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9. Koszonetnyilvanitas



Roviditések jegyzéke
A/E — attaching/effacing

CFU - colony forming unit

DAEC — diffusely adherent E.coli
EAEC — enteroaggregative E. coli
EDTA - etilén-diamin-tetraecetsav
EHEC — enterohemorrhagic E.coli
EIEC — enteroinvasive E.coli

EOP — efficiency of plating

EPEC — enteropathogenic E.coli
ETEC — enterotoxigenic E. coli

FDA - U.S. Food and Drug Administration
GRAS — Generally Recognized as Safe
HUS — hemolitikus urémias szindroma
LB — Luria-Bertani tapleves

LEE — locus of enterocyte effacement
LT — heat-labile toxin

MOI — multiplicity of infection

PAI — pathogenicity island

PCR — polymerase chain reaction

PFU — plack forming unit

PBS — phosphate buffered saline

ST — heat-stable toxin

STEC — Shiga toxin—producing E. coli
Stx — Shiga-toxin

TAE — trisz-acetat-EDTA

TBE — trisz-borat-EDTA

VT — verocytotoxin



1. Bevezetés

1.1. Escherichia coli

Az Escherichia coli baktérium az egészséges human bélmikrobidta tagja, mar a sziiletés
utan néhany 6raval megtelepszik a gasztrointesztinalis rendszerben. Altalaban a baktérium és
gazdaszervezete képes évtizedeken keresztiil szimbiozisban élni, anélkiil, hogy ezek a
kommenzalista torzsek barmilyen megbetegedést okoznanak. Vannak azonban olyan,
adaptalodott torzsek, amelyek specifikus virulencia faktorokra tettek szert, melyek segitségével
képesek 1j gazdakhoz val6 alkalmazkodésra, €s nagyszamu betegség eldidézésére. Ezeknek a
virulencia faktoroknak a legsikeresebb kombinacidi vezettek a kiilonb6z6 E. coli patotipusok
kialakulasdhoz, amelyek mind kiilonb6z6 gerinces allatokban, mind emberben képesek akar
igen sulyos megbetegedést is okozni. Ezek kozott a patotipusok kozott tehat eléfordulnak
allatorvosi, human orvosi, vagy akar mindkét szempontbdl jelentdsek is. Emberben harom
altalanos korkép jellemzi az ilyen fert6zéseket: enteralis’/hasmenéses megbetegedés, hugyuti
fertézés vagy szepszis/meningitisz. Az intesztinalis korokozokat legalabb 6 jol elkiilonithetd
patotipusra oszthatjuk: enetropatogén E. coli (EPEC), Shiga toxikus E. coli (STEC) (ezen beliil
enterohemorragias E. coli (EHEC)), enterotoxikus E. coli (ETEC), enteroaggregativ E. coli
(EAEC), enteroinvaziv E. coli (EIEC) ¢s diffuzan-adherens E. coli (DAEC). A kiilonb6zo
patotipusok sokszor olyan csoportokbol allnak Ossze, amelyek megegyeznek O
(lipopoliszacharid) ¢s H (flagellum) antigénjeikben. Ezek az antigének felelosek a

szerocsoportok (O) és szerotipusok (H) kialakitasaért (Kaper és mtsai, 2004).

A kiilonb6z6 patotipusok kiillonbdzOképpen 1épnek interakcioba az eukaridta sejtekkel
(1. abra). Az EPEC torzsek a vékonybél enterocitaihoz tapadnak, lerombolva a mikrobolyhok
normal felépitését, ez az tigynevezett ,,attaching and effacing” (A/E), mikroboholy elhalast
okozo6 kapcsolddas. A citoszkeletalis atrendezddések a bél gyulladasahoz és hasmenéshez
vezetnek. Az EHEC torzsek hasonlé modon fertdznek, csak a vastagbélben. Ezeknek a
torzseknek a f0 megkiilonboztetd tulajdonsdga a Shiga-toxin (Stx) termelés, ami a
vérkeringésbe jutva akar €letveszélyes komplikaciokat is okozhat. Az el6z6ekhez hasonléan az
ETEC torzsek a vékonybél enterocitaihoz tapadnak, €s vizes hasmenést valtanak ki, kiilonb6zo
hé-labilis (LT) és/vagy ho-stabil (ST) enterotoxinok segitségével. Az EAEC torzsek a vékony-
¢s vastagbél epitel rétegén vastag biofilmet alkotnak, amibdl szekrécios citotoxinokat és
enterotoxinokat bocsatanak a sejtbe. Az EIEC behatol a vastagbél epitelidlis sejtjeibe, ahol a
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fagoszoma lizisét okozza, €s aktin mikrofilamentumok segitségével mozog a sejten keresztiil.
Képes lehet oldaliranyban direkt modon egyik sejtbdl a masikba is atjutni, vagy a sejtbdl
kilépve a baso-lateralis membranon at belépni a szomszédos sejtbe. A DAEC torzsek egyedi
szignal transzdukcios hatast fejtenek ki a vékonybél enterocitaiban, ami megnyult, ujjszeri

sejtkindvések kialakulasat okozza, amik koriilfogjak a baktériumokat (Kaper és mtsai, 2004)

1. abra Escherichia coli patotipusok (Kaper és mtsai, 2004 nyomdan)
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1.1.1 Enterohemorragias E. coli (EHEC)

Az EHEC patotipusba tartoz6 torzsek kiemelt figyelmet élveznek, mert zoonotikus és
¢lelmiszer-kozvetitte fertdzések kialakitdsara képesek, amelyek sulyosak lehetnek, foleg
kisgyermekek, iddsek, illetve immunkompromittalt személyek esetében. Az altaluk jelentett
veszély a fertdézéshez sziikséges alacsony csiraszam (<100) miatt is nagy. Az EHEC torzsek
specifikusan a hemolitikus urémias szindroma (HUS) kialakulasaval hozhatéak 6sszefiiggésbe.
F6 haszonallat rezervoarjuk a szarvasmarha, igy olyan szarvasmarha eredetli élelmiszerekben,
mint a nem megfelelden atfott dardlt marhahts vagy a pasztorizalatlan tej is el6fordulhatnak,
sOt az allatok tragydjaval érintkezésbe keriild termények is okozhatnak megbetegedéseket. A
legtobb zoonotikus fertdzéshez hasonléoan az EHEC altal okozott betegség is féleg embereken

figyelhetd meg, mig a rezervoar fajok altalaban nem mutatjdk a fertdzés jeleit. A nagyon
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alacsony fert6z6 dozis miatt akar az ivovizzel, emberrél emberre valo terjedéssel,

allatsimogatoban, vagy farmlatogatasok alkalmaval is megfertézddhetiink.

Ezekben a torzsekben a f6 virulenciafaktor valamilyen Shiga toxin (Stx1, Stx2),
masnéven verocytotoxin (VT), emiatt a STEC patotipus egy altipusanak is tekinthetéek. Az Stx
0t egyforma B alegységbdl és egy A alegységbdl tevddik 0ssze, az elobbi a holotoxinnak a
célsejt feliiletéhez kotéséért felelds, mig az utobbi a riboszémalis RNS-t hasitja, ezaltal a
fehérjeszintézis gatlodik. Az Stx csaladon beliil két alcsoportot kiilonboztethetiink meg: az Stx1
¢és Stx2, amik koriilbeliil 55% aminosav egyezést mutatnak. Az Stx a vastagbélben termelddik,
majd a vérarammal jut a vesékhez. Itt a vese endotél sejtjeit karositja, €s a mikroérrendszer
elzarodasat okozza, igy vesegyulladast okoz, ami HUS kialakuldsahoz vezethet. A HUS
vérlemezkeszam csokkenéssel, hemolitikus anémidval és végiil halalos kimenetelii akut
veseelégtelenséggel jarhat. Az Stx a vastagbélben helyi karosodast is okozhat, igy klinikai
megjelenése emberekben véres/vértelen hasmenés, hemorragids kolitisz, nekrozis és
bélperforacio is lehet (Karmali, 2018; Newell és La Ragione, 2018). A Shiga toxin termelésért
altalaban lambdoid fagokbodl kialakult profagok a felelések. A profagok bakteridlis stressz
hatasara litikus ciklusba Iéphetnek, amelynek soran a szétesd baktériumsejtbdl a toxin a
kornyezetbe jut. Emiatt az antibiotikumok hasznalata STEC fertézések kezelésére ellenjavalt,

mivel stimuldlhatja a toxin felszabadulasat (Croxen ¢s mtsai, 2013).

Emellett az EHEC torzsek rendelkeznek a LEE (locus of enterocyte effacement)
patogenitas szigettel (PAI), ami a [1I-as tipusu szekrécids rendszert, az intimin adhézios fehérjét
¢s egyéb szekrécios fehérjéket kodol, amik homoldgok az EPEC torzsek altal termeltekkel. A
LEE PAI az EPEC torzsek kulcs virulencia faktora, ez felelos a jellemzd A/E kialakulaséaért.
Bar tobb mint 200 E. coli szerotipus képes Stx termelésre, de csak azokat nevezziik EHEC-nak,
amik a LEE-vel is rendelkeznek. Az intimin fontos szerepet jatszik a bél kolonizaciéjaban, HUS
betegekben erds immunvalaszt valt ki a tobbi LEE kodolta fehérjéhez hasonléan (Kaper és

mtsai, 2004)
1.1.1.1. E. coli O157:H7

Az EHEC torzsek koziil a legismertebb az O157:H7-es antigéneket hordoz6 szerotipus,
ami tobb nagy E. coli jarvany kitoréséért is felelds volt. Mivel ez a HUS betegekbdl legtobbszor
izolalt baktérium, ezért valosziniileg jol reprezentdlja az EHEC torzseket (Kaper és mitsai,

2004).



1.2. Bakteriofagok

A bakteriofagok (fagok) a Foldon a legnagyobb szamban el6forduld organizmusok.
Mind orokitéanyagukat, mind formajukat tekintve nagyon valtozatosak. Ezek a baktériumokat
fertéz6 virusok obligat sejtparazitdk, szaporodasukhoz mindenképpen gazdasejtre van
sziikségiik. fgy elterjedésiik és abundancidjuk szoros Osszefiiggésben van a
gazdaorganizmusokéval. A legtobb baktérium és Archea a nyilt 6ceanokban, talajban, dcedni
iiledékben fordul eld, ahol egy ilyen sejtre akar 10 bakteriofag is juthat. Bar gazdaspecificitasuk
miatt sok baktérium kapcsolddik az emberekhez és allatokhoz - mind patogénként, mind
esszencialis szimbiontaként - ezeknek, és a hozzajuk kapcsol6dd fagoknak a szédma
nagysagrendekkel kevesebb. Viszont hidba tekinthetjiik kevésbé szamottevonek ezeknek a
baktériumoknak a mennyis€¢gét, mégis hatalmas a jelentéségiik az emberek ¢életében. Foleg
kiilonbozd betegségek, vagy akar az élelmiszeripar szempontjabol is 1ényegesek, ahol szintén
Osszefiiggésbe hozhatdak fertézésekkel, vagy a termelés kapcsan szamunkra elényés modon
hasznaljuk fel 6ket. Igy az ezeket fert6z$ bakteriofigok szerepe is kiemelkedé szamunkra

(Clokie és mtsai, 2011).
1.2.1 Altalanos jellemzék

A bakteriofagok, mint baktériumokat fert6z0 virusok, altalanos jellemzdikben
megegyeznek az eukariota szervezeteket fert6zd virusokkal. Ezek a tulajdonsagok a

kovetkezok:
- obligat sejtparazitak
- nincs nukleinsav- és fehérjeszintetizal6 rendszeriik
- csak egyféle nukleinsavat tartalmaznak

De ezeken a korlatokon beliil nagyon heterogének. Nukleinsavuk lehet RNS vagy DNS, szimpla
vagy dupla szalu, linearis vagy cirkularis, folyamatos vagy szegmentalt. Mindig rendelkeznek
egy fehérjeburokkal, amit kapszidnak neveziink. Ennek a fehérje- és lipidkomponensei
meghatarozzak a virion alakjat, szimmetriaviszonyait. Ez alapjan megkiilonboztetiink négyféle
fagformat: farkos (tailed), ikozahedralis (kobos), helikalis (rod shaped) €s pleomorf fagokat
(Medveczky és mtsai, 1998).



A bakteriofagok, mas virusokhoz hasonl6an az altaluk fert6zott sejtet hasznaljak a sajat
genetikai alloményuk megsokszorozasara. A fagok adszorpcidja egy nagyon specifikus
folyamat, igy a legtobb fag sziik gazdaspektrummal rendelkezik, altalaban faj- vagy akéar torzs
specifikusak is lehetnek. Ezt a tulajdonsagot ki lehet haszndlni, akar a fagtipizalas soran,
bizonyos baktériumtorzsek azonositasara, vagy a fagtiter-emelkedési reakcidban, ami mintak
baktériumtartalmdnak meghatdrozasara szolgal. El6fordulnak azonban széles gazdaspektrumu
fagok is, amik akar Gram+ ¢€s Gram- baktériumok fertdzésére egyarant képesek lehetnek. Az
ilyen fagoknak fontos szerepe lehet bizonyos gének terjesztésében a baktériumok kozott. A
fagokat két f6 ¢letciklus tipus jellemzi, ami meghatdrozza, hogy a gazdasejttel milyen
interakcidba 1épnek. A litikus fagok az ordkitdanyagukat a fert6zott sejtbe juttatva uj fagok
képzddését inditjak el, aminek hataséra a sejt elpusztul és szétesik, beldle pedig kiszabadulnak
az 1j virus partikulak (virulens/vegetativ fag). Ezzel szemben a lizogén ¢letciklust mutato fagok
a fert6zott sejtet nem pusztitjak el, hanem annak genomjaba épiilnek profagként (temperalt fag).
Vannak fagok amelyek képesek ugynevezett pszeudolizogén életmddra, és integralodas nélkiil,
a sejten beliil plazmidként 1éteznek tovabb (2. abra). A profag a baktériumse;jt osztédasakor az
utodbaktériumokba is atjut. Ez akér tobbezer generacion keresztiil is fennmaradhat, melynek
soran a fag képes a baktérium fenotipusdnak megvaltoztatasara, olyan gének expressziojaval,
amelyek a baktériumban eredetileg nem voltak jelen. Ez a folyamat a lizogén konverzio. A
litikus fert6zés soran a fagrészecskék a baktérium génkészletébdl szarmazod szakaszt is
atvehetnek, amit lizogén fert6zéssel képesek mas baktériumokba atjuttatni, mikor profagként
integralédnak. Ezt transzdukcionak nevezziik, amely sordn 1j, 6roklodé tulajdonsagok (pl.
virulencia, rezisztencia faktorok) jelenhetnek meg az utddbaktériumokban. A koérnyezeti
feltételek (pH, homérséklet, UV sugarzas) €s a gazdasejt anyagcseréjének megvaltozasa a

profag litikus ¢letciklusba 1épését okozhatja. Ezt a hatast indukcionak nevezziik, mely a



baktérium lizis€hez vezet (Medveczky ¢és mtsai, 1998; Clokie és mtsai, 2011; Fortier €s

Sekulovic, 2013).

2. abra Bakteriofagok jellemzd é¢életciklusai (Fortier és Sekulovic, 2013 nyomdan)
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1.2.2 Bakteriofagok rendszerezése

Ahogy az 1.2.1. fejezetben emlitettem, nagyrészt morfologiai szempontok alapjan a

fagokat 4 csoportra oszthatjuk:

A kobos fagok nukleinsava RNS és DNS is lehet, ez alapjan két csoportra osztjuk dket:
DNS-t tartalmaz a Microviridae, a Corticoviridae és a Tectiviridae, ez lehet szimpla vagy

duplaszalu is; RNS-t pedig a Leviviridae és Cystoviridae csaladok.
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A fonalas fagok szimpla szali DNS-t tartalmaznak, ¢s harom csaladot sorolunk ide:

Inoviridae, Lipotrixviridae, Rudiviridae.

A pleomorf fagoknak nincsen kapszidja, dupla szadla DNS genomjukat matrix-
proteinnel kit6ltott burok veszi koriil. Ezt a csoportot a Plasmaviridae és a Fuselloviridae csalad

képviseli. (Maniloff és mtsai, 1999)

A farkos bakteriofagok bindlis szimmetriajiak. A feji rész kobos szerkezetli, ebben
talalhaté a dupla szali DNS. Hozza egy helikalis farki rész kapcsolddik. Ennek a faroknak a
tulajdonsagai alapjan 3 csoportot kiilonitiink el: Myoviridae - hosszu, kontraktilis farok;
Siphoviridae — hosszl, nem kontraktilis farok; Podoviridae — révid farok (3. abra). Ezeken
beliil a fej alakja valtozhat, ikozaéderes, oktaé¢deres vagy megnyult formaju is lehet, ez alapjan
alcsoportokat is el lehet kiiloniteni (Medveczky €s mtsai, 1998; Maniloff ¢s mtsai, 1999). Az
altalunk vizsgalt bakteriofagok mind olyan csoportokba tartoznak, amik a farkos fagokhoz, a

Caudovirales rendbe sorolhatoak, a kovetkezokben ezeket ismertetem bovebben.

3. abra A farkos fagok felépitése (Elbreki és mtsai, 2014 nyoman)

Nyak —

Farok

Podoviridae

M) ovmdm

Fehér ]efonalak

Siphoviridae

1.2.2.1. T4-szerii fagok

A T4-szerli fagok a Myoviridae csaladba, ezen beliil is a Tevenvirinae alcsaladba
tartoznak. Elnevezésiiket a Myovirusok legkutatottabb tagjarol, a T4 fagrol kaptak. Valtozatos

Okologiai nichekben el6fordulnak, az emldsok bélrendszerétdl a nyilt 6ceanig. Kézepesen
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megnyult ikozaéderes feji rész és kontraktilis farokrész jellemzi dket, ami egy komplex
alaplemezzel végzddik, amibdl 6 hosszi, megtort fehérjefonal dgazik szét (Desplats és Krisch,
2003). A tobb mint 160 bakteriofagbol, amiket morfoldgiai szempontok alapjan a T4-szerti
fagok kozé sorolhatunk, 130 morfoldgiailag megkiilonboztethetetlen a T4 fagtol. Ennek a T4-
tipusu morfologianak az erds konzervacidja arra utal, hogy a strukturdlis komponenseket
kodolo része a tag genomnak evolucidsan fixalt lehet. A T4-szeri fagok harom f6 szerkezeti
proteint (gp18, gpl19, gp23) tartalmaznak, ezek szekvenciajanak 6sszehasonlitasa alapjan négy
csoportra oszthatjuk 6ket: T-paros, pszeudo-T-paros, shizo-T-paros és exo-T-paros fagokra. Ez
a felosztas a morfoldgiai adatokkal is egybeesik. A T-paros €s pszeudo-T-paros fagok
hasonlitanak a T4 fagra leginkdbb, a shizo-T-paros fagok feji része egyértelmiien nagyobb ¢és
hosszabb genommal rendelkeznek. Az exo-T-paros fagok a fej méretében és alakjaban, illetve
a kontraktilis farok hosszaban is kiilonboznek a T4-t6l. A novekvé morfologiai varianciaja
ezeknek az alcsoportoknak novekvd filogenetikai variancidval is jar. Az ismert T4-szeri
fagoknak megkozelitdleg 90%-a E. coli-t vagy mas enterobaktériumokat képes megfertzni, a
maradék 10% filogenetikai szempontbol tavolabbi baktérium torzseket, mint az Aeromonas,
Vibrio €s a Symechococcus. Az enterobakteridlis fagok nagy része a szennyvizbdl vagy
csatornavizbdl szarmazik, jelezve, hogy ezek természetes eldfordulasi helye az emberi és allati

bélrendszer. (Desplats €és Krisch, 2003; Kaliniene és mtsai, 2010)
1.2.2.2. rVS-szerii fagok

Az rV5-szerli fagok szintén a Myoviridae csaladba tartoz6, nagyobb méretii fagok.
Vequintavirusok kozé sorolhatdéak, ami a Vequintavirinae alcsaladba tartozik. Ez az alcsalad
négy nemzetséget tartalmaz: Avunavirus, Certrevirus, Seunavirus és Vequintavirus. A torzs
legtobb, mar leirt ilyen fag gazdaorganizmusa az O157:H7 (Korf és mtsai, 2019). Kontraktilis
farokkal rendelkeznek, igy morfoldgiailag a farkos bakteriofagokhoz tartoznak. A feji résziik
ikozahedralis, a farokrészhez 5-6 fehérjefonal csatlakozik. Genomjuk nagyméretii, tobb mint
100 kB hosszu. Sz¢les gazdaspektrummal rendelkeznek (Kropinski és mtsai, 2013). A cikkben,
amely az rV5 nemzetség létrehozasat javasolta, a szerzOk kiemelték a restrikcios helyek
hidnyat, a belsd mag lipopoliszacharid receptorok hasznalatat és a lizogenitassal kapcsolatos
gének hianyat, melyek hozzajarulnak a széles gazdaspektrumhoz, €s biokontrollra igéretessé

tehetik ket (Santos és mtsai, 2011; Svab és mtsai, 2018).

11



1.2.2.3. HK578-szerii fagok

Egy Escherichia tag, a HK578 a tipusfagja ennek a csoportnak, mivel ezt izolaltak
elészor (Dhillon és mtsai, 1970). A Siphoviridae csaladba, ezen belil a Dhillonvirus
nemzetségbe tartoznak, besoroldsuk morfologiai hasonlosdgokon alapul. Hajlékony
farokrésszel és kis eltérésekkel majdnem azonos géntartalommal rendelkeznek (Korf és mtsai,
2019). A csoport tagjai kozti eltérések foleg az eltérd gazdaspektrumban nyilvanulnak meg. A
HKS578-szerli fagok kiilonb6z6, az Enterobacteriaceae csaladba tartozo baktériumokat
fertéznek, mint példaul az Escherichia, Sodalis €s Shigella nemzetségek. (Adriaenssens ¢s

mtsai, 2015)
1.2.3 Bakteriofagok lehetséges alkalmazasa

A bakteriofagokat mar 1915-ben felfedezte William Twort angol bakteriologus, és
1917-ben Felix d’Herelle francia-kanadai mikrobiologus felismerte baktériumok ellen valo
alkalmazasuk lehetdségét. Az antibiotikumok felfedezését megel6zéen nagy népszertiségnek
orvendtek, azonban azok elterjedésével kiszorultak a nyugati orvoslasbol, foleg az
antibiotikumok alkalmazasanak egyszertisége miatt. Kutatdsuk azonban folytatodott néhany
orszagban, példaul Gruziaban, ahol rutinszertien izolaltdk €s nagyszamu megbetegedés ellen
hasznaltdk, és ma is hasznaljadk Oket. Az Escherichia coli fontos laboratériumi és korokozéd
torzseket magaba foglald baktériumfaj, igy késObb tobb vizsgalat is olyan fagokra
koncentralodott, amik kifejezetten ennek a baktériumnak a fertézésére voltak képesek. Ezek a
kutatasok - mint a genetikai anyag alapjainak és a harom nukleotidbdl felépiil6 aminosavaknak
a felismerése, vagy a restrikcids enzimek felfedezése - képezik a modern molekularis bioldgia

alapjait (Clokie és mtsai, 2011).

Mivel az elmult idében az antibiotikum rezisztencia folyamatosan névekvd problémat
jelent, mind a humén orvoslasban, mind az allategészségiigyben, a bakteriofagokra ismét egyre
nagyobb figyelem iranyul. A fagterapia - vagyis a fagok antibakterialis felhasznalasa - egyre
jobban el6térbe kertil, mivel azon kiviil, hogy nem toxikus, a fag az egyetlen terapias agens,
amely képes 0nmagat szabalyozni, és a baktérium elpusztulasa utan eltlinik a szervezetbdl.
Raadasul a természet a fagok gyakorlatilag kifogyhatatlan forrasa. Uj fagokat tudunk izolalni a
legtobb baktérium ellen - a baktériumok €s fagok folyamatosan ko-evolvalodnak, ami azért
fontos, mert egyre tobb Uj patogén baktérium jelenik meg. A human fagteridpidban az un.
fagkoktélok (tobb fag keveréke) alkalmazasanak az az eldnye, hogy olyan baktériumok ellen is
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hatasos védekezés, amelyekben esetleg bizonyos fagokra mar rezisztencia alakult ki. A fagokat
gyakran mas antibiotikus szerekkel egyiitt hasznaljak, ilyenkor képesek egymassal
szinergikusan miikddni. Bar a fagok valdsziniileg nem tudjak helyettesiteni az egyéb
antibiotikus agenseket, azonban jol hasznalhatéak azokban az esetekben, ahol azok nem

hatasosak. (Rohde et al. 2018)
1.2.3.1. Bakteriofagok alkalmazasa élelmiszerben

Az ¢lelmiszer-eredeti fert6zések vildgszerte okoznak korhazi apolassal, vagy akar
haldlozassal jard6 megbetegedéseket, annak ellenére, hogy az ¢élelmiszerhigiénia egyre
fejlettebb. Az ilyen fertézések 5 fO kivaltoja koziil 4 baktérium: Escherichia coli,
Campylobacter spp., Salmonella enterica és Shigella spp., amelyek évente tobb szazmillio
megbetegedést okoznak és tobb szazezer halalos aldozatot kovetelnek, aranytalanul nagy
szamban €rintve az 5 évnél fiatalabb gyerekeket. A tradicionalis technikdk - mint a pasztorozés,
magas nyomason vald kezelés, besugarzas, vagy kiilonbozé kémiai fertétlenitdszerek
hasznalata - kiilonb6z6 mértékben képes a mikrobak elpusztitdsara, azonban jelentds hatuliitoik
is vannak. Ilyen példaul, hogy ha korroziv hatasuak, kart tehetnek a feldolgozas soran a
gépezetekben, ronthatjak az élelmiszer élvezeti értékét (és feltételezhetden tapértékét is). Ami
a legfontosabb, hogy a patogének mellett elpusztitjak a tobbi - sokszor a szervezet szamara
hasznos - baktériumot is, amelyek el6fordulhatnak benniik. A fagok élelmiszeriparban vald
alkalmazasa patogén baktériumok elleni biokontrollként széles korben kutatott, mivel ez egy
természetes, biztonsagos ¢és specifikus védekezési modszer. Tobb fagkészitmény (pl.
EcoShield™, ListShield™, ShigaShield™) mar az amerikai Elelmiszer- és
gyogyszerfeliigyelet (FDA) altal is jova lett hagyva, amik sikeresen hasznalhatoak hus, hal és
tejtermékeken vagy zoldségeken. Raadasul ezeknek a kereskedelemben is forgalmazott
készitményeknek a szama egyre né (Moye ¢és mtsai, 2018). A biokontrollként alkalmazhatd

fagoknak a kovetkezd tulajdonsagokkal kell rendelkezniilik (Hagens €és Loessner, 2010):

sz¢éles gazdaspektrum

- szigoraan litikus életmod

- nem-patogén baktériumtorzson vald propagalhatdsag
- ismert teljes genomszekvencia

- nem képes nem-viralis eredetli DNS transzdukciojara
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- nem tartalmaz patogenitassal Osszefiiggd, vagy potencidlisan allergén proteineket

kodolo géneket
- szajon at torténd alkalmazasa nem okoz mellékhatasokat

- GRAS (Generally Recognized as Safe, az FDA jelolése biztonsagos élelmiszerhez adott
anyagokra)

- megfelelden stabil tarolas &s alkalmazas soran
- mennyisége ndvelhetd kereskedelmi eldallitasra

Az elébb emlitett fagkészitmények koziil a ListShield™, egy 6 fagbol allo koktél
hatékonysagat vizsgaltak Perera és mtsai. (2015), Listeria monocytogenes-szel fertdzott salatan,
alman, sajton, fiistolt lazacon €s fagyasztott késztermékeken. Ezek olyan élelmiszercsoportok,
amik nagy eséllyel fertézodhetnek a baktériummal. Hogy probara tegyék a fagok
hatékonysagat, harom Lysteria torzsbol allo6 koktélt alkalmaztak. A fagkészitményt minden
esetben permetezéssel vitték fel az élelmiszerre, 10%-108 PFU/g koncentracidoban. Kontrollként
foszfatpufferelt sdoldatot (PBS) vagy steril vizet hasznaltak. Azt talaltak, hogy a kisérletesen
megfertdzott €lelmiszereken a fag-kezelés minden esetben szignifikansan (~ 1 nagysagrend)
csokkentette a kontaminaciot. Emellett a fagkészitmény nem befolyasolta az ¢€lelmiszerek
¢lvezeti értékeit, nem talaltak valtozast azok szinében, izében vagy megjelenésében. Mivel a
baktériumkoktélhoz hasonld korilmények eléfordulasa a laboratériumon kiviil nagyon
valoszintitlen, lehetséges, hogy a fagok az itt kapott eredményeknél is hatasosabbak lehetnek a

Lysteria visszaszoritasaban.

Hasonloan Listeria fagokkal dolgoztak - koagulinnal kombinalva - Rodriguez-Rubio és
mtsai. (2015). A koagulin egy bakteriocin, vagyis baktériumok altal termelt antimikrobiélis
peptid, amit tradicionalisan tartositasra hasznalnak. A bakteriocinek a bakterialis rendszerekben
eléforuld versengésben gyakran szerepet jatszanak. Ezek a sziik spektrumt protein alapu
toxinok képesek kozeli rokonsadgban allé fajok elpusztitdsara, ami a bakteriocin termeldje
szamara jobb hozzaférést biztosit a limitalt forrasokhoz. Specifikus sejtfelszini receptorok
segitségével jutnak a sejtbe, majd kiilonb6zé mechanizmusok segitségével elpusztitjak azt
(Omar és mtsai, 2013). Rodriguez-Rubio és mtsai eldzetes kisérletben bizonyitottak, hogy a fag

¢s bakteriocin optimalis koriilmények kozott szinergisztikusan hatnak a baktériumra. A
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vizsgélatban tartdés (ESL) tejet fertdztek Listeria monocytogenes-szel, majd harom kezelést

alkalmaztak:
- bakteriofag (FWLLm1/FWLLm3)
- koagulin (C23)
- FWLLmI1/FWLLm3 fag ¢s koagulin keveréke

A két bakteriofaggal két fiiggetlen kisérletet végeztek. A mintakat 4 °C-on, 10 napig taroltak.
A bakteriofagok ¢€s a koagulin dnmagaban is képes volt a baktérium visszaszoritasara, azonban
a keverékek mindkét fag esetében hatékonyabbak voltak, az FWLLmI fag és koagulin keveréke
az ¢letképes sejtek szamat a kimutatasi hatarérték ala csokkentette. Ezek az eredmények a
bakteriofagok és bakteriocinek kozti szinergikus hatds jelenlétére utalnak, igy ezeknek az

egyiittes alkalmazésa indokolt lehet.

Soffer és mtsai (2017) a Shigella fajok ellen célzott, 6t fagot tartalmazd ShigaShield™
-et hasznaltak felvagotton, fiistolt lazacon, el6f6zott csirkén, salatdn, dinnyén és joghurtban, a
baktériumok elpusztitasara. Ezeket az ¢élelmiszereket olyan szempontok figyelembevételével
valasztottak ki, mint az eltérd viszkozitas, szén/fehérje tartalom és textura. A kisérlet célja a
fagkoktél kiilonb6zé koncentracidinak oOsszehasonlitdsa volt. Baktériumtérzsként egy
nalidixinsav-rezisztens Shigella sonnei torzset hasznaltak. A baktériumot az ¢lelmiszerek
feliiletén egyenletesen eloszlattdk, vagy abba belekeverték, majd 1 oOra pihentetés utan
alkalmaztak rajtuk a fagkoktélt. A készitményt permetezéssel vitték fel egyenletesen az
¢lelmiszerekre, a joghurt esetében pedig belekeverték. Harom koncentraciot alkalmaztak
(1x10® PFU/ml, 1x10° PFU/ml, 1x10'® PFU/ml), kontrollként pedig vizet. A mintikat
szobahOmérsékleten, 5 percig inkubaltdk. Emellett a koktélban talalhatd Osszes fag genomjat
szekvenaltak és analizaltak. A legmagasabb koncentracioban a fagok minden élelmiszeren
legalabb 1 nagysagrend (90%) csokkenést okoztak a baktériumok szdmaban. A kontrollhoz
képest minden kezeléssel szignifikans csokkenést értek el, kivéve a dinnye esetében, a
legalacsonyabb koncentracional (45%). A szekvencia adatok alapjan semmilyen veszélyes
(virulencia, toxin, represszor vagy mas bakterium eredetil) gént nem talaltak. Tehat az adataik
azt mutattdk, hogy a ShigaShield™ alkalmazéasa biztonsidgos és hatdsos lehet Shigella-val

kontaminalodott ¢lelmiszereken a baktérium mennyiségének csokkentésére.
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1.2.3.2. Bakteriofagok célzott alkalmazasa Escherichia coli ellen

Ahogy korabban emlitettem, a patogén E. coli torzsek altal okozott fertézések foleg

nyers marhahussal, tejjel, illetve a tragyaval érintkezésbe kertilo terményekkel terjedhetnek.

Az EcoShield™ hatékonysagat E. coli O157:H7 ellen, illetve az ujrafert6zddéssel
szembeni védelmét vizsgaltak Carter és mtsai (2012), marhahtson és salatan. Az EcoShield™
egy litikus fagokbdl allo koktél, amelyet az FDA 2011-ben engedélyezett kdzvetlen voros
htson valo alkalmazasra. A fagkészitményt a kisérlet elott a gyartd altal jelzett mddon
sooldattal higitottak. Harom, nalidixinsav-rezisztens EHEC mutédnssal dolgoztak, amelyek
eredeti izolatumai huméan eredetlieck voltak. Lemért egész, illetve méretre vagott siilt tarjat és
romai salatat, valamint nyers daralt marhahust fertéztek. A bakteriofagokat minden esetben
permetezéssel vitték fel. A tarjakon a kezelés idejének hatasat vizsgaltak. A baktériumtorzzsel
valo fert6zés utan a husokat 1 orat inkubaltak, majd a kezelt mintakon alkalmaztak a fagokat,
mig a kontroll mintdkra PBS-t vittek fel. Ezutan hiitébe helyezték dket, és 5, 15, 30, 60 és 120
perc, illetve 24 6ra mulva levagtak darabokat, amelyeket peptonban emésztettek, majd
nalidixinsav tartalmu taptalajra szélesztettek ¢s megszamlaltak a tal€él6 baktériumokat. A daralt
htison a tarolasi 1d6 hatasat vizsgaltak. Nyers marhahusdarabokat fertéztek meg, az el6zéekhez
hasonloan kezelésként a fagokat, kontrollként PBS-t alkalmaztak. 1 nap hiitében val6 tarolas
utan a mintakat ledaraltdk, majd egyforma adagokat vizsgaltak a mar leirt mdédon. Az emésztés
utan baktériumszamot és fagtitert is szamoltak. A mintavételt és vizsgalatot 1, 5 és 7 nap utan
ismételték. A dardlt huson visszafertézési kisérletet is végeztek. A fertdzés és kezelés az
elézoekhez hasonldan tértént. 1 nap hiitétt tarolas utan a mintakat ledaraltdk, majd a kezelt és
kontroll mintékat is kétfelé osztottak (A €s B). Az A mintdkat mindkét csoportbol azonnal
analizaltdk, ¢és megallapitottdk a taléld baktériumok szamat €s a fagtitert. A B mintékat
ygjrafertézték a baktériummal, majd ujabb 24 o6ra inkubaci6 utan hatdroztak meg a
baktériumszamot ¢s a fagtitert. A salatan a fagkoncentracio hatasat nézték. A mintdkat harom
csoportba osztottak, fertézték, majd az EcoShield™-et két kiilonb6z6 koncentracioban (1x103
PFU/ml, 1x107 PFU/ml) alkalmaztdk, kontrollként szintén PBS-t hasznaltak.
Szobahdmérsékleten 5 percig inkubaltdk a mintakat, majd egyforma adagokat analizaltak €s
megszamoltak a tal¢éld baktériumokat. Az eredményeik azt mutattak, hogy a tarjan minden
idépontban szignifikdnsan kevesebb baktérium maradt a kezelt mintakon, a kontrollhoz képest,
¢s az iddvel a litikus aktivitas nem valtozott szignifikdnsan. A daralthison az eredetileg mutatott

szignifikans csokkenés szintén fennmaradt egészen a 7. napig. A rekontaminacios kisérletben
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azonban az el6szor mutatott csokkenés megfigyelhetd volt, azonban az Gjabb baktériumfertézés
utan nem volt szignifikans kiilonbség a kezelt és kontroll mintak kozott. A salatan végzett
kisérlet azt mutatta, hogy az EcoShield™ hatékonysaga statisztikailag nagyobb volt magasabb
koncentracional, de alacsony koncentracional is szignifikdns volt a baktériumszam csdkkenése.
Osszefoglalva, az EcoShield™ a kezelés és tarolas idejétdl, illetve az alkalmazott
koncentraciotol fiiggetleniil képes szignifikansan csokkenteni az E. coli O157:H7 mennyiségét
¢lelmiszeren, azonban nem véd meg az ujrafert6z0déstdl, és a hatékonysdga koncentracio-

fliggo.

Hudson és mtsai (2013) egy frissen izolalt bakteriofag (FAHEc1) hatékonysagat nézték
E. coli O157:7 ellen, nyers marhahuson. A FAHEc1fagot csatornavizbdl izolaltdk. Vizsgaltak
még a fag gazdaspektrumat és elektronmikroszkdpos képét is, illetve a DNS-ét izolaltak és
elemezték. Hatékonysagat elészor egy in vitro inaktivacids kisérlettel vizsgaltak, ehhez
tapleveshez adtak egy ¢jszakan at 37 °C-on inkubalt, nem patogén E. coli O157:H7 tenyészetbdl
1 ml-t, ehhez adtdk a megfeleld higitast fagszuszpenziot, majd 0, 3, 6 és 24 6ra mulva vettek
mintat, hogy a tuléld baktériumsejtek szamat megallapitsak. A nyers marhahuson kifejtett hatas
vizsgélatdhoz két kiilonbozé O157:H7 valtozaton végeztek parhuzamosan kisérletet,
biztositando, hogy az eredmények a valtozatok kozott is konzisztensek. Az egy €jszakéan at
inkubalt, majd megtisztitott baktérium tenyészetet 2x2 cm-es, vékonyra szeletelt nyers
marhahusra vitték fel, 1 6ra 37 °C-os inkubacid utdn pedig hozzaadtak a fagszuszpenziot. Ezt
Ujabb 1 ora inkubacid kovette. Az inkubacio utan megallapitottak a taléld baktériumok, illetve
a jelenlévo fagrészecskék szamat. A koncentracio és az inkubdacios 1d6 hatasanak vizsgalatara
hozzaadéasaval, majd rogzitett koncentraciok mellett az inkubacids 1d6 valtoztatasaval, végiil
valtozd fagkoncentraciokkal (3x10°, 4x10°, 2x107 PFU/ml), 1 és 3 6ras inkubécioval.
Taplevesben, 37 °C-on a fagok kis koncentracidban is képesek voltak szinte teljesen feloldani
a baktériumokat. 24 ora utdn kis mértékt visszanovés volt megfigyelhetd. 5 °C-on a nagy
koncentracid6 bizonyult hatdsosabbnak (>4 nagysagrend csokkenés), az alacsonyabb
koncentraciok megkozelitleg 1 nagysagrend csokkenést okoztak. Nyers huson az elsé
kisérletben a fagok a kimutatasi hatarérték alad csokkentették a baktériumok szamat. A tovabbi
kisérletek kimutattak, hogy a koncentracié novekedésével n6 a fagszuszpenzio hatasa is, mig
az inkubacids 1d6 novelése nem befolyasolta azt. Az egyéb vizsgalatok megallapitottak, hogy a

fag a T4-szerti tfagokhoz tartozik, majdnem kizardlag O157 szerocsoportu E. coli-t fertdz, és
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nem tartalmazza az O157:H7-hez kapcsolhatd virulencia géneket. Tehat tobb olyan

tulajdonsagot is mutat, ami hasznossa teheti az ellene valo védekezésben.

Grygorcewicz és mtsai (2019) egy kordbban izolalt litikus bakteriofag hatékonysasat
vizsgaltak, szintén O157:H7 szerotipust E. coli ellen, szlirt és szlretlen friss tejben. Két
baktériumtorzzsel (A-1, A-2) dolgoztak, amiket humén székletbdl, illetve tehéntejbdl izolaltak.
Az alkalmazott bakteriofdg (ECPS-6) sertés-higtragyabol szdrmazott. A friss tejet 2 um-es
porusu sziirvel sterilizalva allitottdk eld a sziirt tejet. A szlrt tejet az A-1 és A-2, mig a
szliretlen tejet csak az A-2 baktériummal fert6zték meg, majd a sziirt tejhez nagyjabol 5 MOI
(az egy baktériumra esé fagrészecskék szédma), a sziiretlenhez pedig 50 MOI eléréséhez
elegendd fagot adtak. A sziiretlen tejet 12 orat, mig a sziirt tejet 10 napig inkubaltak, 4 °C-on
vagy 25 °C-on, ebbdl 24 oranként vettek mintat. Kromogenikus E. coli talajra (sztiretlen) vagy
LB agarra (szlrt) szélesztve szamoltak a talél6 baktériumok szdmat. A sziiretlen €s sziirt tejben
1s mindkét hdmérsékleten szignifikans volt a baktériumszam csdkkenése. A sziirt tejben 10 nap
utan a visszandtt baktériumok szama még mindig szignifikansan kevesebb volt, mint a kontroll
mintdkban. A nagyobb csokkenést mindkét esetben 25 °C-on lehetett latni. A bakteriofag mind
a szlrt, mind a sziretlen tejben, mindkét hémérsékleten és MOI mellett képes volt a
baktériumtorzsek visszaszoritasara, igy valoszinlsithetd, hogy felhasznalhato a tej kezelése

soran, akar pasztorozést kdvetden is.

A bakteriofagok alkalmazdsa nem csak kozvetleniil az élelmiszereken lehetséges,
hanem az azok kezeléséhez hasznalt eszk6zokon is. Patel és mtsai (2011) spenét aratasahoz
hasznalt pengéken vizsgaltak fagok hatékonysagat E. coli O157:H7 ellen, mivel az aratas soran
a spenot maradvanyok a pengére tapadhatnak, megfeleld taptalajt biztositva a baktériumok
ndvekedéséhez, akar biofilm képzédéséhez is. Ot nalidixinsav-rezisztens E. coli torzs egyforma
aranyu keverékét hasznaltak, amit spenot kivonathoz, vagy tapleveshez adtak. Az 01 és rozsdas,
sterilizalt aratogép pengéket ezekbe helyezték bele, majd 48 oran a4t inkubaltdk allando
hémérsekleten (22 °C), illetve valtozé hdmérsékleten (30 °C - 12 6ra, 22 °C - 12 6ra), utdbbi a
kaliforniai nappali-&jjeli hdmérsékletvaltozast szimulalta. 1, 24 ¢€s 48 6ra utdn mintat vettek a
baktériumszam megallapitasdhoz. A hasznalt specifikus bakteriofagok elézdleg lettek izolalva,
vagdmarhak bélsarabol. A 48 oran at inkubalt pengékre permetezéssel vitték fel a fagkoktélt,
kontrollként pedig PBS-t hasznaltak. Ezutan 2 6ran at 22 °C-on taroltak a pengéket, majd
megszamlaltak a rajtuk talélt baktériumsejtek szamat. A baktériumsejteket mind a spendt

kivonatbol, mind a taplevesbdl ki lehetett mutatni, allandd és valtozdo homérsékleten is, a
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kimutathat6 sejtek szdma az inkubécids 1d6 novekedésével nétt. A valtoz6 homérsékleten 24
Ora utan nagyobb volt a sejtszam, mint szobahdmérsékleten, illetve a taplevesbdl tobb
baktérium volt kimutathatd, mint a spenodt-kivonatbdl. A pengék mindsége (1j/rozsdas) nem
befolyésolta az eredményeket. A bakteriofag kezelés utan a pengéken nem volt kimutathat6 az
E. coli jelenléte, mig a kontroll csoportokban a baktériumszam nem valtozott szignifikansan.
Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az O157:H7 képes a pengére keriild spendton megtapadni,
¢s ezzel potencialisan a frissen vagott spenodtot megfertézni. Specifikus bakteriofagok
hasznalata azonban alkalmas lehet az ez elleni védekezésre, €s jo alternativdja a most

alkalmazott, kevéssé hatékony hipokloritos kezelésnek.
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2. Célkitizések, kérdések

A kutatasunk célja olyan, féleg coliform-specifikus bakteriofagok izolalasa €s részletes
jellemzése volt, amelyek potencidlisan alkalmasak lehetnek biokontrollban val6 alkalmazasra.
Ahogy az 1.2.3.2. pontban emlitettem biokontrollban/fagterapiaban alkalmazott fagoknak tobb
fontos kritériumnak is meg kell felelniiik, ezek koziil az altalunk vizsgalt fagok esetében a
kovetkezdkre koncentraltunk: legyen ismert a genomjuk, €s ne tartalmazzon olyan virulencia,
toxin termelés, vagy rezisztencia faktorokat kodolo géneket, amelyeket a baktériumnak képesek
tovabb adni, az ¢€letciklusuk szigoruan litikus legyen, tehat ne tudjanak a baktérium genomjaba
beépiilni, és stabilak maradjanak azokon a szallitasi, tarolasi és felhasznaldsi hdmérsékleteken

¢s pH-n, ami a kezelések soran eléfordulhat.
3. Anyag és modszer

3.1. Bakteriumtorzs felszaporitasa

A kisérletek soran hasznalt baktériumtorzsek tenyésztésekor felhasznalt mintakat -70
°C-on taroltuk, 30% glicerint és Luria-Bertani (LB) taplevest tartalmaztak. Az LB tapleves az

alabbi komponensekbdl tevodik dssze:

- 10 g/l pepton
- 5 g/l éleszt6 kivonat

- 5 g/l NaCl

A szilard LB taptalaj (LB agar) készitésekor 15 g/l agar is kertil a taplevesbe. A torzset szilard
taptalajra szélesztettiik steril oltokacs segitségével, és 37 °C-on, 24 6ran keresztiil inkubaltuk.
A kisérleteket megel6z6 napon a torzset dusitottuk, amihez a baktériumot a szilard taptalajrol
oltokaccsal LB taplevesbe oltottuk, majd szintén 37 °C-on, 24 6rén at inkubdaltuk, mikézben

180 rpm-en razattuk.
3.2. Bakteriofagok felszaporitasa

A bakteriofagok dusitasakor az adott kisérlethez hasznalt propagéalotorzset tartalmazo
fedéagart hasznaltunk, amit szilard LB taptalaj tetejére ontéttiink. A feddagar komponensei a

kovetkezok:
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100 pul a baktériumtorzs tomény, egyéjszakas folyadéktenyészetébol
800 ul LB tapoldat
100 pul MgSO4

4,5 ml lagyagar (foly€kony és szilard LB 1:1 aranyban, mely igy csak 7,5 g agardzt

tartalmaz literenként, és olvadaspontja alacsonyabb a rendes LB agarhoz képest)

A fedbagarra a bakteriofdg szuszpenziobol 10 ul-es cseppeket raktunk, és 37 °C-on, 24 6rat
inkubaltuk. A masnapra megjelend plakkokat (ahol a fag feloldotta a baktériumot) kémcsd
segitségével kivagtuk, és 1 ml LB taplevesbe helyeztiik. ezutdn a mintdkat baktériumhoz
hasonldan 37 °C-on, 24 o6rat razattuk 180 rpm-en. A fagot €s baktériumot is tartalmaz6 mintak
tisztitdsahoz Acrodisc Supor 220 nm porusméretii steril sziirdt hasznaltunk. A szirletet 4 °C-

on, Eppendorf csovekben taroltuk.
3.3. Fagtitralas

A fagtitralas soran az adott fagbol szazszoros higitési sort készitiink olyan modon, hogy
9 csébe 90 ul LB levest mériink, majd az els6hdz a tomény fag-stockbodl 10 pl-t adunk. Ezutan
az els6 cs6bdl a masodikba mériink 10 ul-t, és igy folytatjuk a 9. csbig, ahol elérjiik a 107 -es
higitast. Ezutan csepptesztet (spot-assay) végziink, tehat minden higitasbol a propagald torzset
tartalmazo, a 3.2. fejezetben leirt modon elkészitett feddagarral rétegzett lemezre cseppentiink
5 ul-t, és 37 °C-on 24 orat inkubaljuk. Az inkubdacio6 utan 1étrejott plakkokat szamoljuk, majd a
higitas mértékének ¢€s a kicseppentett minta térfogatdnak megfelelden, visszaszorzassal kapjuk
meg a fag titerét PFU/ml-ben (plakk-képz6 egység, a fertézOképes fagok szdma az adott
térfogatban). Egy célbaktériumon kapott titert a gazdatdrzson mérthez hasonlitva kapjuk meg a

fagnak az adott baktériumra jellemz6 oldasi hatékonysagat (efficiency of plating, EOP).
3.4. Batériumtorzsek és bakteriofagok

A baktériumtorzset és a bakteriofagokat az ATK Allatorvos-Tudomanyi Intézet
biztositotta. A bakteriofagokat magyarorszagi szarvasmarha alloméanyok egészséges allatainak
bélsarabol izolaltak. A fagok genomszekvencidinak meghatdrozasat a kutatbcsoport végezte,
ami utan Papp Viktoéria ELTE TTK MSc-s hallgaté diplomamunkajdhoz kapcsolodoan egyedi
plakkok dusitadsaval, majd polimeraz lancreakié (PCR), és agar6z gélelektroforézis segitségével

differencialta a fagokat. Ezeket a folyamatokat szeretném most bemutatni.
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3.4.1 Nukleotidszekvenciak meghatarozasa

A fagok genomszekvencidinak meghatarozasa Illumina NextSeq platformon keresztiil
tortént. Az NBCI honlapjan keresztiil elérhetd eszk6zokkel és BLAST nukleotid-6sszehasonlitd
algoritmussal elemezték, majd Osszehasonlitottdk a nukleotidszekvenciakat. A vizsgélatok
alapjan a fagok a kordbban ismertetett harom csoport valamelyikébe, tehat a T4-szer(i, az rV5-

szerl, vagy a HK578-szerti (Dhillonvirus) fagok kozé tartoztak. (Papp, 2020)
3.4.2 Bakteriofagok szétvalasztasa

A fagszuszpenziokbol egyedi plakkokat dusitottak ugy, hogy a 3.3 fejezetben leirtak
szerint higitasi sort készitettek, majd csepptesztet végeztek 10 pl-es cseppeket hasznalva,
O157:H7 Sakai torzset tartalmazd feddagaron. A masnapra kialakult egyedi plakkokat
fogpiszkalo segitségével 100 ul LB taplevest tartalmazo PCR csévekbe helyezték, €s 2 6ran at
37 °C-on inkubaltak. Majd a szuszpenzidt 1 ml friss LB tapleveshez keverték €s tovabbi 4 6ran
keresztiil 180 rpm-en razattdk, 37 °C-on. Az igy kapott szuszpenziot Merck Millipore vagy
Acrodisc Supor 220 nm poérusméretii steril szirOn atsziirték, és 4 °C-on, Eppendorf csovekben

taroltak.
3.4.3 Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR reakcidt a Papp Viktoria (2020) altal leirt protokollnak megfelelden, a kovetkezok
szerint végeztiik. A PCR reakcidhoz sziikséges DNS-t a 3.4.2. pontban leirt egyedi plakkot
tartalmaz6 mintakbdl nyertiik ki, QuickDNA miniprep segitségével. 17 ul fagszuszpenziot, 2
ul puffert és 1 pl Sigma-Aldrich Amplification Grade Dnéz I enzimet (1 unit/ul aktivitas)
hasznaltunk fel az emésztéshez, a gyartd utasitdsainak megfeleléen, amit 20 percig
szobahOmérsékleten inkubaltunk. Ezutan elkészitettiik a templatot a PCR gépben, ez 20 perc
inkubaci6 99 °C-on, mely egyben a Dnaz enzim inaktivalasara is szolgal. A PCR reakciok soran
a ThermoFisher éltal gyartott DreamTaq™ polimerazt vagy a DreamTaq™ Green Mastermixet

hasznaltuk. A DreamTaq Green Mastermix komponensei:
- DreamTaq™ Green Polimeraz
- 2X DreamTaq™ Green puffer (a gyarté nem publikalta a pontos dsszetételt)
- dATP, dCTP, dGTP, dTTP egyenként 4 mM koncentracidoban

- 4 mM MgCh
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A 25 pl végtérfogatu PCR elegyek 12,5 pl Mastermixet (DreamTaq™ Green Mastermix +
primerek), 2 pul templat szuszpenziot és 10,5 ul desztillaltvizet tartalmaztak. A felsokszorozni
kivant szakaszokhoz a primereket a Sigma-Aldrich Magyarorszag Kft.-vel szintetizaltattak. A
primerek (rV5 ribonukleotid reduktaz, T4 alaplemez, Dhillon kapszid ¢és scaffold) és

szekvenciaik a 1. tablazatban, a hasznalt PCR program leirasa a 2. tablazatban lathatéak (Papp,

2020).

Primerek Szekvenciaik

rV5 rib f GACCAGTGCACGATCTCTGT

rV5 rib r ACTGACATGGGCGTTACCAA

T4 bp f GGAGACTATCCGAAGACTTGGC

T4 bp r CGCTCGGCAGGAATCATTTT
Dhillon cs f AGTCCATGAGCAACAAGGCA
Dhillon_cs r CGCTTCCCTTTCGTATCGGG

2. tablazat Felhasznalt primerek és szekvencidik

Hoémérséklet 1dé

1. 94°C 3 perc

2. 94°C 30s

3. 59°C 30s

4. 72°C 60 s

5. 72°C 5 perc

" 2oC inkubalas tovéabbi

felhasznalésig

1. tablazat Felhasznalt PCR program

A 2-4. 1épéseket 0sszesen 30 ciklusban ismételtiik.
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3.4.4 Agaroz gélelektroforézis

A PCR termékeket agardz gélelektroforézis segitségével valasztottak el egymastol. A
g€l készitéséshez TAE vagy TBE pufferben oldottak fel az agardzt (89 mM Tris, 89 mM boérsav
¢s 2 mM EDTA), olyan aranyban, hogy 1 m/V%-os agar6z gélt kapjanak, majd hozzdadtak 5
ul EcoSafe DNS festéket (Pacific Image Electronics). A gél zsebeibe 10 ul PCR terméket,
valamint 7,5 pl Thermofisher Generuler 100 bp markert pipettdztak, mely a termékek
ellendrzésére szolgalt. A futtatast 5 V/cm-en 1x-os TBE pufferben végezték gélelektroforézis
késziilék segitségével, 30 percig. Ezutan a géleket ultraibolya fényben fényképezték (VWR Gel
Documentation System) ¢és VWR Image Capture Software program segitségével

dokumentaltak. (Papp, 2020)

A tovabbi kisérletekhez a fagokbol a 3 tipus egy-egy képviseldjét valasztottuk ki: a
vb_EcoM bov9 1(T4),vb EcoM bovl11CS3 (rV5)ésvb EcoS bov25 1D (HK578) fagokat,
melyek Papp Viktoria dolgozataban még 9/1, 11C/3 és 25/1D néven szerepeltek (Svab és mtsai,
2021). A 3.4.1. fejezetben emlitett el6zetes szekvencia elemzések alapjan a kivalasztott fagok

legfontosabb adatai a kdvetkezok:

- vb_EcoM bov9 1: 166.440 bp genomméret, 35,4% G+C, 265 fehérje-kodolo gén és 9
tRNS gén

- vb_EcoM_bov11CS3: 135.960 bp genomméret, 43,7% G+C, 212 fehérje-kodolod gén és
5 tRNS gén

- vb_EcoS bov25 1D: 44.747 bp genomméret, 54,5%, G+C, 63 fehérje-kddold gén
(tRNS gén nincs)

3.5. Gatlasi kisérlet

3.5.1 Kisérlet célja

Kisérletiink lényege a fagok in-situ hatdsanak vizsgdlata volt daralt marhahusban,
kiilonboz0, a hus tarolasa és szallitasa soran eléforduld, illetve a baktérium szdmadara optimalis

hémérsékleteken és inkubaciods idokkel.
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3.5.2 Baktériumtorzs

A kisérlethez az O157:H7 Sakai torzs rifampicin-nalidixinsav kett0s rezisztens mutansat
hasznaltuk. Ehhez a mutanshoz ugy jutottunk, hogy 100 ul témény, egy €jszakan keresztiil LB
levesben inkubalt Sakai tenyészetet 100 pg/ml rifampicint tartalmazo agarlemezre
szélesztettiink. Ujabb egyéjszakas inkubacié utan a talélé telepeket ugyanilyen szelektiv
taptalajokra szélesztettiik tovabb. Amennyiben ezeknek a telepeknek a novekedése a sziil6torzs
nem-szelektiv telepeken tapasztalt ndvekedéséhez hasonld volt, Gigy az adott muténst
rifampicin-rezisztensnek tekintettilk. Ezeket tovabb tenyésztettiik, 100 pg/ml rifampicin
jelenléte mellett, szilard vagy folyékony taptalajon. Fagyasztott stockok tarolasanal egyéjszakas
tomény folyadéktenyészethez adtunk 30% glicerint, és -20, illetve -70 °C-ra helyeztiik Oket.
Egy rifampicin-rezisztens mutans tomény, egy €¢jszakan at inkubalt tenyészetébol 100 ul-t 30
ng/m nalidixinsavat €s 100 pg/ml rifampicint tartalmazé téptalajra szélesztettiink, majd az
inkubaci6 utan taléld telepekkel ugyanugy jartunk el, mint a rifampicin-rezisztens mutansok
esetében, de mar mindkét antibiotikum jelenlétében. Egy igy kialakult sejtvonalat hasznaltunk
fel a kiséretek soran. Eldzetes kisérlettel beallitottuk azt a higitast, ahol a visszatenyésztett
baktérium még jol szamlalhato, ezt hasznaltuk fel a késobbi baktérium-fag arany beallitasakor,
illetve a kontroll kisérletek soran. Ennek sordan a baktériumtorzset 37 °C-on egy éjszakan at
dusitottuk, majd 10-szeres 1épésekbdl allo higitasi sort készitettiink. A kiilonbozd higitasokbol
100 ul-t szilard LB téptalajra szélesztettiik, és a legkdnnyebben leolvashatd, 5. higitassal
dolgoztunk a kisérlet soran. A megfigyelt baktériumtelepek szamabol, a higitdsnak ¢és a
sz¢élestéshez hasznalt térfogatnak a figyelembevételével, visszaszorzassal kaptuk meg a
baktériumszamot, CFU/ml-ben (telepformalod egység, az életképes baktériumok szdma egy

adott térfogatban).
3.5.3 Fag propagalas

A 3.4.2.2. fejezet végén valasztott harom faggal dolgoztunk: T4- (vb_EcoM bov9 1),
rV5- (vb_EcoM bov11CS3) és HK578-szerti (vb_EcoS bov25 1D) fagokkal. Ezeket a 3.3.
fejezetben leirtak szerint titraltuk, és a Sakai torzset tartalmazé fedéagar rétegen propagaltuk,
majd minden fag esetében a harom legmagasabb higitasban létrejott plakkot dusitottuk (3.2.
fejezet), szlrtiik, majd ismét titraltuk. A masodik propagélas eredményeibdl szamoltuk a fagok

titerét, ami 2,2 x 10'°, 2,2 x 10" és 2 x 10° PFU/ml volt. Ezek alapjan allitottuk be a kisérlet
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soran hasznalt higitast az egyes fagokbol, hogy a kapott MOI 0,1 vagy 10 legyen, az adott

kisérleti elrendezésnek megfelelden.
3.5.4 Ellenorzo elokisérletek

Az eldkisérletek soran a bolti daralt htison két szempontbol is elo-ellendrzést végeztiink.
Egy gramm daralt marhahtsra 1 ml LB taplevest mértiink, majd 37 °C-on 24 6réan at inkubaltuk.
Az igy keletkezett tenyészetbdl 100 pl-t 100 pg/ml rifampicint €s 30 pg/ml nalidixinsavat
tartalmazo LB agar lemezen szélesztettiik, illetve 200 pl-t centrifugéltunk, a feliiluszot sziirtiik,
¢s a baktériumunkat tartalmazd lemezekre cseppentettiink. Ezzel a kisérlet eldtt kizartuk
rifampicin-nalidixinsav kettds rezisztens baktérium, illetve az altalunk hasznalt Sakai torzset

lizélni képes fag jelenlétét, amelyek értékelhetetlenné tették volna az eredményeket.
3.5.5 Hus beoltasa, visszatenyésztés

A kisérletet hasonloan végeztiik, mint Liu és mtsai (2015) és Svab és mtsai (2018). Bolti
daralt hus egyforma, 1 g-os adagjaira 1 ml LB taplevest mértiink, majd beéllitott mennyiségii
faggal ¢s baktériummal fertéztilk. A fagokat egyenként és koktélban (a harom fag egyenld
aranyu keveréke) is alkalmaztuk. Kontrollként fagmentes mintat hasznaltunk. A keverékek

részletes 0sszetétele:
- kontroll: 1 ml O157:H7 Sakai
- 9/1: 1 ml O157:H7 Sakai + 50 ul vb_EcoM_bov9 1 (1. higités)
- 11CS3: 1 ml O157:H7 Sakai + 50 ul vb_EcoM bov11CS3 (4. higitas)
- 25/ID: 1 ml O157:H7 Sakai + 50 pul vb_EcoS _bov25 1D (2. higitas)

- koktel: 1 ml O157:H7 Sakai + 17 ul vb_EcoM_bov9 1 +17 ul vb_ EcoM bov11CS3 +
17 ul vb_EcoS bov25 1D (megfeleld higitasok)

Héarom homérsékleten vizsgaltuk a fagok hatékonysagat, 37 °C-on 2 o6ras, 25 °C-on 24 6ras és
4 °C-on 48 oras inkubacios iddvel. Az inkubécios 1ddk letelte utdn a mintdk baktériummentes
feliiliszojat megfeleld higitdsokban rifampicin-nalidixinsav tartalmu lemezekre szélesztettiik,
¢s megszamoltuk a masnapra (37 °C-on) kindtt telepeket. HOmérsékletenként harom

parhuzamos kisérletet végeztiink.
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4. Eredmények

4.1. Gatlasi kisérlet

Kontroll vb_EcoM_bov9 1 vb_EcoM_bovl1CS3 vb_EcoS_bov25_1D Koktél

(CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/ml)
Mol 1
4 °C (48 6ra) 8,83 x 107 2,50x 107 4,33 x 107 2,76 x 107 3,15x 107
25°C (24 6ra)  4,38x 108 1,06 x 108 1,29 x 108 9,77 x 107 2,26 x 108
37°C (2 6ra) 1,38 x 108 8,67 x 107 1,03 x 108 9,03 x 107 3,80 x 107
MOI 10
4 °C (48 o6ra) 8,43 x 107 8,67 x 105 1,45 x 107 2,31 x 107 1,57 x 106
25°C (24 6ra) 3,46x 108 1,17 x 107 3,06 x 107 5,31 x 107 1,00 x 105
37°C (2 6ra) 2,28 x 108 3,04 x 107 3,20 x 107 1,68 x 107 2,88 x 107

3. tablazat Gatlasi kisérlet eredményei - Az oszlopokban az adott kezelés utan, a kiillénb6zo
hémérsékleteken torténd inkubacio utan taléld baktériumsejtek atlagos mennyiségét tiintettiik

fel. A kontroll mintdkban 1évd baktériumok atlagét az elsé oszlopban lathatjuk.

4.1.1 Homeérséklet és MOI hatasa

A visszatenyésztések alapjan 0,1-es MOI mellett az 6sszes fag és a koktél is minden
homérsekleten kozelitéleg 1 logio CFU/ml-el tudta visszaszoritani a baktériumot nyers
marhahuson. MOI 10 mellett 4 és 25 °C-on minden fag esetében nétt a hatékonysag, 37 °C-on
csak a vb_EcoS bov25 1D fag esetében lattunk javulast a MOI 0,1 esetében tapasztaltakhoz
képest. 10-es MOI mellett, 4 °C-on az 6nmagukban alkalmazott fagok kozel 1 nagysagrenddel
nagyobb csokkenést (~2 logio CFU/ml) okoztak, mint a koktél. 25 °C-on azonban a koktél
esetében lattunk tobb, mint 3 logio CFU/ml csokkenést, mig a fagok a 4 °C-on tapasztalthoz
hasonldan nagyjabol 2 logio CFU/ml-el tudtak visszaszoritani a baktériumot. 37 °C-on a fagok

¢és a koktél is megkozelitdleg 2 logio CFU/ml csokkenést okozott.
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5. Megbeszélés és kovetkeztetések

Az eredményeink azt mutatjak, hogy a fagok az 6sszes vizsgalt hdmérsékleten képesek
voltak a baktérium szaporodasanak visszaszoritdsara a daralt marhahuson. Fontos kiemelni a 4
°C-on mutatott hatékonysagot, ahogyan Liu és mtsai (2015) is tették hasonlo kisérletiikben.
Tudomasuk szerint az 6vék volt az elsé kisérlet, ami bakteriofagok hatékonysagat vizsgalta
hiitétt marhahtison. Ez azért fontos, mert az E. coli O157 akar 21 napig is képes ¢életben maradni
ilyen koriilmények k6zott, azonban az élelmiszer-kozvetitette korokozok novekedése minimalis
a hiités soran (Brooks ¢€s mtsai, 2008). A baktériumsejt aktivitasa viszont elengedhetetlen a fag
replikalodéasahoz, igy fontos megéllapitani, hogy a fag a hiités soran is képes-e a baktérium
lizisére. Liu és mtsai kisérletéhez hasonloan az altalunk vizsgalt minden fag csokkentette a
baktériumsejtek szamat 4 °C-on, igy potencialisan alkalmasak lehetnek a hiitében tartott hus

kezelésére, mieldtt az a fogyasztokhoz kertilne.

Mivel a koktél hasznélataval nagyobb eséllyel tudjuk elkeriilni a fag-rezisztens
mutansok kialakuldsat, azt vartuk, hogy hatdsosabb lesz, mint az 6nmagukban alkalmazott
fagok, azonban az eredményeink ezt nem tdmasztottak ala. Liu et al. (2015) 10-es, illetve 1000-
es MOI mellett az itt leirtakhoz (MOI=0,1; 10) hasonlo értékeket értek el, és az eredményeik
szintén nem igazoltak a koktél nagyobb hatékonysagat. Ennek oka az lehet, hogy a kiilonb6z6
bakteriofagok kozott versengés/kolcsonhatas alakulhat ki. Erre kevés adat van, de példaul
kolcsonds kizaras 1éphet fel, ha egy baktériumot egyszerre tobb, mas csaladbol/nemzetségbdl
szarmaz6 fag fertéz meg (Mertens és Hausmann, 1986). Bar, ahogy az 1.2.3. fejezetben is
emlitettem, a fagkoktélokat gyakran alkalmazzdk annak érdekében, hogy megakadalyozzak
fag-rezisztens mutansok kialakulésat, de ezek a kolcsonhatdsok megnehezithetik a hatisos

koktélok 6sszeallitasat (Liu és mtsai, 2015).

Az antibiotikumokhoz hasonléan a baktériumok a fagok ellen is képesek rezisztencia
kialakitdsara, a fag-rezisztens mutdnsok megjelenése pedig csokkentheti a fagkezelés
hatékonysagat. Mivel a fagfert6zés elsé Iépése a baktériumsejthez vald adhézid, felszini
proteinek segitségével, amik receptorként szolgalnak, ha a baktériumok elvesztik ezeket a
fagreceptorokat, rezisztenssé valnak. Egy masik lehet0ség, hogy horizontélis géntranszfer soran
szert tehetnek egy restrikcios-modifikacios rendszerre, ami lebontja a fag altal bejutatott
nukleinsavat. Ezen kiviil a rezisztenciat okozhatja egy gén mutécidja is, amelynek terméke

elengedhetetlen a fag replikéacidjdhoz vagy 0sszeszereléséhez. Azonban a fag-rezisztencia nem
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okoz akkora problémat, mert a kialakulasanak sebessége tized akkora, mint az antibiotikumok

esetében. (Ly-Chatain, 2014).

Mint tobb mas hasonld kisérletben (Hudson ¢és mtsai, 2013; Liu és mtsai, 2015; Svab és
mtsai, 2018) a bakteriofagok nem voltak képesek az E. coli teljes eliminadldsara a hsbol. Liu
¢s mtsaihoz (2015) hasonloan azt tapasztaltuk, hogy a hatékonysag az MOI emelkedésével nott.
fgy a baktériumok tulélésének magyarazata lehet, hogy a bakteriofagok nem voltak képesek a
baktériumsejtek elérésére. Alacsony bakterialis sejtszamndl - mint a legtobb természetes mdédon
torténd fertézés soran — a szintén alacsony fagrészecske szam miatt a baktérium ¢és fag
talalkozdsa nagyon valdsziniitlen. A MOI, tehat az egy baktériumra jutd fagrészecskék
szamanak emelésével ez a valoszinliség azonban novelhetd. Ez azért fontos, mert a legtobb E.
coli O157 altal okozott, élelmiszer eredetli jarvany esetében a csiraszam kevesebb volt, mint 1

CFU/g (Hagens and Loessner, 2010).

Osszefoglalva, az &sszes fig képes volt az E. coli Sakai O157:H7 lizisére daralt
marhahuson, minden altalunk vizsgalt homérsékleten. Nem mutattdk jelét lizogenitasra vald
hajlamnak, ¢€s eldzetes szekvencia analizisekbdl tudjuk (Papp, 2020), hogy nem tartalmaznak
virulencia vagy antibiotikum-rezisztencia géneket. Ezek alapjan alkalmasak lehetnek

biokontrollként valé alkalmazasra, akar alacsony hdmérsékleten is.
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6. Osszefoglalas

Az Escherichia coli egészséges emberben is a normal bélflora tagja. Azonban
eléfordulhatnak er0sen patogén torzsei is, mint a Shiga toxin termeld enterohemorragias E. coli
(EHEC). Ez a baktériumtorzs felelds lehet enyhébb enteralis fertézésektdl kezdve komolyabb
szisztémas megbetegedésekkel jaro jarvanyok kialakulasaért is. Specifikusan a hemolitikus
urémids szindroéma (HUS) kialakul4saval hozhatéak 6sszefiiggésbe. Az EHEC torzsek koziil is
a legfontosabb az O157:H7 antigéneket hordozod szerotipus, ami rendszeresen okoz emberben
¢lelmiszer-kozvetitette zoonotikus fertdzéseket, f6 haszonallat rezervoarja pedig a
szarvasmarha. Mind humén, mind allatorvosi szempontbdl egyre ndvekvo problémat jelent a
patogén baktériumok esetében az antibiotikum rezisztencia kialakulésa. Erre lehet megoldas
litikus bakteriofagok biokontrollként vald alkalmazasa. A bakteriofdgok baktériumokat fert6zo
virusok, a Foldon a legnagyobb szamban eléforduld organizmusok. A litikus bakterifagok a
baktériumsejt fertézése utan a sejt lizisét okozzak, amibdl ujabb virusok szabadulnak fel. A
célunk ilyen bakteriofagok izolalasa és jellemzése volt, kiilonos tekintettel az EHEC O157:H7
torzset fertozni képes fagokra. A bakteriofagokat a kutatocsoport tagjai egészséges
szarvasmarhdk bélsarabol izolaltak. A fagszuszpenzid szekvencia analizise ¢és el0dusitasa utan
az egyedi fagok szétvalasztasra keriiltek. A markergéneket PCR vizsgalattal allapitottuk meg.
Az igy szétvalasztott fagok koziil harommal dolgoztunk tovabb: T4-szeti vb EcoM bov9 1,
rV5-szeri vb_ EcoM bovl1CS3 ¢és HKS578-szeri vb_EcoS bov25 1D fagokkal. Ezekkel a
fagokkal in situ gatlasi kisérletet végeztiink daralt marhahtson. A fagok hatékonysagat egy
O157:H7 Sakai torzs ellen egyenként, és a harom fag egyenld aranyt keverékét tartalmazo
koktélban alkalmazva is vizsgaltuk, 4, 25 és 37 °C-on, két kiilonb6z6 koncentracioban (MOI
0,1, MOI 10). A fagok minden homérsékleten €s koncentracioban képesek voltak a baktérium
visszaszoritasara nyers daralthtison, nem tapasztaltunk egyértelmii kiilonbséget az egyes fagok
¢s a koktél hatékonysaga kozott. Az eldzetes vizsgalatok alapjan nem tartalmaztak az
alkalmazast kizar6 géneket, és szigoruan litikus életmdduak voltak. A kisérletiink eredményei
alapjanavb_EcoM _bov9 1,vb EcoM bovl1CS3¢ésvb EcoS bov25 1D fagok potencialisan

alkalmasak lehetnek biokontrollban valo alkalmazasra.
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7. Summary

Characterisation of new bacteriophages infecting enteral bacteria

Escherichia coli is a bacterium normally colonizing the human gastrointestinal tract.
However, there are highly pathogenic strains like the Shiga-toxin producing,
enterohemorrhagic E. coli (EHEC). These strains can cause enteral infections or outbreaks of
severe systematic diseases. They are associated specifically with the development of haemolytic
uremic syndrome (HUS). Probably the most important of the EHEC strains is the O157:H7
serotype, which regularly causes foodborne zoonotic infections, and its main livestock reservoir
is cattle. The emergence of antibiotic resistance is an ever-growing problem, both in human
medicine and veterinarian practice. One solution to this may be the use of lytic bacteriophages.
Bacteriophages are viruses infecting bacteria and the most abundant organisms on Earth. Lytic
phages induce the lysis of the infected bacterial cell, during which new virions are released in
the surroundings. Our aim was to isolate and characterise such phages, especially ones infecting
EHEC O157:H7 Sakai. The phages were isolated by the research group from the faeces of
healthy cattle. Following the sequence analysis and pre-enrichment of the phage suspension,
individual phages were separated. Marker genes were determined by PCR. We choose three of
these separated phages for our further experiments: T4-like vb EcoM bov9 1, rV5-like
vb_EcoM _bov11CS3 and HK578-like vb_EcoS bov25 1D. We conducted an in situ bacterial
challenge test on raw ground beef. The efficacy of the phages against a O157:H7 Sakai strain
was measured individually and in a cocktail containing equal amounts of the three phages, at 4,
25 and 37 °C, using two different concentrations (MOI 0.1, MOI 10). The phages were able to
effectively reduce the numbers of the bacterial cells at every temperature and concentration.
We did not observe obvious differences between the individual phages or the cocktail. Previous
data has shown that the phages do not carry virulence or resistance genes and are strictly lytic.
The results of our experiment indicate that the phages vb EcoM bov9 1,vb EcoM bov11CS3

and vb_EcoS bov25 1D may be potentially suitable to use in biocontrol.
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9. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetdmnek Svab Domonkosnak, valamint az Allatorvos-
Tudomanyi Intézet dolgozdinak a munkadm soran nytjtott rengeteg segitséget. Nélkiiliik ez

a dolgozat nem késziilhetett volna el.
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