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BEVEZETES

1. A vizsgalt baktériumok

A Klebsiella pneumoniae a természetes human mikrobidta része, amely a mukozus feliileteket
kolonizélja. Ezeken a helyeken artalmatlan, am innen mas szovetekbe terjedve legyengiilt szervezet
esetében komoly fert6zéseket okozhat, éppen ezért opportunista koérokozoként tartjuk nyilvan.
Napjainkban korhazban szerzett (nozokomialis, healthcare-associated, HA) tidégyulladasok, higyqti,
seb-, katéter- és véraramfert6zések gyakori felelése, melyek gyakorta vezetnek szeptikus sokkhoz, és
mas életveszélyes allapotokhoz, féleg a legyengiilt immunrendszerii, és/vagy idds fekvobetegek
esetében (Shon et al., 2013; Corsaro et al., 2005; Podshun & Ullmann, 1998; Paczosa & Mecsas, 2016).
A korhazi fertézések mellett a kdzelmultban megjelent hipervirulens térzsek kozosségben szerzett
fertézések (community-acquired, CA) kialakulasaért felelések, ugymint gennykeltdé majtalyog
(pyogenic liver abscess, PLA), attétes meningitis, és endopthalamitis (Shon et al., 2013; Hsu et al.,
2013).

A K. pneumoniae izolatumok legtobbszor multirezisztensek, azaz legalabb harom antibiotikum-
csoporttal szemben ellenalléak. A klasszikus K. pneumoniae (cKP) fertézések mellett az utobbi
évtizedekben megjelent hipervirulens (hvKP) torzsek még szélesebb rezisztencidval rendelkeznek, és
gyakran mar az egyébként kevésbé sulyos (pl. hiigyuti) fertdzéseket is haldlos kimeneteliivé tehetik az
antibiotikumos kezelés hatastalansaga miatt (Shon et al., 2013).

A K. pneumoniae egyik legkiemelkeddbb, és jelen kutatas szamara fontos virulenciafaktora a tok
(capsular polysaccharide, CPS) (Corsaro et al., 2005), mely védelmet ny(jt a baktérium szamara a
gazdaszervezet immunrendszere (Tomas et al., 2015; March et al., 2013), a kiszaradas, lizozimek,
bakteriofagok, antibiotikumok ellen, segiti a szoveti feliiletekhez tapadast, és a biofilmképzés
alapanyaga, kialakitva ezzel azt a multicellularis prokaridta , k6zosséget”, melyben a sejtek egymashoz
¢és/vagy egy feliilethez tapadva miikddnek, a planktonikus (egyediili) sejtes formahoz képest alapvetéen
mas fiziolégiai tulajdonsagokkal, igy fokozottabb védelmet élveznek. Eppen ezért, a biofilmeknek a
human betegségekben nagy szerepe van (Archer et al., 2011; Lister & Horswill, 2014).

K. pneumoniae esetében a mintegy 80 kiilonb6z6 tok-szerotipus (K-antigének) koziil a K1 és a K2
szerotipust  izolaljak  leggyakrabban  betegekbdl,  fagocitdzis-rezisztencidjuk  kozrejatszik
prevalenciajukban, virulenciajuk a tébbi szerotipushoz képest kiemelkedd, altalaban hipervirulensek
(hvKP) (Nassif et al., 1989; Lin et al., 2004).

A Staphylococcus aureus szintén a normal mikrobidta tagja, az egészséges felnétt populacio tobb
mint 50%-anak szervezetét kolonizalja, és az ilyen (féleg orr-) kolonizaci6é gyakran kiindulasi helye
lehet szisztémas fertézéseknek, foleg a legyengiilt immunrendszerrel bird populacié kdrében (Mehraj et
al., 2016; Weidenmaier et al., 2012; Archer et al., 2011). A S. aureus (piogén) gennykeltd baktérium,

jellemzden borfertézések, lagy szoveti fertdzések (impetigo, folliculitis, talyogok, sebfertézések,



varratgennyedések) okozoja, ezen kivill kiilonbozd szervfertozésekért is felelds: ezek véraram-
fertdzések, szivbelhartya gyulladés, tiidégyulladas, csontveldgyulladés, szeptikus iziileti gyulladas.
El6fordulhat toxinmedialt fertdzés is, a fertdzések toxikus sokk szindroméhoz vezethetnek (Mehraj et
al., 2016; Chambers & Deleo, 2009; Lakhundi & Zhang, 2018).

Klinikailag a legnagyobb fenyegetést a S. aureus esetében az jelenti, hogy kiemelkedéen magas
szintli rezisztenciat tud nyerni szamtalan antibiotikum-csoport ellen. A S. aureus szamos
virulenciafaktorral rendelkezik, melyeket valtozatos kombinacidkban képes kifejezni. Ezek kozt
akadnak sejt felszinéhez kotott elemek, melyek az adhéziot biztositjak, a fagocitozist gatoljak, pl. a
sejtfal (peptidoglikan, PG) elemei, melyek lazkeltdek, komplement aktivatorok, szerepet jatszanak a
talyogképzésben, a vérlemezkék oldasaban (Lowy, 1998; Choi et al., 2014).

A Klebsielldhoz hasonloan a S. aureusra szintén jellemz6é a biotikus (bor és nyalkahartya) és
abiotikus (katéterek, implantatumok) felszinek kolonizacidjanak képessége. A S. aureus tobbrétegii
biofilmet képes alkotni, mely glycocalyxba vagy nyakrétegbe agyazodik. S. aureus biofilm-formacioval
Osszefiiggo betegségek tobbek kozt az osteomyelitis, beliltetett orvosi eszkdz fertézodése, periodontitis,
szemfert6zés (Archer et al., 2011; Lister & Horswill, 2014; Gutierrez et al., 2014).

Mindkét fent bemutatott korokozora (K. pneumoniae és S. aureus) jellemz6 a multirezisztencia, a
korhazi fertozések gyakorisaga, illetve a biofilmképzés. Vizsgalt baktériumaink a mindharom
tulajdonsag terjedéséért felelés legfobb agensek listajan szerepelnek. Ezek a tényezOk egymaéssal
Osszefiiggenek: a kiilonb6z0, szerves vagy mesterséges feliiletekhez tapadd biofilm elérhetetlenné teszi
Oket olyan antibiotikumok szdmara, melyek kozvetleniil a baktérium metabolizmusara hatnanak.

gy az antibiotikumrezisztencia fokozatos terjedése miatt egyre nagyobb jelentdséggel bir Uj
alternativ antimikrobas eljarasok alkalmazasanak lehetdsége.

A fagok és rekombinans fig enzimek antibakteridlis alkalmazasa egy széles korben kutatott és nagy
lehetdségeket igérd alternativ mddszer a kiilonb6z6 multirezisztens €s hipervirulens baktériumtdrzsek

megfékezésére.

2. Bakteriofagok

A bakteriofagok (roviden: fagok) a baktériumok virusai (Abedon et al., 2011). A farkos fagokra
(,,Caudovirales ) jellemz0 a binalis virion, mely egy feji és egy farki részbdl all, elobbi fehérjeburok
(kapszid) tartalmazza a dupla szali DNS-t, utobbi a baktériumon torténd megtapadasnal, és a nukleinsav
sejtbe juttatasanal jatszik szerepet.

Eletciklusukat tekintve a fagok lehetnek virulensek vagy temperéltak. Virulens fagok esetben a
litikus fagciklus valosul meg, mely a gazdabaktérium puszulasaval jar (Parasion et al., 2014; Yan et al.,
2014). A temperalt (mérsékelt) fagok ezen feliil képesek arra, hogy ,,lizogén dontést” hozzanak: adott
korilmények kozt genomjuk beépiilhet a bakterialis kromoszoémaba (lizogén), és un. profagként
replikalodik tovabb a baktérium szaporodasa soran. Stressz vagy madas faktorok hatasara aztan

visszaléphet a litikus utra (Cieslik et al., 2021).



A fagterapia eldnye az antibiotikumokkal szemben példaul, hogy gazdasagosabb: fagokat izolalni
olcsobb és gyorsabb is, mint antibiotikumokat szintetizalni, f6ként az antibiotikum-rezisztens torzsek
ellen. Az obligat litikus fagok baktericidek, sok bakteriosztatikus antibiotikummal ellentétben, mely a
patogének jelenlétét csak represszélja, ezzel fiigg Ossze, hogy a fagok mennyisége dnszabalyozo, az
onreplikacié miatt dozisfiiggetlen. A fagok tovabba sziik specificitasuknak koszonhetéen a normal
mikrobiotat nem eradikaljak, mi tobb, a célzott biofilmeket is képesek degradalni. Emellett rugalmasak:
felhasznalasuk kiilonb6z6 kombinacidkban mas fagokkal vagy antibiotikumokkal szdmos lehetséget
nyult. Nem utolsé sorban a fagok ,,természetes” dgensek: egyrészt a baktériumokkal val6 fegyverkezési
versenyben maguk veszik fel a kesztyiit, masrészt alkalmazasuk nem szennyezi a kérnyezetet €s nem
jarul hozza az antibiotikum rezisztens torzsek terjedéséhez (Loc-Carillo & Abedon, 2011; Vazquez et

al., 2022).

3. Bonté fag enzimek

Enzimek egész arzenalja all a bakteriofagok rendelkezésére, melyek segitségével felismerik és/vagy
lebontjak a baktériumsejt kiillonb6z6 komponenseit a litikus fag-fertézés kiilonbozo szakaszaiban (Yan
et al., 2014; Roach & Donovan, 2015).

Tokos baktériumok esetében a legelsé vonal, mellyel a fagok megtapadaskor szembekeriilnek, a tok
(capsule polysaccharide, CPS), vagy a lazabb felépitésii exopoliszacharidok (EPS). Ezek ellen egyes
fagok poliszacharid depolimeraz enzimekkel rendelkeznek. Az ilyen hidroldz vagy liaz aktivitasu
fehérjék a tok polimerjeit oligo- vagy monoszacharidokka bontjak (Parasion et al., 2014; Pires et al.,
2016). A depolimerazok lehetnek virion-integralt struktirfehérjék, melyek jellemzéen farki fehérjék,
fiberek vagy tiiskék, de lehetnek nyaki vagy feji részen is. Depolimerazok termelédhetnek szolubilis
fehérjékkeént is a lizis soran. Mindkét forma is szabadon diffundalhat az agarban (Nobrega et al., 2018;
Blundell-Hunter et al., 2021; Knecht et al., 2020).

A peptidoglikan (PG) sejtfal bontasat peptidoglikan-hidrolazok, roviden lizinek végzik. A
fagfert6zés kezdetén, a megtapadas utan a virion-asszocialt lizinek (VAL), kiviilrél, egy pontra
lokalizéltan penetraljak at a sejtfalat, hogy aztan a DNS-t a baktériumba juttathassédk. A fagfertdzés
végén az endolizinek az utddvirionok kiszabadulasakor, beliilr6l bontjak le a sejtfalat, delokalizaltan
(Latka et al., 2017; Fernandes & Sao-José, 2018; Sao-José, 2018).

A rekombinans fagfehérjék, bontd fag enzimekben rejlé antibakteridlis potencialt tobb dolog is
fokozza. Alkalmazasukkal kisziirhetjiik azon hatranyokat, melyek a fagok esetében fellépnek. A
rekombinans fehérjék karakterizalasa, strukturalis és farmakologiai vizsgalata, egy antimikrobialis
agens uniform el6allitasa, tisztitisa a fagokhoz képest belathatobb és kontrollalhatobb folyamat. A
rekombinans endolizinek a Gram pozitiv baktériumok (pl. MRSA) okozta fert6zésekkel szembeni
sikerei irant joggal tamasztanak nagy elvarasokat. A Gram negativ hipervirulens térzsek (pl. K.
pneumoniae) tokjai és biofilmje ellen pedig a depolimerazok bizonyulnak hatékony fegyvernek (Nelson
et al., 2012; Rodriguez-Rubio et al., 2012; Kashani et al., 2017; Oliveira et al., 2018; Drulis-Kawa et
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al., 2012; Fenton et al., 2010; Schmelcher et al., 2012)).

A KUTATAS CELKITUZESEI

Célunk olyan bakteriofagok izoldlasa és analizise volt, melyek hatékonynak bizonyulnak a K2-es

toktipust kodold Klebsiella pneumoniae ellen, illetve hasonlé iranyvonalak mentén mas, Staphylococcus

aureus ellen hatékony fagok izolalasa és analizise. Igyekeztiink a fagok potencidlis antibakterialis

agensként torténd felhasznéaldsanak lehetdségét is megvizsgalni.

Mindehhez az alabbi f6 1épéseket tettiik meg:

A fagok alapszintii jellemzése: morfologia, tliréshatarok, névekedés és molekularis jellemzés.
A fagok gazdaspektrumanak tesztelése, specificitasuk, receptoraik felderitése.

A fagok hatasanak vizsgalata biofilm-képzésre.

Rekombinans fag-enzimek kifejezése és azok jellemzése; A K. pneumoniae tokja ellen
depolimeraz-, illetve a S. aureus sejtfala ellen lizinek expresszioja.

A fagok és a rekombinans enzimek egyiittes hatasanak vizsgalata.



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Bakteriofagok izolalasa, tisztitasa

A fagok izolalasa hagyoméanyos modszerrel tortént (Twest & Kropinski, 2009), a Klebsiella fagok
(B1, 731) esetében szennyvizmintakbdl (2016 tavaszan, pellérdi szennyviztelep, Baranya), mig a
Staphylococcus fagokat (A1, R4) lovardabdl szarmaz6 talajmintabdl (alom, homok) izolaltuk. A B1 és
731 Klebsiella fagok gazdatorzsei a K2 toktipusu K. pneumoniae 52145, ill. a tokmutans 52145-Awcakz,
az Al és R4 Staphylococcus fagok gazdatorzsei a S. aureus JSNZ és a 06-01019 szami MRSA torzs
voltak. A kivant fagok jelenlétét és aktivitasat a szuszpenzio titralasaval és a higitasok gazdabaktérium-
gyepre torténo kicseppentésével detektaltuk (spot test), ahol a fag aktivitast a gyepen lathato feltisztulas
mutatta. A szuszpenzié tartalmanak egyféle fag-klonbol szarmazd fagokra vald redukalasanak
érdekében a fag-klonokat agar raontéssel szétvalasztottuk, a gyeprdl kivagott individualis plakkokat a

gazdatorzzsel ko-inkubaltuk, majd megtisztitottuk (centrifugalas, kloroform-kezelés).

2. Morfologiai vizsgalatok

A fagok transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM) képeihez a mintakat JEM-1200EX Il (JEOL
USA Inc., Peabody, MA, USA) tipusu transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltuk meg a PTE
AOK Kozponti Elektronmikroszkopos Laboratoriumaban. Az individualis plakk-morfologiakat minden

fag esetében agar kiontéssel vizsgaltuk meg a sajat gazdatorzsiikon.

3. Novekedési jellemzok vizsgalata

A fag-novekedési gorbe elkészitéséhez €s a replikacios ciklus, vagy més néven kitorési méret (,,burst
size”) meghatarozasahoz egy korabban leirt modszert alkalmaztunk, akarcsak a fagok adszorpcidjanak
méréséhez (D’Andrea et al., 2017). A fag-fertdzés és az els6 utod-fagpartikulumok megjelenése kozti
id6t nevezziik latenciaidének. A kitdrési méretet (burst size) a platéd fazis alatti fAg-részecskék szama és

a kezdeti fert6zott baktériumsejtszam hanyadosa adja meg.

4. Fag DNS Kkivonas, génszekvencia és bioinformatikai analizis

A fagok DNS-ét 108-10° PFU/ml titerli fig-szuszpenziokbol nyertilk ki, sajat protokollunkat
alkalmazva. A fag DNS-ek szekvenalasa az Enviroinvest Zrt. (Pécs) laborjaban tortént.
A nyers nukleotid-szekvencidk alapjan kiilonb6z6 online feliileteken annotaltuk, alapszinten

elemeztiik a genomokat, illetve homologiakat kerestiink és filogenetikai elemzést végeztiink.

5. Ellenalloképesség tesztelése

Turéshataraik vizsgalatahoz a fagok kiilonboz6 fizikai-kémiai kondicioknak lettek kitéve.
Hotlirés vizsgalatahoz a tomény fagszuszpenziokat kiilonbdzé homérsékleteken inkubaltuk.

Detergens-tirés esetében a fagok kiillonb6zo detergensekbe keriiltek. A vizsgalt detergensek a
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kovetkezok voltak: Tween 80, Tween 20, Triton X-100, 10% SDS.

6. Gazdaspektrum és rezisztencia vizsgalat, fag-receptorok feltérképezése

A fagok gazdaspektrumat a tdémény szuszpenziok (10° PFU/ml) kicseppentésével teszteltiik, sszesen
105 K. pneumoniae, ill. 166 S. aureus izolatumon. Azokon, melyeken az adott fag hatékonynak
bizonyult, részletesebb, szélesztései hatékonysag-mérést is végeztiink (EOP=efficiency of plating).

Hogy a rezisztens kolonidk K. pneumoniae mivoltardl bizonyossagot nyerjiink, a koloniakat,
MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization-time of flight mass spectrometry) (Vitek
MS, Biomerieux, Marcy-1’Etoile, France) segitségével fajszinten meghataroztuk (Maasz et al., 2020).
A rezisztencia-nyerés modjanak meghatarozasahoz egy korabban jegyzett modszert alkalmaztunk
(D’Andrea et al., 2014).

Az 52145 K. pneumoniae mutansok LPS-CPS mennyiségi aranyanak vizsgalatahoz LPS izolalast
végeztiink, melyet a protokoll végén egydimenzios fehérje gél-elektroforézissel (SDS-PAGE, sodium

dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) detektaltuk. A gélt eziist-nitrat festéssel kezeltiik.

7. Biofilmképzés és biofilm-eradikalo tulajdonsagok vizsgalata

Biofilmek felnévesztése, biofilm festése, fagok hatasa a biofilmre: Mind a K. pneumoniae mind a S.
aureus torzsek esetében 96-lyukl szovettenyésztd polisztirol lemezeken (Sarstedt, Niimbrecht,
Németorszag) teszteltiik a biofilmképzés meglétét/hianyat. Ennek soran a baktériumokbol elészor ON
kultirat ndvesztettiink, a biofilmet PBS-sel mostunk és 2% formalinnal fixaltuk, majd kristalyibolyaval
festettiik meg. Az optikai denzitast (OD) ELISA olvasdval detektaltuk (A=595 nm).

A fagok hatasat a kiilonbozé torzsekbol szarmazo biofilmre a kdvetkezOképpen vizsgaltuk: a
szovettenyésztd lemezen felndvesztett torzseket kiillonbozé hosszasagu inkubacio utan PBS-sel mostuk,
majd a lyukakhoz 100-200 pul tomény, vagy higitott fagot adtunk, majd ON inkubaci6 utan a lemezt a
fent irt modon festettiik meg.

Biofilmre adaptalt A1 fag (A1-BA) Iétrehozasa: A S. aureus biofilmre nagyobb eredménnyel hato
Al klonok propagalaséhoz, j6 biofilmképz6 tulajdonsaga miatt az 53. izolatumot hasznaltuk. Az OD és
a PFU alapjan hatékonynak mutatkozé fag-klont 6-lyuka szovettenyésztd lemezen propagaltuk fel a
sajat gazdatorzsén, tobb ciklusban. Ily modon jott 1étre a biofilm-adaptalt A1-BA fag. Az Al fagot az
Osszehasonlito kisérletekben ezutan A1-E (eredeti) névvel illettiik.

A két fag-valtozatot tobb modszerrel is 6sszehasonlitottuk. Konfokalis 1ézer scanning mikroszkopia
(CLSM) ¢és Scanning elektronmikroszkopia (SEM) segitségével kvalitativan és kvantitativan is
meghataroztuk a biofilm-eradikalas mértékét a két fag esetében, illetve a fent leirt modokon

Osszevetettiik gazdaspektrumukat és hétiirési paramétereiket is.

8. Rekombinans fag-enzimek eléallitasa és tesztelése

A Klebsiella és Staphylococcus fagok egyes baktérium-degradald enzimjeit rekombinansan akartuk



kifejezni. A B1 Klebsiella fag esetében a K2 tok-specifikus tok-depolimerazt, a 731 esetében két
feltételezett depolimerazt, mig az A1 Staphylococcus fag egy-egy sejtfal-bontd enzimét, egy endolizint
¢és egy VAL-t valasztottunk ki.

A kivélasztott fehérjék homologidinak keresését, konzervalt régioik predikcioit, 3D modellezését,
masodlagos strukturdjuk predikcigjat elvégeztiik. A fadg DNS templatként hasznalva a kivalasztott
géneket amplifikalva, azokat klonoztuk majd expresszids vektor segitségével kifejeztiik. A kifejezett
fehérjéket polihisztidin-tag alapt affinitas kromatografiaval tisztitottuk ki, a hatékonyabb
kimutathatosag érdekében a fehérjéket koncentraltuk. A fehérjék jelenlétét SDS-gélen mutattuk ki. Az
elvélasztas utan a fehérje sdvokat Coomassie Brillant Blue vagy eziist-nitrat festéssel tettiik lathatova.
Az expresszalt és kinyert fehérjék enzimatikus aktivitasat kicseppentéssel vizsgaltuk meg a kiilonb6z6
torzseken, toménys, ill. felezo-higitasos formaban.

A Bldep depolimeraz hatasanak gélen torténd kimutatasahoz a Klebsiella torzsek tok
poliszacharidjait (CPS) izolaltuk a forro viz-fenol kivonas modszerrel, két korabban leirt protokollt is
alkalmazva (Hsieh et al., 2017; Dunstan et al., 2021). A mintakat ezutan ON vagy 1 6ran at 37°C-on

kiilonb6z6 mennyiségli depolimerazzal kezeltiik, majd SDS-gélen futtattuk.

9. In vivo kisérletek: orrkolonizacios egérmodell, B1 fag rescue

Az in vivo kisérletek korabban leirt metodus alapjan toérténtek (Horvath et al., 2020), kisebb
modositasokkal. Az allatokat a FELASA (European Federation for Laboratory Animal Science
Associations) eldirasai szerint gondoztuk €s kezeltiik, és minden folyamatot a Pécsi Tudomanyegyetem
Munkahelyi Alllatj6léti Bizottsaga engedélye alapjan végeztiink (engedélyszam: BA02/2000-37/2015).
A Kkisérletekhez 6-7 hetes (16-22 g) BALB/c egereket hasznaltunk. Az egereket COMBO oldattal
altattuk (1:1:0,015 v/vlv fizioldgias sooldat/calypsol (Richter Gedeon, Budapest)/2% Primazin (Alfasan,
Woerden, Hollandia)). Hét csoport K. pneumoniae 52145 WT kezelést kapott, orrba torténd
fecskendezéssel. Hat csoportot B1 faggal is kezeltiink, kiillonb6zo idépontokban, a baktériummal
fertdzés elott vagy utan. Egy csoport, mely fagot nem kapott, pozitiv kontrollként szolgalt. Az egerek
altalanos jellemzoit (testtomegét, vitalitasat) €s tulélését 16 napig monitoroztuk. A kisérlet végén a

szerveket feldolgoztuk, majd megmértiink a baktérium és a fag jelenlétét.



EREDMENYEK

I. A Klebsiella fagok jellemzése

1. A B1 és 731-es Klebsiella fagok altalanos jellemz6i

A Bl és a 731 fag is egy-egy, ~50-60 nm atmérdji feji, és egy hosszu, hajlékony, ~150-200 nm
hosszu farki résszel rendelkez6 fag, ezek a korabbi morfologiai alapt rendszertanban a Siphoviridae
csalad tagjaira jellemz6 bélyegek. A Klebsiella fagok 1,5-2,5 mm atmérdji, elkiloniilt plakkokat
képeznek a gazdabaktériumuk gyepén. A B1 esetében az 52145 WT gyepen képzddo, tiszta plakkokat
relative nagy, 6-10 mm atmérdjli, félig-atlatszo feltisztuldsi udvar, un. halo zéna veszi kérbe ON 37°C
inkubd4ci6 utan, mely a plakkokkal ellentétben egyre novekszik, kellé id6 utan akar kiterjedve az egész
taptalaj teriiletére. Ezen a teriileten a baktériumgyep lizise nem tdrténik meg, csupdn a bakterialis tok
bontdsa, amit a virionokrdl leszakado, vagy eleve szolubilis, az agarban szabadon diffundéalo tok
depolimeraz enzimek végeznek. Ez a jelenség a B1 tok depolimeraz aktivitasat mutatja. A 731 52145-
Awcakz gyepen képzett plakkjai koriil honapokig tarto tarolast kovetden (4°C) sem figyeltiink meg halo
zonat, mivel itt a baktérium eleve nem is rendelkezik tokkal. A 731 fag a K33 szerotipusu tokkal biro
53.8-as baktérium gyepén sem mutatott halo-jelenséget, jollehet, itt a plakkok sokkal kisebbek, 0,2-0,,5
mme-esek voltak.

A latenciaid6 és a kitorési méret (burst size) meghatarozasanak érdekében a két fagot sajat
gazdabaktériumaikon propagaltuk és Un. egylépéses ndovekedési gorbét (one-step growth curve) vettiink
fel. A gorbe minden esetben harom fazisi lett, egy latencia, egy logaritmikus (ndvekedési) és egy
nyugvo (platd) szakasszal. Ezek, és a kitdrési méret pontosabb értékei az irodalomban fellelhetd
Klebsiella fagok jellemzd értékeivel jorészt egybecsengenek. Erdemes kiemelni, hogy a 731 fag
esetében a tok nélkiili gazdabaktériumon a novekedési szakasz kevésbé bizonyult dinamikusnak, mint a
K33 tokkal bird 538 torzs esetében, ezutobbindl a burst size azonban kétszer akkora volt. A fagok
adszorpcioja a vizsgalt torzseken 97-99%-nal nagyobbnak mutatkozott.

A fagjellemzés elengedhetetlen része a genetikai elemzés, melybdl az adott fagrol szinte a legtobbet
tudhatjuk meg. Mindkét fag dupla szalu, linearis DNS-sel rendelkezik. A két Klebsiella fag DNS-e a
hasitasi helyek mintazata alapjan nagymértékben hasonlit.

Az bsszes Bl-gyel és 731-gyel homolog Klebsiella fagot mind a Webervirus génuszba soroljak,
melyet ma a Drexlerviridae < Caudoviricetes < Uroviricota < Heunggongvirae < Duplodnaviria agon

lelhetjiik fel (ICTV taxonomy release, 2022. marcius).

2. A B1 fag, a Bldep depolimeraz és a 731 fag gazdaspektruma és receptoraik

A gazdaspektrum teszteléséhez 6sszesen 105 izolatum allt rendelkezésiinkre, ezek Osszesen 37

kiilonboz6 féle tok-szerotipussal rendelkeztek. Ez a vizsgalat a szerotipus-specificitas feltérképezése



céljabol volt hasznos.

A B1 fagrol elmondhato, hogy sziik spektrumi: egyediil a gazdatorzsén, az 52145 WT-n mutatott
teljes feltisztuldst magas hatékonysdggal. A hatds valtozatlanul megfigyelheté volt az 52145 LPS
mutansdn is, melyen szintén halo jelenséget figyelhettiink meg a tiszta plakkok koril. A tobbi
izolatumon, melyen a B1 valamiképpen hatott, csupan halo foltot lathattunk, feltisztulas nélkiil. Ez
teljesen lefedte a szintén kicseppentett Bldep spektrumat. A halo folt mind a fig, mind a fehérje
kicseppentésekor ugyanugy viselkedett, mint a halo zona, tehat id6vel nétt, higitott kicseppentés esetén
kevésbé attetszd, de még 0sszefliggd teriiletet alkotott.

A 731 fag esetében, annak ellenére, hogy ezt a fagot a tokmentes 52145-Awcaxz torzson izolaltuk,
szélesebb gazdaspektrumot figyeltiink meg a vartnal. Osszesen 8 féle szerotipusra mutatott kiilonbozo
mérték{i hatast. Halo nélkiili, tiszta feltisztulast okozott nagy hatasfokkal K21, K24 és K33. Nagy
hatasfok mutatkozott a dupla mutans 52145-AwcakeAwaal (O-:K-)-on, a tokmutanshoz képest
ugyanakkora PFU-val. Csekélyebb litikus aktivitast kaptunk az alabbi szerotipusu térzseken: K11, K20,
K21, K27, K27, K51 és K64. Ezen kicseppentések nyoman fatyolos feltisztulast kaptunk, mely idével
nem nott, higitasra pedig elkiiloniilt plakkokat eredményezett — ez nem teljes lizist jelzett, a fagot ezen
izolatumokra éppen ezért hatastalannak jegyeztiik fel.

A Klebsiella fagok kiilonbdz6 52145 variansokon megfigyelhet6 hatasanak részletesebb eredményei
a rezisztencia vizsgalatahoz és fagreceptor-azonositashoz voltak hasznosak.

A fagok egymas gazdatdrzsén nem aktivak: a B1 nem hatott a tokmentes mutansra, a 731 pedig
a tokos vad tipusra. Sajat gazdatorzsén propagalva mindkét fag 10° PFU/ml titert ért el. Ez el8szor arra
engedett kovetkeztetni, hogy a tok lehetdvé teszi a B1 hatdsat, a 731-ét viszont gatolja. A vad tipuson
megjelend Bl rezisztens kolonidk MALDI-TOF MS vizsgélata alapjan ezek a rezisztensek K.
pneumoniae-k, a kivalasztott, felnovesztett 40 db B1 rezisztens kolonia mindegyike szenzitiv volta 731
fagra, ami azt jelezte, hogy ezek a rezisztencidt mind a tok elvesztésével nyerték, mely sordn a 731 fag
membranreceptora szabadda valt.

A B1 fag azonban aktivnak bizonyult a dupla mutanson (O-:K-), a WT-hez képest kisebb titerrel
ugyan, de teljes feltisztulast produkalva. Az adszorpcidé mértéke (99,0%) a WT-n megfigyelthez képest
(99,2%) nem kiugréan alacsony. Ez alapjan a tok nem sziikséges a B1 f4g megtapadasahoz, annak nem
kizarolagos csupan masodlagos (reverzibilis) receptora, a fag elsddleges (irreverzibilis) recepora pedig
a membranon talalhato.

A négy 52145 varians LPS izolalasa soran megfigyeltiik, hogy a WT-hez képest a tokmutansnal
sokkal toményebbek az O-oldallancokat jelentd savok. Mindez a tok hianyaban megndvekedett O-
antigén termelést jelentheti. Az LPS mutans (O-:K2) és dupla mutans (O-:K-) oszlopaban a narancssarga
folt (O-antigén) teljesen hianyzik. A B1 fag hatastalansiga a tokmentes mutanson (O1:K-) tehat nem
a tok receptorkénti hianya miatt 1ép fel, hanem feltehetden, mert a hosszi O-antigén lancok akadalyként
szolgalnak a fag elsddleges membranreceptorhoz tapadasahoz.

A BI1 fagot kiilonb6z6é felndvesztési kondiciok (gyep és folyékony kultira) varidlasaval a dupla
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mutans torzsén propagaltuk, ennek soran megfigyeltiik, hogy a titer a dupla mutdnson megnott, a
feltisztulasi udvar (halo) mérete, és igy a depolimeraz-termelés lecsokkent. Tobb fag-varidciot hoztunk
1étre, melyeket egyiittesen B1-dm fagoknak neveztiink el. A B1 fag 6sszességében a vad tipushoz képes
joval gyengébben képes DM folyadékkulturaban propagalddni, hacsak azt nem elézi meg DM gyepen
(taptalajon) torténd akklimatizacidja. A B1 fagnak két plakk morfotipusa van, folyadékban és talajon is
a DM a 2. plakk-formanak kedvez az 1-vel szemben: ha DM kertil a rendszerbe, a 2. forma egybdl

atveszi az uralmat, melynek az 1. forménal nagyobb a plakkja, de kisebb a feltisztuldsi udvara (halo).

3. A B1 és 731 fagok tok depolimerazai

A Klebsiella fagok esetében az dltalunk azonositani és kifejezni kivant fehérjék a tok depolimerazok
voltak, azzal a céllal, hogy altaluk a K. pneumoniae egyik legfobb virulenciafaktorat, a biofilm alkoto
komponensét, a legkiilso, legjelentésebb védelmi vonalat, a tokot célozzuk meg. A B1 fag depolimerazat
azonositottuk, kifejezését és a rekombinans fehérje tesztelését elvégeztiik: aktivitasat, gazdaspektrumat
(specificitasat) felderitettik. A 731 fag depolimerazanak azonositasa megtortént, am eddig sikertelen
kifejezése helyett a bioinformatikai eszkozokkel jellemzett molekularis sajatossagait, illetve a rokon
fagok homolog kodoldé régidinak és potencialis depolimerazainak feltérképezését kozoljik
részletesebben. A jovoben kivanjuk a 731 depolimerazait a Bl fagéhoz hasonloan kifejezni és
jellemezni.

A Bl fag depolimerdza. A rekombinans depolimeraz aktivitasa a K2 szerotipusu tokkal biré 52145
(WT) torzs gyepén a tok bontasara korlatozodik, és az enzim 6nmagaban nem litikus. A tokbont6 hatast
az izolalt K2 tokanyag (CPS) Bldep-pel kezelése soran fehérje gélen is detektaltuk, ahol a depolimeraz
a CPS-mennyiséget szemmel lathatéan redukalta a kontroll WT CPS-éhez képest.

Megfigyelhetd volt tovabba (hosszabb inkubacio esetén) a foltok ndvekedése, terjedése, csakugy,
mint a halo zona esetében. Higitasi sor kicseppentése esetén megfigyelheté volt az attetszoség
csokkenése, ill. a terjedés sebességének, mértékének visszaesése. A Bldep feltehetden egy szolubilis
fehérje, mely szabadon diffundal az agarban, amire a nagyobb méretii fAg-részecskék nem képesek.

A Bldep 1 napig inkubalodott 52145 WT baktériumgyepre kicseppentve hatasat azonnal kifejti, és
a tokot 5 percen belill szemmel lathatoan bontani kezdi szobahdmérsékleten. Ez megfigyelhetd volt
minden olyan izolatum gyepén, melyre a Bldep egyébként is kifejtette hatasat.

A Bldep tamogaté hatast fejtett ki olyan fagokra nézve, melyek egyébként nem rendelkeznek
megfeleld tokbontd aktivitassal. Az 52145 WT gyepen a Bldep a K2 tokot lebontva halo foltokat alkot,
igy a 731 fag képes lesz lizist el6idézni a ,,tokmentestitett” 52145 gyepen, csakligy, mint a K- mutans
vagy a Bl rezisztens kolonidk esetén. A Bldep tamogato hatasat egy masik faggal is kimutattuk: a
szintén a Webervirus génuszba tartozo 13-as faggal, mely 40 kiilonb6z6 K24 toktipust izolatumon hatott
(Horvath et al., 2020). Ez szintén teljes, tiszta feltisztulast produkalt az 52145 gyepén a Bldep
tarsasagaban. A 731 és 13 fag aktivitasa az 52145 torzson azt jelzi, hogy ,,a” tok bontasaval a ,,b” és

,,C” tokra specifikus depolimerazokkal bird fagok litikus spektruma megnévelhet6 ,,a+b+c”-re, mivel a
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fagoknak egyenes ut nyilik a kordbban ,,a” tok altal maszkirozott, de egyébként fogékony irreverzibilis
kiils6 membran receptorokhoz.

A 731 fag feltételezett depolimerdzai. Jelen dolgozat elkésziiltéig az orf22 kifejezése nem valosult
meg, ezért hidnypdtlasként feltérképeztik a 731-gyel rokon fagok depolimerdz-tokspecificitas
jellemzdit, hiszen a 731 polivalencigja arra engedett kdvetkeztetni, hogy a fag az orf22-n kiviil tovabbi
potencialis depolimerdazokkal is rendelkezik. Ezen Osszehasonlitdé elemzés soran a Webervirus
nemzetség tobb fagjaban tovabbi potencidlis depolimerdzokat taldltunk, illetve a 731 egy génjét, az
orfl7-et is annak konyveltiik el.

A 731 fag egyik feltételezett depolimeraz-kodold génje, az orf22 2919 bp hosszu, és egy 102,9 kDa
tomegll, 972 as hosszu fehérjét kodol, mely fag farki fonal fehérjeként kertiilt annotélésra, és rendelkezik
konzervalt peptidaz doménnel. Az orfl7 egy 738 bp hossza gén, mely egy 28,4 kDa tomegi, 245 as
hosszu fehérjét kodol, ami rendelkezik katalitikus izopeptidaz és hidrolaz aktivitasu konzervalt

doménekkel.

4. A 731 fag hatasa a K. pneumoniae torzsek biofilmképzésére

A fagok biofilmre gyakorolt rombolo hatasa terapias szempontbol fontos paraméter, igy feltétleniil
meg kivantuk vizsgalni.

A 731-es fagnal azonban megfigyeltiik, hogy a fag a K21, K24 és K33 szerotipusu torzsek biofilmjét
nem degradalta szignifikansan. A K33 t6rzs biofilm novekedését azonban visszafogta, csakigy, mint az

52145 K- mutans esetében, melynél azonban a biofilm eradikécioja is szamottevo.

5. A B1 fag tolerancidja kornyezeti hatasokkal szemben

A BI fag potencialis gyakorlati felhasznalhatdsaga érdekében a hagyomanyos fagjellemzés egy
tovabbi mérfoldkovének szamit6, a fag kornyezeti (fizikai és kémiai) hatdsoknak kitételét,
tiiréshatarainak vizsgalatat is elvégeztiik.

A hétiirések esetében kideriilt, hogy a Bl az 50 és 60°C homérsékletnek 1 oran keresztiil ellenall,
kiindul titerét (10° PFU/ml) megtartja. Hossza tavu kisérletbdl lattuk, hogy a B1 fag 42 és 37°C-on
fokozatos titer-esést produkalt, melyet teljesen elveszitett 9 honap utan. 3 év elteltével a 9 honapig szinte
valtozatlan 23 és -20°C-on kezelt mintak titere is csokkent, mig a -80°C és 4°C valtozatlanul tartotta

magat.

6. In vivo eredmények: orrkolonizacios egérmodell és fag-rescue

A BI1 fag terapias készségét egy egér orriireg-kolonizacios egérmodellben vizsgaltuk meg. A fag
hatéasat er0sen befolyasolta a bakterialis fert6zés ¢s a fag hozzaadasa kozott eltelt ido.

K. pneumoniae 52145 fertézés esetén a pozitiv kontroll csoport egerei 3 napon belill elpusztultak
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kaptak fagot. Ezek mind elpusztultak 96 oréan beliil.

A B1 faggal eldkezelt csoport tulélési rataja 9 nap utan 100% volt, és a 13. napra 50%-ra esett. 16
nappal a bakteridlis fertézés utan a két még €16 egér orriirege, tiideje, 1épe, veséi és agya is viszonylag
magas szamu baktériumot tartalmazott. Az orriireget az 52145 torzs kolonizalta, mely szisztémas
fertdzést eredményezett, igy térténhetett meg, hogy a baktérium a tdvolabbi szervekben is jelen volt a
talélo egereknél. A feldolgozott szervekbdl nem tudtunk aktiv fagpartikulumokat visszanyerni.
Tokmentes 52145 variansok hianya a szervekbdl azt igazolta, hogy a tok elengedhetetlen a baktérium

gazdaszervezeten beliili kolonizacidjdhoz és tuléléséhez.

I1. Staphylococcus fagok jellemzése

1. Az A1 és R4 Staphylococcus fagok altalanos jellemzo6i

Az Alfag 150-200 nm hosszl, kontraktilis farokkal bir; ez a korabbi morfoldgiai alapu
rendszertanban a Myoviridae csalad sajatossaga volt. Feji része ikozahedralis szimmetriaja, kb. 80-90
nm atmérdjli. A fag plakkjai tisztdk, 0,5-1 mm atmérdjliek, halo zéna nem figyelhetd meg kortilottiik.
Az R4 fag a korabbi Siphoviridae csalad tulajdonsagaival rendelkezik: flexibilis, nem kontraktilis, kb.
300 nm hosszu farok, 100x50 nm méretii, hosszukas fej. Plakkjai tisztak, 0,5 mm atmérdjiiek.

Az A1l esetében 20 és 30 perc kozott figyelhet meg kitorés, igy a burst size =1000, a latenciaidé 20
perc, a nyugvo szakasz 30 perc utan kezdodik.

Az Al és az R4 fag is dupla szall, linedris DNS-sel rendelkezik, &m méretben eltérnek: elébbi 141
kbp, utdbbi 45 kbp hosszt (harmadakkora sincs), a kodold régiok szama 250, ill. 69. Csupan ebbdl is
megallapithatjuk, hogy az Al egy myovirus, mig az R4 egy siphovirus (II. és IIl. osztalya
Staphylococcus fagok). A két Staphylococcus fag (A1 és R4) DNS-e a hasitasi helyek mintazata alapjan
is jelentOsen eltér. Az R4 fag genomjaban a bakterialis genomba integralddasért felelds lizogénia-modul
génjei (integraz) jelen vannak, igy a fag feltehetden temperalt, és lizogén életciklusba léphet. Ez a
Stahylococcus siphovirusokra jellemzd tulajdonsag, mely alapjan felmeriilnek kételyek a terapias
felhasznalas irant. Ezzel szemben a Staphylococcus myovirusoknak altalaban obligat litikusak
(virulensek) — ez alapjan alkalmasabbak fagterapias célokra. Az A1 genomjaban nem talaltunk integraz
gént.

Az R4 fag a Triavirus génusz fagjaival mutatott nagyfoki rokonsagot, a génusz besoroldsa
Duplodnaviria » Heunggongvirae » Uroviricota » Caudoviricetes » Triavirus (ICTV 2022). Az Al a
homologiak alapjan egy Kayvirus, besorolasa: Duplodnaviria » Heunggongvirae > Uroviricota >

Caudoviricetes > Herelleviridae » Twortvirinae » Kayvirus (ICTV 2022).

2. Az A1 és R4 Staphylococcus fagok lizinjei

A Staphylococcus fagok esetében célunk olyan fag-fehérjék kinyerése volt, melyek célzottan a
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sejtfalat (peptidoglikant) bontjak, s ezzel potencialis direkt felhasznalasuk esetén kiviilrél képesek
azonnal a baktérium lizisét okozni. Az Al két lizinje esetében a kifejezés meghiusult (a fehérjéket a
klonozas és kifejezés végén egyeldre nem sikertiilt detektalni). Az R4 esetében az orf27, az Al esetében
az orfl83 kddolt endolizint. Az Al virion-asszocialt lizinje (VAL) a genom elején talalhato orf4.
Mindharom fehérjében talaltunk konzervalt doméneket: egy vagy tobb enzimatikusan aktiv amidazt,
illetve sejtfal-kotésért felelds doméneket. A Staphylococcus fag endolizinekre jellemzé modularitas
teljes mértékben megfigyelheté mindharom altalunk vizsgalt fag-lizin esetében. Kiilonb6zd hasitasi
helyeken aktiv lizinek kombinaldsa és egylitt alkalmazésa gyakran szinergidt eredményez, a lizinek

példaul antibiotikumokkal is kombinalhatok (Nelson et al., 2012).

3. A Staphylococcus Al fag biofilmre adaptalasa (A1-E vs. A1-BA)

Az Al fag esetében az egyik legfobb célkitiizéslink az volt, hogy megvizsgaljuk: kifejezetten
biofilmen torténd nodvesztése eredményez-e barmilyen jellegii kiilonbséget a hagyomanyos modon
propagalt fag jellemzaitdl, és fejlesztheté/fokozhato-e ilyen mdodon a fag biofilm-degradald képessége.
Ehhez eloszor a megfeleld biofilmképzo torzset kellett kivalasztani, majd a fag adaptalasat
optimalizalni, melyet az eredeti és a biofilm-adaptalt fag-valtozat 6sszehasonlitasa kovetett— ezt tobb
modszerrel is elvégeztiik.

A legkézenfekvébb biofilm-mérési modszer (kristalyibolyaval festés és abszorbancia mérés)
viszonylagos eredménytelensége miatt annak finomitasa és pontositisa helyett mas, hatékonyabb
modokon igyekeztiink felderiteni és reprezentalni az eredeti (A1-E) és biofilmre adaptalt (A1-BA) fagok
kozti kiilonbségeket. A legszembetin6bbet a biofilm-eradikacios készségiikben figyelhettilk meg,
melyet a konfokalis lézer-scanning mikroszkopos felvételeken, és a belOlik szarmaztatott mérési
adatokban, valamint a scanning elektronmikroszkopos képeken lathattunk. Az 53. S. aureus biofilmje
magasan struktiralt matrix format alkot. Az A1-BA faggal kezelt minta képe dezintegralt, szétszort
szerkezetet mutat, mely a biofilm Osszeomlasat jelzi. Az Al-E faggal kezelt mintaban a biofilm a két
allapot kozé tehetd: a biofilm ugyan nincs annyira szétdarabolodva, aggregatumai nagyobbak, am a
kontrollhoz képest sokkal kevésbé homogén; a fag kisebb mértékii rombol6 hatdst valt ki a biofilm-
struktarara. A SEM felvételeken azt is megfigyelhetjiik, hogy a fagokkal kezelt mintdkban az ép
baktériumsejtek szama is sokkal kevesebb. A vizsgalt paraméterek (4tlagos vastagsag, biomassza,
maximalis vastagsag, biotérfogat) szamszeriisitve is jol mutatjak a gradualis csokkenést a kontroll — Al-
E — Al-BA iranyban, ez pedig egyrészt mindkét fag biofilm-degradalo hatasat jelzi, masrészt ennek
nagyobb mértékét az A1-BA fag esetében.

A két fag kozti kiillonbség nem kifejezetten biofilmre vonatkozd, am mégis kézenfekvo indikatora a
gazdaspektrumaik vizsgalata, melyet kicseppentéssel, majd a litikus mintazatok vizsgalataval végeztiink
el. A gazdaspektrumok kozti eltérésbdl, az érzékeny/rezisztens torzsek egymashoz viszonyitott
mennyiségébol kovetkeztethettiink az A1 fag hatékonysagaban bekdvetkezett valtozasra.

A Staphylococcus fagok kicseppentéssel torténd tesztelése soran a teljes feltisztulas és a valtozatlan
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gyep kozott szamos atmeneti forma akadt. Ezen litikus mintdzatok, morfologiai sajatossagok
standardizdlasdhoz létrehoztunk egy ,kicseppentés-kategorizalasi” rendszert, mely segitségével
definialni lehet a fag hatékonysagat.

Az Al-E fag a 165 db izolatumbol 25-re hatékonynak (14,5%), 59-re hatastalannak (35,8%)
bizonyult. A megmaradt 81 torzs (=50%) esetében a hatds részleges volt. Az Al-BA fag 74-re
hatékonynak (44,8%), 32-re hatastalannak (19,4%) bizonyult. A megmaradt 59 torzs (=35%) esetében
a hatas részleges volt. Ezek alapjan tehat az A1-BA fag 6sszességében hatékonyabbnak bizonyult, mert
a teljes feltisztuldsok szdma Osszességében noétt, a hatastalansadg szama csokkent az A1-E-hez képest.

A két gazdaspektrumot tiizetesebb vizsgalatnak vetettiik ald. Kiilon is megvizsgaltuk az A1-E és Al-
BA egyes izolatumokkal szembeni oldasi (litikus) hatékonysagat, kiilonds tekintettel a hatékonysagok
kozti eltérésekre, melyeket Osszesitettiink. Elmondhat6, hogy az Al-BA fag gazdaspektruméban
egyfajta eltolodas figyelheté meg, mely a nagyobb foku feltisztulas felé mutat.

A fag robosztussagaban bekovetkezo valtozas legegyszerlibb mutatdja a kornyezeti kondiciokkal
szembeni tliréshatarok vizsgalata. A hotirések esetében kideriilt, hogy az Al-E 06sszességében
gyengébben all ellen a kiillonb6zé homérsékleteknek, mint az A1-BA. 2 év utan a fagok teljesen
elveszitik aktivitasukat minden vizsgalt hofokon. Az A1-E fagot 1 6ran keresztiil 60 és 50°C-on tartva
kideriilt, hogy ezen id6ablakon beliil a ketté kdzé esik a fag toleranciaja, minthogy 60°C-on a titer

fokozatosan esik, mig 50°C-on valtozatlan marad.
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A PhD munka soran elért uj tudomanyos eredmények

1. Részletes feno- és genotipusos jellemzéssel leirtunk egy, a K2 toktipust K. pneumoniae torzseken
aktiv, litikus, szilk gazdaspektrumu bakteriofagot (Webervirus Bl) tovabba egy szélesebb
gazdaspektrumu, a K2 toktipusu torzsekre nem hato, litikus bakteriofagot (Webervirus 731).

2. A BI fag tok-depolimerdzanak szerkezetét és mitkodését részletesen leirtuk. Megallapitottuk, hogy
e depolimeraz a K2 tokkal bir6 K. pneumoniae torzseket érzékennyé teheti tovabbi, ilyen toktipust
torzseket egyébként fertdzni képtelen bakteriofdgokkal szemben is. A 731 két feltételezett
depolimerazat bioinformatikai eszkdzdkkel szintén jellemeztiik.

3. A két fag és a négy 52145 varians segitségével feltérképeztiik a fagok receptorait; megmutattuk,
hogy a tok egyik-masik fag esetében lehet maszkiroz6 vagy toborz6 hatast, de a B1 fag szamara nem
elengedhetetlen receptor.

4. Részletes feno- és genotipusos jellemzéssel leirtunk két, S. aureus toérzseken aktiv bakteriofagot
(Triavirus R4, Kayvirus Al).

5. Fenti két Staphyloccus fag lizinjeit szerkezetileg részletesen jellemeztiik.

6. Kisérletekkel igazoltuk, hogy a S. aureus biofilmrdl visszaizolalt Al fag (A1-BA) szélesebb

gazdaspektrummal, jobb hétiiréssel és er6sebb biofilm-bontd képességel bir, mint az eredeti (A1-E).
Az eredmények azt jelzik, hogy a fagjaink, illetve a mar meglévd vagy még nem kifejezett fag

enzimeink igéretesnek bizonyulnak arra, hogy a késdbbiekben méltoképpen gyarapitsuk veliik a

napjainkban vilagszinten egyre szinesebbé valo fag-kutatas palettajat.
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