torzsek
95%-a (37/39) képes volt vasat megkotni a taptalajbol. A gazdaszervezet elsé védelmi vonala a
mikroorganizmusok bejutdsa ellen a vérszérum baktericid hatdsa. Az altalunk vizsgalt torzsek
csaknem fele (46%-a) rezisztensnek bizonyult ezen védekezé mechanizmussal szemben. Az
Osszes vizsgalatainkba vont K. pneumoniae torzs K24-es tokszerotipussal rendelkezett.
Hipermukoviszkozitast, azaz HMV-fenotipust a felhasznalt torzsek 10,3%-a (4/39) mutatott. Ezen
fenotipust az rmpA gén kodolja, amely szintén ebben a 4 izoldtumban volt kimutathato6 PCR
segitségével, 6sszhangban a fenotipusos tesztek eredményeivel.

A vizsgalt karbapenem rezisztens K. pneumoniae toérzsek makrorestrikcios alapu klonalitas
vizsgalatat pulzaltatott-mezejii gélelektroforézis (PFGE) segitségével végeztiik, Xbal restrikciods
endonukledz felhasznélasaval. A 85% feletti hasonldsagot mutato térzsek egy klonhoz tartoztak,
igy a 39 torzset 12 pulzotipusba soroltuk.

A K. pneumoniae 53/3 torzs szekvencia analizise alapjan a genom mérte 5 010 272 bp, G+C
tartalma 51% (azonosité szama: SAMN15956199). A genom 5 671 gént tartalmaz.

Az allatkisérletekben végzett virulencia tesztek soran megallapitottuk, hogy az altalunk
felhasznalt torzsek legtobbje alacsonyabb virulenciat mutatott, mint a kontroll, hipervirulens K.
pneumoniae NTUH-K2044-es torzs. Egy esetben sikeriilt eltérést kimutatnunk arra vonatkozoan,

hogy a torzsek virulencia potencial szempontjabol nem homogének, 1évén a K. pneumoniae 11/3-
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as torzs, az intraperitonealis, 4 x 107 CFU/egér fertézést kovetd 3. napon, a kisérleti allatok
pusztulasahoz vezetett. A tid6 infekcios kisérletek soran az allatok sulyanak csokkenését figyeltiik
meg, a beoltds utdn mar 24 o6raval. A hugyholyag infekcids vizsgalatok soran, a tesztelt K.
pneumoniae torzsek mindegyike (n = 4) fert6zést idézett ¢l6. A fertézést kovetd 10. napon harom
baktériumtorzset sikeriilt visszaizolalnunk az allatok vizeletébdl. A bélkolonizacios vizsgalatok
megkezdése eldtt streptomycinnel eldltiik az egerek normal bélflorajat. Ezek utan a bélkolonizécio
a négy kiilonbozé K. pneumoniae torzzsel atmenetileg volt sikeres, mivel ezeket a 3. hét végére
mar nem tudtuk visszaizolalni az allatok székletébdl.

A sejtinvazios kisérletek soran kimutattuk, hogy a vizsgalt K. pneumoniae torzsek kiilonb6z6
mértékben mutattak pozitiv invazids képességet a T24-es hugyhodlyag sejteken és az INT407-es
bélhamsejteken. Vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a baktériumtorzsek a T24-es sejteken

jelentdsen kisebb mértékben mutattak pozitiv invaziot.

IV.2. Ujonnan izolalt litikus bakteriofag identifikalisa

Az utobbi évtized Ota a karbapenemaz-termelé Klebsiella pneumoniae torzsek
(carbapenemase-producing K. pneumoniae strains, CP-Kps) egyre nagyobb szamban fordulnak
el a korhazakban, amely sulyos, globalis egészségiigyi problémat jelent. A terapias lehetdségek
korlatozottak ezen korhazi torzsek ellen, ezért Ujabb, alternativ modszerek kutatisa valt
szlikségessé. Ebben nyujthatnak segitséget a litikus bakteriofagok, amelyek specifikusan a nekik
megfeleld gazdabaktériumban képesek amplifikalodni és litikus ciklusuk soran a kdrnyezetbe
jutni. fgy a fagok alternativ terapias lehetdséget nyujthatnak egyes bakterialis fertézések
lekiizdésében.

Kutatasaink sordn Osszesen 13 bakteriofagot izolaltunk a helyi szennyviztisztito teleprdl
(Pellérd), az angliabol kapott K. pneumoniae torzsek ellen. Ezen fagok koziil 4, litikus hatast
mutatott minden K24-es tokszerotipussal rendelkez6 K. pneumoniae torzs ellen. Ezek koziil 3 fag
restrikciés mintazata (ECORI és Hindlll) azonos volt, az egyik fagé azonban eltéré a masik 3 fag
mintazatatol. Ez az egy fag mindig tiszta, litikus zonat mutatott (atmérdje ~10 mm) fag-rezisztens
klonok jelenléte nélkiil és széles (~4 mm), karakterisztikus halo zoénaval rendelkezett (2. abra). Ezt
a fagot vB_KpnS Kp13-nak neveztiik el és tovabbi kutatasaim soran, ennek karakterizalasaval

foglalkoztunk.
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2. Abra: A vB_KpnS Kpl3 fag feltisztulasi plakkjainak morfologiaja. A feltisztulasi zonak
atméréje ~10 mm, a korilotte 1évé halo zona nagysaga ~4 mm, K. pneumoniae 53/3

baktériumgyepen vizsgalva, DLA technikaval, LBA taptalajon.

Transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) analizissel meghataroztuk, hogy a
vB KpnS Kpl3 fag fej atméréje ~60 nm, valamint a farok hossza ~200 nm (3. abra). A farok rész
flexibilis, de nem kontraktilis. Ezen morfoldgiai jellemzdk alapjan a vB_KpnS Kpl3 fagot a
Caudovirales rendbe, azon beliil pedig a Siphoviridae csaladba soroltuk.

3. Abra: A vB_KpnS Kpl3 fag TEM képe. A fag a Siphoviridae csaladra jellemz6, hosszii
farok résszel rendelkezik, a mintat 1,5 w/v %-0s foszfo-wolfram-savval (Merck,

Németorszag) festettiik meg. A képen lathat6 skéala 50 nm-t reprezental.

Az altalunk izolalt vB KpnS Kpl3 fag hatasspektrumat Osszesen 89 Klebsiella spp.
izolatumon teszteltiik le, de az Gjonnan izolalt fag csak a K24-es tokszerotipussal rendelkezd K.

pneumoniae torzsek ellen volt hatasos, azok 100%-an (40/40) litikus feltisztulasi zonat hozott 1étre.

Az egy-lépéses bakteriofag szaporodasi gorbék felvétele soran meghataroztuk a fag latencia
periodusat és ,,burst size” értékét. A szaporodasi gorbét harom szakaszra osztottuk: (1) latencia

periodus, (2) logaritmikus vagy ,.emelkedési” szakasz, és (3) plato fazis. A vB_ KpnS Kpl3 fag
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latencia periodusa 18 percig, a logaritmikus szakasza 10 percig tartott, a plato fazis pedig a 27.
percnél kezdddott. Szamoldsaink alapjan a ,burst size” értéke ~220 fag partikulum/ fert6zott

baktérium volt.

c sy

kiilonboz6 fag — baktérium aranyok (multiplicity of infection, MOI) mellett. MOI 0,0001 és 100
kozott a fag, ~93%-kal szoritotta vissza a K. pneumoniae 53/3 torzs novekedését, LB tapoldatban
vizsgalva, 24 ora elteltével. Fag-rezisztens klonokat kicseppentéses modszerrel és folyékony

kultaraba valo teszteléssel sem tudtunk izolalni.

A K. pneumoniae 53/3 torzs magas biofilm termelé (OD = 4,3 + 0,2) kategoriaba tartozik,
ennek megallapitdsdhoz Vuotto és munkatarsai (2017) altala leirt OD hatarértékeket vettiik
figyelembe. A fag biofilm degradald képességét kiilonb6zo fag — baktérium aranyok mellett,
elozetesen felnovesztett biofilmen vizsgaltuk, négy kiillonb6zé idépontban. A leghatékonyabb
biofilm degradaciot abban az esetben figyeltiik meg, amikor a fag : baktérium arany 10 : 1 volt
(MOI 10). Ezen MOI érték esetén a biomassza 2 ora fagkezelés utdn 51,8%-al csokkent. Szintén
ezen MOI értéket alkalmazva 12 6ra utan 54,2%-o0s, 24 6ra utan 57,5%-os, és 48 ora utan 72,9%-
os biomassza csOkkenést detektaltunk a kontroll (faggal nem kezelt) biomassza strukturajahoz

képest.

A vB_KpnS Kpl3 fag biofilm degradalod képességét konfokalis 1ézer scanning mikroszkop
(confocal laser scanning microscopy, CLSM) segitségével is megvizsgaltuk. A CLSM
felvételeken jol lathato, hogy az altalunk (jonnan izolalt fag, er6sen redukalja a biomasszat, igy a

biofilm architekturdjanak vastagsagat csokkenti (4. abra).

A B

4. Abra: K. pneumoniae 53/3 torzs altal képzett biofilm vizualizalasa CLSM (Olympus
FV1000) hasznalataval. A: Kontroll K. pneumoniae 53/3 biofilm felszinérél késziilt plot.
B: vB KpnS Kpl3 faggal kezelt (2 x 10° PFU/ml) biofilm felszinérol késziilt plot. A
plotok CLSM szoftver segitségével késziiltek.
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Az tjonnan izolalt, vB_ KpnS Kp13 fag genomjanak mérete 43 094 bp, G + C tartalma 50,6%,
GenBank azonositéja MK170446. A GeneMark program segitségével meghataroztuk, hogy a fag
genomja 75 ORF-et tartalmaz ¢és tRNS gén nem talalhaté benne. Az ORF analizis alapjan a
vB KpnS Kpl3 fiag genomjat 5 nagy funkciondlis csoportra osztottuk: (1) a DNS
replikaciot/modifikaciot/transzkripciot reguldldo gének, (2) a struktura kialakitasaért és az
,osszeszerelodésért” felelos gének, (3) a gazda liziséért feleldés gének, (4) a farok struktarat

kialakité gének, (5) és a hipotetikus vagy ismeretlen funkcioja gének csoportjara.

A vB KpnS Kpl3 fag filogenetikai analizisét VICTOR program segitségével végeztiik el. A
filogenetikai analizis alapjan megallapitottuk, hogy az éaltalunk Gjonnan izolalt fag legkdzelebbi

rokona a Klebsiella JY917 fag, amellyel 90%-os hasonldsagot mutat.

Az Gjonnan izolalt fag terapids hatékonysagat intraperitonedlisan (IP) fert6zott egerekben
teszteltik le. Ennek soran megallapitottuk, hogy a fag terapids hatékonysagat nagyban
befolyasolta, hogy a bakteridlis fertézést kovetden, mennyi 1d6 utdn oltottuk be az allatokat a
faggal. Az egerek 100%-a tulélte az IP bakterialis infekciot abban az estben, ha a fert6zést
kovetden 10 perccel fag kezelést kaptak az allatok. A terapids hatékonysag drasztikusan csokkent
mar abban az esetben is, amikor a bakterialis fertdzést kovetéen 1 6ra mulva oltottuk be az allatokat

avB KpnS Kpl3 fag szuszpenzidjaval.

IV.3. Alternativ antimikrobas szerek tesztelése

Kutatasaink soran, 13 illdolaj antibakterialis hatékonysagat teszteltiik le a K. pneumoniae 53/3
torzs ellen, kicseppentéses modszerrel. Ennek sordn azt allapitottuk meg, hogy a rozmaring, a
borsmenta, a kakukkfii, az eukaliptusz, az orvosizsalya és a muskotalyzsalya illoolajoknak
antibakterialis hatasa volt a K. pneumoniae 53/3 torzs ellen. Azon illoolajokat itéltiik hatasosnak
a vizsgalt baktériumtorzs ellen, amelyeknek gatlasi zondja 6 mm feletti volt a kicseppentéses teszt
soran. A vizsgalatainkba vont 6 illoolaj minimalis gatld koncentracidja (minimal inhibitory
concentration, MIC) 0,3-0,5 ul/ml kozott valtozott. A tesztelt illdolajok kiilonb6zé mértéki
biofilm redukciot mutattak, azonban a leghatékonyabban a kakukkfii illoolaj degradalta a K.
pneumoniae 53/3 torzs altal képzett biofilmet: 24 ora alatt MIC= 0,312 pl/ml ill6olaj 55,72%-0S
degradaciot mutatott.

Vizsgalataink soran leteszteltiik kiilonb6z6 PF-titdn-dioxid nanopartikulumok antibakterialis
hatékonysagat a K. pneumoniae 53/3 torzs ellen. Az altalunk hasznalt PF-titan-dioxid modosulatok

nem mutattak antibakterialis hatast a sotét inkubacio idején, igy bizonyitva azt, hogy a foszfor (P)
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¢s a fluor (F) nem befolyésolja a baktériumsejtek viabilitasat. Kisérleteink soran a hidrotermalisan

1, 3, 6 és 12 6ran at kezelt PF-TiO2 modosulatok, UV-A megvilagitas hatasara bizonyultak a

leginkabb hatasosnak a K. pneumoniae 53/3 torzs ellen. Ezen négy titan-dioxid modosulatot

felhasznalva a kezelések soran, minden esetben az é16 baktériumsejtek szama 108 CFU/ml-ré1 102

CFU/ml-re csokkent 20 perc alatt, amely bizonyitja ezen modosulatok fokozott mértéki

antibakterialis hatasat.

V. UJ EREDMENYEK

Legfobb eredményeink az aldbbiak:

1.

Osszetett fenotipusos és genotipusos vizsgalatokat végeztink el klinikai K.
pneumoniae torzseken.

Uj primer part terveztiink, amely a K24-es tokszerotipusra specifikus, K. pneumoniae
torzsek esetén.

Kimutattuk az rmpA gén jelenlétét VIM-tipusu, karbapenemaz-termeld, ST15 klénhoz
tartozo K. pneumoniae torzsekben. Az rmpA gént eddig még nem irtak le ilyen tipust
izolatumokban.

Megerdsitettiik, hogy a Ill-as tipust fimbria képzése és a biofilm termelés kozott
Osszefiiggés van.

Megerésitettiik, hogy az rmpA gén jelenléte és a hipermukoviszkozus (HMV)
fenotipus kozott Osszefiiggeés van.

Kimutattuk a K. pneumoniae 11/3 torzs emelkedett virulencia potencialjat
allatkisérletes IP modellben.

Izolaltunk és identifikaltunk egy 1j, litikus bakteriofagot (vB_KpnS Kp13) a K24-es
tokszerotipussal rendelkezd, karbapenem-rezisztens K. pneumoniae torzsek ellen.
Kimutattuk a kakukkfi illéolaj antibakterialis hatasat a K. pneumoniae 53/3 torzson
vizsgalva.

Kimutattuk, hogy a fotoindukalt PF-titin-dioxid nanopartikulumok antibakterialis
hatassal birnak a K. pneumoniae 53/3 torzs ellen és ez a hatas megfeleld kezeléssel

fokozhato.
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mindvégig segitett és timogatott PhD munkam soran.
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Zoltannak, hogy tanacsaival munkamat mindvégig tamogatta, és hogy értékes torzsgyiijteményeit
kisérleteimhez felajanlotta. Koszondm Dr. Melegh Szilvia Zsokanak az antibiotikum rezisztencia
tesztek soran nyujtott segitségét. Koszondm Prof. Dr. Emddy Leventének az allatkisérletek soran
nyujtott segitségét. Koszondm PhD hallgatd tarsaimnak, Schweitzer Bettinanak és Pertics
Botondnak, hogy folyamatosan inspiraltak PhD tanulmanyaim soran. Nagyon halas vagyok
Molnar Evanak és Denke Lajosné Ildikonak az értékes segitségiikért, amelyet kisérleteim soran
nyujtottak.

Ko6szondm Dr. Putnoky Péternek a PFGE vizsgalatok soran nyujtott segitségét és Dr.
Damjanova Ivelinanak a gélfotok alapjan készitett dendrogramot és cluster analizist.

Koszonom Dr. Kovacs Tamasnak a kiilonbozd izolatumok teljes szekvencia analizisét.
Koszondm Dr. Rakhely Gébornak és Sarshad Koderivalappilnek a konfokalis 1ézer scanning
mikroszkopos felvételek sordn nyujtott segitségiiket. Szintén szeretnék kdszonetet mondani Dr.
Koérosi Laszlonak, hogy munkamhoz biztositotta a kiilonboz6 titan-dioxid nanopartikulumokat.

Kiilon szeretném megkoszonni Dr. Abrahdm Hajnalkanak, hogy munkamat mindvégig
tamogatta. Emellett kdszonom Prof. Dr. Seress Laszlonak a transzmisszios elektronmikroszkopos
vizsgalatok soran nyujtott segitségeét.

Végiil, de nem utols6 sorban szeretném kifejezni legszivélyesebb koszonetemet

Edesanyamnak szeretetéért, timogatasaért, tanacsaiért €s tiirelméért.
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