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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-D SDS-PAGE: két-dimenzids natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis
ABC: ATP binding cassette (ATP-kot6 kazetta [efflux pumpa csalad])

ATCC: American Type Culture Collection (Amerikai Torzsek Gytlijteménye)

ATP: adenozin-trifoszfat

Aux: auxiliary (kiegészitd)

BORSA: borderline methicillin-resistant Staphylococus aureus (atmeneti methicillin-
rezisztenciaju S. aureus)

BSA: bovine serum albumin (szarvasmarha szérum albumin)

Css-P: undekaprenil-foszfat (bactoprenol)

C6: 6-0s szénatom

CA-MRSA: community-associated MRSA (kozdsségekben terjed6 MRSA)

CBB: Coomassie Brilliant Blue

CcpA: carbon catabolite protein A (szén katabolit protein A)

CFU: colony forming unit (kolonia képzd egység)

CHAPS: 3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonio]- 1 -propanszulfonat

CLSI: Clinical Laboratory and Standards Institute

CNS: coagulase negative staphylococci

Coa: koagulaz

CY: casein — yeast (kazein — €lesztd)

ddH;O: bidesztillalt viz (kétszeresen desztillalt viz, ultra tiszta viz)

DG-1: desmoglobin-1

DTT: ditiotreitol

ETA: exfoliativ toxin A

ETB: exfoliativ toxin B

FAME: fatty acid modifying enzyme (zsirsav modosito enzim)

Fem: factors enhancing methicillin resistance (methicillin-rezisztenciat serkentd faktorok)
GlcNAc: N-acetil-gliikdzamin

HA-MRSA: hospital-associated MRSA (korhazi MRSA)

HMM PBP: high molecular mass PBP (nagy molekulatomegii PBP)

HPLC: high pressure liquide chromatography (magas nyomasu folyadék kromatografia)
IEF: izoelektromos fokuszalas

Ig: immunglobulin

IL, IL-1: interleukin, interleukin-1

IPG: inmobilizalt pH gradiens

izo-D-Glu: izo-D-glutaminsav

KNS: koagulaz negativ staphylococcusok

LC-MS/MS: liquid chromatography—tandem mass spectrometer

LMM PBP: low molecular mass PBP (kis molekulatomegii PBP)

LPS: lipopoliszacharid

MALDI-TOF: matrix assisted laser desorption ionization—time of flight

MATE: multidrug and toxic compound extrusion (multidrog ¢és toxikus komponens kilokd
[efflux pumpa csalad])

MFS: major facilitator superfamily (f6 facilitator szupercsalad [efflux pumpa csalad])
MH: Mueller-Hinton

MHC: major histocompability complex (f6 hisztokompatibilitasi komplex)

MIC: minimum inhibitory concentration (minimalis gatlé koncentracio)

MRSA: methicillin-resistant Staphylococus aureus (methicillin-rezisztens S. aureus)



MSCRAMM: microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules
(mikrobidlis felszini komponensek, melyek adheziv matrix molekulakat ismernek fel)
MSSA: methicillin-sensitive Staphylococus aureus (methicillin-érzékeny S. aureus)
MurNAc: N-acetil-muraminsav

MW: molecular weight (molekula tomeg)

NCBI: National Center for Biotechnology Information

NCCLS: National Commmittee for Clinical Laboratory Standards

NCTC: National Collection of Type Cultures

ORF: open reading frame (nyitott olvasasi keret)

OXA: oxacillindz

PADAC: Pyridinium-2-Azo-p-Dimethylaniline Chromophore (piridinium-2-azo-p-
dimetilanilin kromofor)

PASTA: penicillin-binding protein and serine/threonine kinase associated (penicillin-koté fe-
hérje és szerin/threonin kindz asszocialt)

PBP: penicillin-binding protein (penicillin-koté fehérje)

pCMB: p-klormerkuri-benzoat

PCR: polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PEP: foszfoenolpiruvat

PFGE: pulsed field gel electrophoresis (pulzald eréterti gél elektroforézis)

pl: izoelektromos pont

PRP: penicillinaz-rezisztens penicillin

PSD: postsource decay (forrds utani bomlés)

PSM: phenol soluble modulin (fenolban 0ld6dé modulin)

PTS: pirogén, toxikus szuperantigén

RAPD: randomly amplified polymorphic DNA

RFLP: restriction fragment length polymorphisms (restrikcios fragment hossz polimorfiz-
mus)

RND: resistance nodulation division (rezisztencia nodulacios osztodasi [efflux pumpa csa-
lad])

RTD: routine test dilution (rutin teszteld higitas)

SCCmec: staphylococcal cassette chromosome mec (staphylococcélis kazetta kromoszoma
mec)

SEls: staphylococcal enterotoxin-like proteins (staphylococcalis enterotoxin szerl fehérjék)
SEs: staphylococcal enterotoxins (staphylococcélis enterotoxinok)

SigB: szigma faktor B

SMR: small multidrug resistance (kis multidrog rezisztencia [efflux pumpa csalad])

Spa: staphylococcalis protein A

SSSS: Staphylococcus Scalded Skin Syndrome (staphylococcus forrazott bor szindroma)
TNF: tumor nekrdézis faktor

TSS: toxikus sokk szindroma

TSST: toxikus sokk szindroma toxin

UDP: uridin-difoszfat

UMP: uridin-monofoszfat

VRSA: vancomycin-resistant S. aureus (vankomicin-rezisztens S. aureus)

Xaa: barmely aminosav



1. BEVEZETES

A Staphylococcus aureus baktériumot rendkiviili alkalmazkodokézsége, tuléloképessége
miatt az angolszdsz terminologiaban sokszor csak ,,superbug”-ként, ,,csodabogarként” emle-
getik. A fajt az 1880-as években fedezték fel, és rovidesen kideriilt, hogy ez az egyik legpo-
tensebb patogén faj, mely kisebb bdrfertézésektdl kezdve egészen a stlyos posztoperativ seb-
fertdzésekig a betegségek széles skalajat képes kialakitani. A komolyabb fertézések (pl. harc-
téri sebek elfertdzddése) haldlozasi ardnya ebben az idében 80% volt. A penicillin 1940-es
bevezetése csak ideiglenesen hozott eredményt a fertézések kezelésében, és a penicillinaz-
rezisztens penicillin-szarmazékok (PRP-k) is csak par évig kelthették a probléma megoldasa-
nak illuzidjat, hiszen 1942-ben mar leirtdk az elsé penicillin-rezisztens torzset, 1961-ben pe-
dig megjelentek a methicillin-rezisztens torzsek (MRSA = methicillin-resistant
Staphylococcus aureus). Mindkét esetben egy-két év elég volt ahhoz, hogy a baktérium kifej-
lessze a megfeleld védelmi mechanizmust az antibiotikumok ellen, illetve, hogy a természetes
mutansok, melyek rezisztensek voltak az adott antibiotikumra, elterjedjenek. Napjainkban
mar nemcsak a korhazakban vannak jelen ezek a nagy rezisztencidji torzsek (HA-MRSA =
hospital-associated MRSA, s6t VRSA = vancomycin-resistant S. aureus térzsek), legyengiilt
szervezetekben okozva nozokomialis fertézéseket, hanem a 90-es évektdl egészséges kdzos-
ségekben is felbukkantak komoly jarvanyokat okoz6 tn. CA-MRSA (community-associated
MRSA) torzsek, melyek a HA-MRSA izolatumoktol fliggetleniil fejlddtek ki, szdmos Iénye-
ges tulajdonsagban eltérnek a koérhazi torzsektdl, példaul nem csak legyengiilt szervezetet ta-
madnak meg. Ma mar a CA-MRSA torzsek is jelen vannak szamos orszag korhazaban, tehat a
CA as HA elkiilonités is lassan idejétmultta valik (Deurenberg & Stobberingh, 2008).

A mindinkabb elterjedd rezisztens torzsek ellenére a fertézések nagy részét még mindig
oxacillin érzékeny torzsek okozzak. Ezek nagyon sokszor azok a térzsek, melyek az egyén
normal flérdjaban is megtaldlhatok, és a szervezet védelmi vonaldnak sériilésekor jutnak be a
szervezetbe. Hivatalosan a methicillin-érzékeny torzsek kozé soroljdk a borderline
methicillin-rezisztens torzseket is (BORSA = borderline methicillin-resistant Staphylococcus
aureus), de fobb jellemzdik alapjan kozds csoportba sorolhatoak. Ezeknek a torzseknek a
methicillin és oxacillin MIC (minimalis gatldo koncentracio) értékei az érzékeny és a rezisz-
tens torzsek kozotti hatdron vannak, nagy mennyiségli B-laktamézt termelnek, és azonos
fagcsoportba tartoz6 fagokkal tipizalhatéak. 1992-ben egy olasz kutatocsoport (Orietta

Massidda és munkatarsai) klinikai mintdkbdl izolalt BORSA térzsek membranfrakciojaban



kimutatott egy B-laktamazt, mely csak methicillin-indukcié hatdsara termelédott. Ez az enzim
képes volt oxacillin bontdsara, és 1 kDa-nal kisebb volt a molekulatomege, mint az altalano-
san elterjedt BlaZ penicillinaznak (Massidda, et al., 1992). Ez alapjan feltételezték, hogy egy
eddig nem ismert oxacillinazrol lehet szo, melynek el6forduldsa valdsziniileg szintén a
BORSA torzsek kozos jellemzoje lehet.

Munkam végsd célja ennek az oxacillindz / methicillinaz enzimnek az azonositasa volt.
Ehhez kiilonb6z6 Staphylococcus aureus torzseket gyiijtottiink, és kivalasztottuk koziilik a
borderline methicillin-rezisztenseket. A torzsek fagtipusba vald besorolasat is elvégeztiik.
Megvizsgaltuk, hogy rezisztencidjukat valoban B-laktaméazok termelése okozza-e, és meg-
vizsgaltuk a torzsek szekretalt és a sejthez kotott B-laktamézait SDS-poliakrilamid
gélelektroforézissel. Az azonositott B-laktamaz aktivitast fehérjéket tomegspektrométerrel
azonositottuk, és megvizsgaltuk, van-e kiilonbség a klinikai izoldtumok ¢€s a szarvasmarha

tédgygyulladasbol izolalt torzsek B-laktamazai kdzott.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A Staphylococcus genus és a Staphylococccus aureus altalanos jellemzése

A Staphylococcus genusba tartozé baktériumok emlésoket fert6z6 fakultativ patogének.
Hagyoményosan két nagy csoportba soroljuk a torzseket az alapjan, hogy vérplazma 0ssze-
csapzddast okoznak-e (koagulaz reakcid). Koagulaz pozitiv staphylococcus a S. aureus. A
koagulaz negativ staphylococcusok (KNS vagy CNS = coagulase negative staphylococci) ko-
z¢ tobb mint 30 faj tartozik. Ezek a fajok tobbnyire a bor kommenzalistai, néhany faj okozhat
fertdzéseket. A S. aureus okozta fertdzések leggyakrabban gennyesedéssel jaro elvaltozasok a
boron, ritkdbban mélyebb folyamatok, tadlyogok, és generalizalt korképek, septikaemidk is
megjelenhetnek, melyek rendszerint valamely felszini folyamatbdl indulnak ki. Nem ritka a
tracheobronchitis, bronchopneumonia és endocarditis sem, s az osteomyelitis-es esetek 90%-
at is ez a faj okozza. A S. aureus az immunoldgiailag nem legyengiilt szervezetre is pathogén,
ha a passziv behatolés feltételei biztositottak bdr és nyalkahartya sériilések jelenléte esetén.

A virulencia a fert6zés soran termelt szdmos faktor kombinalt hatdsanak eredménye. A S.
aureus torzsek extracellularis fehérjéket és poliszacharidokat termelnek, melyek antitestekkel
kozombdosithetoek, de vakcindk nem allnak rendelkezésre. Talyogok, kelések, sebfertdézések
kezelésénél gyakran antibiotikumos kezelésre és sebészeti dréncsd alkalmazasara is sziikség
lehet. Staphylococcus fertézés gyakran 1ép fel beiiltetett orvosi eszkozok miatt, az ilyen fertd-
zések antibiotikummal nagyon nehezen kezelhetok, és altalaban az eszkozt is el kell tavolita-
ni. Néhany torzs, melyek korhazi betegeket fertdznek, rezisztens lehet a legtobb antibiotikum-
ra, ilyenkor vancomycin kezelést alkalmaznak, de mar erre az antibiotikumra is irtak le
megnovekedett rezisztenciaju torzseket (Courvalin, 2006, de Lencastre, et al., 2007, Perichon
& Courvalin, 2009).

DNS-rRNS hibridizédcié és a 16S rRNS gén szekvencia analizise alapjan a
staphylococcusok genus szintjén Osszetartozo csoportot alkotnak, mely csoport a Bacillus-
Lactobacillus-Streptococcus klaszteren belill helyezkedik el. Ezt a klasztert olyan Gram-
pozitiv baktériumok alkotjak, melyek DNS-e alacsony G + C tartalmu (Firmicutes phylum).

Taxonémiailag a Staphylococcus genus a Staphylococcaceae csaladba tartozik, mely még
ot, kevésbé ismert genust tartalmaz, ezek: Gemella, Macrococcus, Salinicoccus,

Jeotgalicoccus és Nosocomiicoccus. (Euzéby, J. P.. "List of Prokaryotic Names with Standing

in Nomenclature". http://www.bacterio.cict.fr). A legjobban ismert legkdzelebbi filogenetikai
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rokonai a Bacillaceae csaladba tartozo Bacillus genus tagjai. A Listeriaceae csalad szintén
kozeli rokon filogenetikailag.

Legalabb 30 staphylococcus fajt kiilonitettek el biokémiai analizissel és foként DNS-DNS
hibridizacidval. 16 ezek koziil emberi kommenzalista, pl: S. aureus (orriiregben, béron, szaj-
ban, emldmirigyekben, a nemi és hugyutakban, belekben, felsé 1égutakban is megtalalhato
floraalkotoként, legjelentdsebb patogén), S. epidermidis (orriiregben, béron talalhato, sok
torzs a normal flordban védod szerepil, csak koérhazi kezelésekkel Osszefiiggésben okoz fertd-
z¢st, leggyakrabban ez okozza a katéterekkel és betiltetett eszkozokkel dsszefiiggd fertdzése-
ket), S. saprophyticus (alkalmanként béron lelhet6 fel, gyakran okoz hugyuti fertézéseket), S.
haemolyticus, S. simulans, S. cohnii, S. warneri, S. hominis, S. capitis, S. intermedius, S.
schleiferi és a S. lugdunensis: ezek a fajok mind okai lehetnek emberi fertézéseknek, bar csak
nagyon ritkan, kivéve a nem tal régen felfedezett S. lugdunensis-t, melynek az azonositasa
meglehetdsen nehézkes, de endocarditis-es esetekben és mas fertdzések esetén is irtak mar le
(Liu, etal., 2010)

A staphylococcusok Gram-pozitiv coccusok, atmérdjiik kb. 0,5 — 1 um. Jellemzo a pigment
termelése, a S. aureus sarga (kiilonboz6 intenzitassal) a S. epidermidis és S. saprophyticus fe-
hér pigmentet termel. A sejtek klaszterekben, parokban ¢és néha rovid lancokban ndnek.
Klaszterek azért képzédhetnek, mert a staphylococcusok harom, egymasra merdleges sik
mentén osztodnak, €s az utddsejtek egymashoz kapcsolodva maradnak. Az alakzatok segitsé-
gével a micrococcusok és a staphylococcusok elkiilonithetéek a streptococcusoktol, melyek
tobbnyire lancokban nének. Ez csak folyékony tenyészetekben igaz, mert szilard taptalajon a
streptococcusok csomokként jelennek meg. Még jobb elkiilonitést tesz lehetdvé a katalaz teszt
(3% hidrogén-peroxiddal), mivel a streptococcusok katalaz negativak, a staphylococcusok pe-
dig katalaz pozitivak.

A S. aureus fakultativ anaerob, fermentacio soran jobbdara tejsavat képez, képes mannitot
fermentalni (ellentétben a S. epidermidis-szel), ezért nem szintenyészetbdl torténd izolalaskor
eldszor mannit-s6 agaron tenyésztik, ami 7,5% NaCl-t tartalmaz, ugyanis a staphylococcusok
sotliréek (akar 15% NaCl-ot is elviselnek). A torzseket féleg véres agaron, triptikus szdja
agaron vagy HI (heart infusion) agaron szokds tenyészteni (1. abra). Aerob tenyésztéskor
tiamint €s nikotinsavat, anaerob tenyésztéskor még uracilt is igényel. Ellenallébbak, mint a
tobbi spora nélkiili baktérium. A sejtek gennyben, beszaradt valadékban heteken at ¢letképe-
sek maradnak. A fertStlenitdszerek koziil a jod- és klortartalmt szerek, valamint a 2%-os fe-
nol gyorsan eldlik, mig az etilalkohol és aceton nem pusztitja el. Mivel nem képeznek sporat,

ezért nedves €s szaraz hovel is konnyen eldlhetok.
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1. abra: A Staphylococcus aureus morfologiaja. A
képen Staphylococcus aureus koloniak lathatok véres
agaron (A), illetve Gram-festéssel megfestett sejtek
fénymikroszkoppal (B). Jol lathatok a 3-hemolizis (a
voros vértestek szétesnek a baktérium altal termelt to-
xin miatt) okozta feltisztulasok a telepek koriil. Gram-
pozitiv baktériumként sejtfala megkoti a kristalyibolya
festéket a Gram-festés soran, a sejtek ibolyaszintiek.
Megfigyelehetok a sejtek altal kialakitott fajra jel-
lemz6 szolofiirtszeri klaszterek.

A kép forrasa: Wikipedia.

A faj azonositasat a Gram-festés, katalaz és koaguldz teszt mellett a termelt hdstabil DNaz
kimutatasaval, valamint a protein A-hoz kotddé IgG vagy az endokoaguldzhoz (clumping
factor-hoz) kapcsolddo fibrinogén latex agglutinacioval kivitelezhetjiik.

A kiilonbozé torzsek azonositasara (epidemioldgiai informacidk nyerésére) kiillonbozd
modszerek hasznalhatok. A leghagyomanyosabb a fag-tipizalas, de az izolatumok akar 6tode
nem tipizalhato egy faggal sem. A plazmid analizis szintén hagy kivannivaldkat maga utén,
tekintettel arra, hogy a sejtek konnyen vehetnek fel, vagy éppen veszithetnek el plazmidokat.
RFLP (restriction fragment length polymorphisms = restrikcios fragment hossz polimorfiz-
mus), ribotipizalas vagy mas gének kimutatdsa nem igazan valt be az MRSA torzsek elkiiloni-
tésénél, és mas esetekben is nagyon sok mulik a hasznalt restrikcids enzimeken és a hasznalt
probakon. A leggyakrabban hasznalt technika a PFGE (pulsed field gel electrophoresis = pul-
zalo erdterti gélelektroforézis) (Foster, 1996), de a random primer PCR technika (RAPD =
randomly amplified polymorphic DNA) is hasznalhaté epidemioldgiai vizsgalatokra
(Kurlenda, et al., 2007, Nikbakht, et al., 2008), s6t, microarray technika alkalmazasara is
adott a lehetdség (Otsuka, et al., 2008).

2.1.1. Virulencia faktorok

A S. aureus szamos sejtfelszini és extracellularis fehérjét termel, sok koziiliik potencialis
virulencia faktor. A baktérium okozta betegségek koziil sok nem vezethetd vissza egy konkrét
virulencia faktor hatasara, ezért is bonyolult meghatarozni az egyes faktorok pontos hatasat,

¢és ezért tinhetnek ellentmondasosnak az allatmodell segitségével nyert adatok. Azért felfe-
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dezhetd korrelacio egyes betegségek és bizonyos virulencia faktorok expresszalasa kozott.
Néhany toxint tisztitott formaban bejuttatva allatokba reprodukalhatéak emberi betegségek
tiinetei (Gotz, 2004, Schlievert, et al., 2010).

Megkiilonboztetiink sejtfelszini €s szekretalt virulencia faktorokat. A sejtfelszini virulencia
szintetizalddnak, mig a szekretalt virulencia faktorok a poszt-exponencialis - stacioner sza-

kaszban termelédnek, és igy a sejtek tulélését segitik (Plata, et al., 2009).

2.1.1.1. Sejtfelszini komponensek, kapcsolddast szolgalé virulencia faktorok

MSCRAMM-ok (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules):
A S. aureus sejtek olyan felszini fehérjéket expresszalnak, melyek segitik kapcsolodasukat
példaul az extracellularis matrixban fellelheté lamininhoz vagy fibronektinhez. Ez utdbbi fe-
hérje epithelialis vagy endothelidlis felszineken vagy véralvadék részeként is megtalalhatd. A
legtobb torzs rendelkezik fibrinogén/ fibrin-kotd fehérjével (clumping factor, clfA), ez lehetd-
vé teszi a véralvadékhoz vagy a sériilt szovethez vald kotodést. Ezt a fehérjét kotott
koaguldznak vagy endokoagulaznak is nevezik, mert targylemez koagulaz probaban a bakté-
riumok Osszecsapzddasat okozza, mivel megkdti a vérplazmaban 1évo fibrinogént és azt fib-
rinné alakitja. Ugyanakkor antigenitasa és hatdsmechanizmusa is eltér a szabad koagulazétol.
A legtobb S. aureus torzs termel mas fibronektin- és fibrinogén-kotd fehérjét, fehérjéket is.
A kollagénhez val6 kapcsolodast el0segitd receptor az osteomyelitist és szeptikus arthritist
okoz6 torzsekre jellemzd. A kollagénnel valo kapcsolat szintén fontos lehet a sériilt szovethez
valo kapcsolodasnal, mikor a mélyebb szovetrétegek felszinre keriilnek (Cunningham, et al.,

1996).

2.1.1.2. Immunrendszerrel interferalo faktorok

A megfert6zott szervezet védekezd mechanizmusainak elkeriilésében szerepet jatszo fakto-
rok a kapszula poliszacharidok, a protein A (a MSCRAMM-k koz¢ tartozik), a leukocidinek,
valamint a S. aureus pigmentje, a staphyloxantin.

A poliszacharid tok vagy nyak in vivo gyakori (in vitro idével elveszti). A legtobb klinikai
izolatum S. aureus felszini poliszacharidja vagy az 5-0s vagy 8-as szerotipusba tartozik.
Mikrokapszulanak nevezziik, mert fénymikroszkdpban nem, csak elektromikroszkopban, anti-

testtel vald jelolést kovetden lathato. A kapszula szerepe nem teljesen tisztazott, mert igaz,
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hogy gatolja az opszonizaciot és a fagocitdzist, és véd a komplement-medialt lizissel szem-

ben, de a fagocitdzist csak komplement hidnyaban gatolja, és még a szivbillentylik koloniza-

crer

crer

opszonizacidt, a fagocitozist és antikomplementer hatasti. A protein A nem-specifikus ellen-
anyag-kotd képességét szamos szerologiai reakcidoban (immunprecipitdcio) hasznositjuk (el-
lenanyag-tisztitasra is hasznaljuk). 95%-ban egyiitt termelddik a koagulazzal.

A leukocidinek specifikusan a polimorfonuklearis leukocitdkra hatnak.

A S. aureus pigmentjét staphyloxantinnak nevezziik, rezisztenciat biztosit a reaktiv oxi-
géngyokok ellen, és védelmet nyjt a megfertdzott szervezet neutrofil-alapt védekezése ellen

(Liu, et al., 2008).

2.1.1.3. Toxinok

Valosziniileg a toxinok feleldsek a fert6zés soran fellépd tiinetek nagy részéért.

Membrant karositd citolitikus toxinok:

a-toxin (hla):

Ez a leghatékonyabb membran-karositd S. aureus toxin. Monomerként szekretalodik, hoz-
zakotodik az  érzékeny sejtek (vorOsvértestek, leukocytdk, majsejtek, monocytak,
thrombocytak, fibroblastok €s simaizomsejtek) membranjahoz, és az alegységek hexamer
gylriit alkotva porust formalnak, amelyen at a sejt tartalma szivarogni kezd, a sejtek memb-
ranjanak ion-permeabilitasa megnovekszik, a sejtek kolloidozmotikus lizise jon létre.

Az ion-permeabilitas novekedését az okozza, hogy az érzékeny sejtek rendelkeznek -
toxin receptorral, ami alacsony toxin koncentracional lehetévé teszi a toxin kotddését, kis po-
rusok keletkeznek, amelyen egyértékii kationok juthatnak at. Magasabb koncentracid esetén a
toxin a membran lipidekkel reagal nem-specifikusan, nagyobb poérusok keletkeznek, és kétér-
téki kationokat, kis molekulakat veszit a sejt.

Emberben foként a vérlemezkék és a monocytdk érzékenyek az a-toxinra. Nagy affinitast
helyekkel rendelkeznek, melyek lehetdveé teszik a toxin kotddését fiziologidsan jelentds kon-
centracioban. Masodlagos reakciok soran eikozanoidok és cytokinek szabadulnak fel, melyek
serkentik a gyulladasi medidtorok termelését. Ez vezet példaul a szeptikus sokk tiineteinek ki-

alakulasahoz.
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B-toxin (szfingomielinaz C, hlb):

Szfingomielinaz, ami az ebben a lipidben gazdag membranokat karositja. A szfingomielint
viz jelenlétében N-acil-szfingozinra (ceramid) és foszforil-kolinra bontja. A legtdbb human
izolatum nem termel B-toxint, mert egy bakteriofag beé¢kelddott a génbe (negativ génkonver-
zi0). Sok fag, mely inaktivalja a B-toxin gént, enterotoxin és staphylokinazt gént hordoz. Ez-
zel szemben a szarvasmarha tégygyulladast okozo torzsek tobbsége termel B-toxint, tehat va-
16sziniileg ez a toxin sziikséges a togygyulladas kialakulasakor (Aarestrup, et al., 1999).

d-toxin (PSMy, hld):

A d-toxin egy nagyon kicsiny peptid, melyet a torzsek tobbsége termel. S. epidermidis ¢és S.
lugdunensis torzsek is termelik. A PSM (phenol soluble modulin) csalad tagja, detergens ha-
tasu toxin, széles spektrumu citolitikus hatassal rendelkezik.

y-toxin (hlg) és Panton Valentine leukocidin (ITuKF-PV, IukS-PV):

Ezek kétkomponensti fehérjetoxinok, melyek az érzékeny sejtek membranjat karositjak. A
fehérjék kiilon expresszalodnak ¢és a membranban formalnak multimereket. A y-toxin
lokuszrol 3 fehérje irddik at: a B és C komponensek leukotoxint alkotnak, hemolitikus aktivi-
tasuk alacsony, az A és B komponens hemolitikus és csak gyengén leukotoxikus.

A klasszikus Panton Valentine (PV) leukocidin erds leukotoxin, de nem hemolitikus. A to-
xint expresszald izolatumok nagy része sulyos dermonekrotikus 1ézidkat okoz, vagyis ez a to-
xin fontos a nekrotizal6 borfertézések kialakitasaban. Azt feltételezik, hogy a tiido fertézései-
ben is fontos szereppel bir, de ezzel ellentétes eredményre vezetd kutatasok is szép szammal
fellelhetok (Schlievert, et al., 2010). Az 1990-es években az USA-ban felbukkant bérkontak-
tussal terjed6 CA-MRSA torzsek is termelik ezt a toxint, valamint a CA-MSSA (community-
associated methicillin-sensitive S. aureus) térzsek (Schlievert, et al., 2010). Profagon kodolt,
leuko- és neurotoxikus, a makrofdgokat, myeloid leukocytdkat és a PMN-sejteket karositja,
citolitikus hatdsdnak alapja a heteroheptamerként vald porusképzés. A toxin gyulladasi
mediatorokat szabadit fel neutrofil granulocytakbol, degranulacidhoz vezetve. Ez okozhatja a
dermonekrotizalo fertézések szdvettani képét (értagulat, infiltracio €és centralis nekrozis).

Pirogén, toxikus szuperantigének (PTS): enterotoxinok és toxikus sokk szindréma toxin:

A S. aureus harom kiilonboz0 tipust, szuperantigénként viselkedd toxint képes termelni:
A, B, Cn, D, E, I szerotipusba tartozé enterotoxinokat (staphylococcal enterotoxins, SEs), az
enterotoxinokhoz hasonlitd fehérjéket (staphylococcal enterotoxin-like proteins, SEls), me-
lyek G, H, és J-t6l U-ig szerotipusba tartozhatnak és toxikus sokk szindréma toxint (TSST-1).
A szuperantigének hatdsara akdr minden 6todik T-sejt aktivalodhat, mig mas antigének hata-

sara csak minden tizezredik stimulalodna az antigén prezentalds soran. A szuperantigének
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kozvetleniil az antigénprezentald sejtek MHC II molekuldjanak szokésos antigén-koté baraz-
dajan kiviil kapcsoldodnak. Ez a komplex a T-sejt receptoroknak csak a VB3 elemét ismeri fel,
ezért az Osszes, megfeleld VB elemmel rendelkezd T-sejt stimuladlodik, mig mas antigének
esetében a kotddéshez normalisan sziikség van antigén specifitasra is (Schlievert, et al.,
2010).

Az enterotoxinok hdstabilak, pepszinre mérsékelten érzékenyek, gyomor ¢és belek faldban
levé receptorokhoz kotddnek. Hatdsukra csokken a belekben a viz felszivodéasa, mig a béllu-
men felé iranyul6 iontranszport fokozodik, fokozddik a belek perisztaltikus mozgasa is, va-
gyis hasmenést okoznak és hanyast (kozponti idegrendszeri hatas), ezek felelések a
staphylococcus okozta ételmérgezésekért. A vérkeringésbe keriilve toxikus sokk szindromat
okoznak (TSS), a B és C tipusu enterotoxinok felel6sek a nem menstrudcios TSS feléért.
Lymphocyta proliferaciot valtanak ki, IL-2 (interleukin-2), TNF-B (tumor nekrézis faktor-8),
IF-y (interferon-y) szabadul fel a CD4" T-sejtekbdl és IL-1B (interleukin-1B) valamint TNF-o
(tumor nekroézis faktor-a) a makrofagokbol.

A TSST-1 nem sok rokonsagot mutat az enterotoxinokkal, hanytatd hatasa sincs. A TSS-ek
75%-aért felelds, beleértve az 0Osszes menstrudcidos esetet. TSS Iéphet fel barmely
staphylococcus fertdzés kovetkezményeként, ha enterotoxin vagy TSST-1 keriil a vérkerin-
gésbe, és a szervezet nem rendelkezik megfelel6 semlegesitd antitestekkel. A tamponhaszna-
lat kovetkeztében fellépd TSS nem is igazi fertézEés, mert a S. aureus a tamponon nd, €s csak a
toxin szivodik fel. Citokinek szabadulnak fel nagy mennyiségben, ez okozza a TSS tiineteit. A
toxin érzékenyiti a szervezetet az LPS hatdsdval szemben ¢€s karositja az endothel sejteket.

Epidermolitikus (exfoliativ) toxin (eta, etb):

Ez a toxin az oka a forrdzott bor szindroémanak 1ujsziilottekben (SSSS = Staphylococcus
Scalded Skin Syndrome), mely nagy kiterjedésli hdlyagzassal és a felham elvesztésével jar. A
toxinnak két, antigénikusan elkiiloniilé valtozata van, ETA és ETB. Mindkét toxin szekvenci-
dja hasonlit a S. aureus szerin proteazaéhoz, és a harom legfontosabb aminosav az aktiv cent-
rumban konzervalt. Az ET-knek azonban nem proteolitikus, hanem észteraz aktivitasuk van.
A boér stratum granulosum rétegében 1évo intercellularis hidakat (desmosomékat) hasitjak,

targetjiik a desmoglobin-1 (DG-1) (Kobayashi & Deleo, 2009).
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2.1.1.4. Mas extracellularis fehérjék

Koagulaz (coagulase, coa):

A prothrombinhoz kapcsolddik, igy kialakitva a staphylothrombint, melyben aktivalodik a
thrombin protedz aktivitdsa, ami a fibrinogént fibrinné alakitja. Az extracelluldris koagulaz
fibrinogénhez is kapcsolodhat, helyi vérrogok kialakitasaval a baktérium védekezhet a szerve-
zet védelme ellen. A koaguldz kis része erdsen kotddik a bakterialis felszinhez, ekkor a
prothrombinnal reagal.

Staphylokinaz:

Sok torzs termel egy staphylokinaz nevii plasminogén aktivatort. A gén lizogén bakteriofa-
gokban talalhat6. A staphylokinaz komplexet képez a plazminogénnel, és aktivalodik a
plazmin-szer(i proteolitikus aktivitds, ami fibrin r6gok felolddsdhoz vezet. Nem virulencia
faktor, bar a lokalizalt fibrinolizisnek lehet szerepe a baktérium terjedésében.

Extracellularis enzimek:

A S. aureus proteazokat, lipazt (geh), hialuronidazt (hysA), foszfatazt, fibrinolysint,
nukledzokat (DNazt, RNazt) és zsirsav modositdé enzimet (fatty acid modifying enzyme =
FAME) termel. Ezek valosziniileg a baktérium tapanyagellatasat biztositjak, de szerepiik van
a virulenciaban is. A lipazok lipolitikus enzimek, lehetdvé teszik a zsirszovetben torténd sza-
porodast €s terjedést. A hialuronidaz a sejtek kozotti hialuronsav bontasaval a szovetek kozot-
ti terjedést teszi lehetové. A foszfatdz termelddése a patogenitas megbizhato jele, foszfat ve-
gyliletek bontasat végzi. A fibrinolizin a fibrin gétat oldja, eldsegiti az invazidt. A DNaznak is
talyog képzddik. Az elpusztult sejtekbdl kiszabadulo DNS viszkozitdsa magas, ami lassitja a
baktérium mozgasat. A DNaz csokkenti a viszkozitast, lehetdvé téve a gyorsabb terjedést. A
FAME fontos lehet a talyogok kialakuldsa sordn, mivel mddositani képes az antibakterialis

lipideket és meghosszabbitja a baktérium életidejét.

2.1.2. Virulencia faktorok és egyéb szekretalt fehérjék termelédését szabalyozé rendsze-

rek

Nagyon sok virulencia faktor és szekretdlt fehérje termelddése kétkomponensii reguldtor
rendszereken keresztiil szabalyozodik. Ezek a rendszerek jellemzden egy szenzorbdl allnak,
melynek citoplazmatikus doménje hisztidin kinaz aktivitassal rendelkezik, és egy valasz regu-

latorbol, mely specialis DNS szekvenciakhoz képes kotddni, és effektorokat kodolo géneket
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aktival. A szenzort aktivalod szignalok kiilonbozéek lehetnek, példaul autoindukalé peptid
koncentracioja (Agr rendszer), baktérium denzitas, pH, CO, koncentracid. A szignal érheti
kozvetleniil vagy egy receptor kozvetitésével a szenzort. A szenzor ilyenkor
autofoszforilalodik egy hisztidinen, ez a foszforcsoport keriil at a regulator egy aszpartatjara.
Ilyen kétkomponensii regulator rendszerek a 1. tablazatban jellemzett agr, sae, ssrAB, arISR,
IytRS l16kuszok (Bronner, et al., 2004).

1. Tablazat: Virulencia faktorok kifejezodését szabalyozo rendszerek a Staphylococcus

aureusban: kétkomponensii regulator rendszerek.

Szabdlyozdrendszer  Szenzor / Regulitor Fizis Aktivil Gitol Megjegyzés

Agr (accessory gene AgrC /[ AgrA, posztexponenciilis exoproteineket pl.:  sejtfal asszocialt 1, az effektor az RNSIII

regulator) sejtdenzitas-fliggd mo- a-toxin, B-toxin, fehérjéket pl.: 2, agr I, 11, 111, IV csoportok
don aktivalodik (az TSST-1, protein A, vannak, az egyes AlIP-ok ga-
agrD-rol termelodd AIP leukotoxinok, fred, koagulaz, toljak mas Agr csoportok
= autoindukceios peptid lrgB (kb. 104 gént)  fibronektin-kitd  szignalizicidjat, és mas-mas
koncentracidjatol figgo fehérje (kb. 34 toxinok termelését szabdlyoz-
modon) gént) zak

3, az agr lokusz muticidja
csdkkenti a penicillin-
indukdlta lizist, de niveli a

penicillin baktericid hatasat

sae (S. aureus SaeS / SaeR a-toxint, B-toxint,

exoprotein expression) koagulazt

SrrAB (staphylococcal  SsrB (SthR) / SsrA anaerob koriilmé-  fermentativ ndveke- oxigén igényes anaerob koriillmények kizin
respiratory response) = (SrhS) nyek kozitt déshez szilkséges expressziojl viru- overexpresszalodik, toxinter-
SrhSR fehérjéket (pl.: alko- lencia faktorokat melést részben az RNSIII

hol-dehidrogendz, L- (a-toxin, TSST-1) transzkripcidjanak represszio-
laktat dehidrogeniz) jéval, részben az RNSII-to1

fiiggetlen Gtvonalon gdtolja

arlSR (autolysis-related ArlS / ArlR exponencialis, sard 1okuszt agr lokuszt, a- az arlR megszakitasa a

locus) posztexponencialis toxint, B-toxint,  peptidoglikan-hidrolaz aktivi-
lipazt, szerin tas nivekedéséhez és
proteazt, autolizishez vezet

koaguldzt protein

A-t
LytRS (Iytic) LytS / LytR IrgA, lrgB géneket (a A LytS transzporter is, mutin-
gének termékei ga- sokban né az autolizis és mo-
toljak a murein- dosul a murein-hidrolaz aktivi-
hidroldzok tds szintje

extracelluldris akti-

vitdsat

A regulator rendszerek mésik nagy csoportjat a sarA és homologjai képezik (2. tablazat).
Ezek nem kétkomponensii rendszerek, de kdlcsonhatnak f6ként az Agr rendszerrel, és a rend-
szerek miikodésének ereddje hatarozza meg, hogy mely fehérjék fejezédjenek ki (Bronner, et

al., 2004). Példaul a hla atirddasat a novekedés kezdetén a Rot, SarT és SarS gatolja, de az

17



exponencialis, posztexponencialis fazisra megemelkedik az RNS III koncentracioja a SarA és
SarU mukodésének kovetkeztében, €s gatolni fogja az a-toxin termelddését gatlo molekula-
kat. Ebben a szakaszban a sae is serkenti a hla expressziot. Ezzel szemben a protein A terme-
16dését az exponencialis fazis kezdetén serkenti a Rot a SarS aktivacidja miatt. Ahogy az ex-
ponencialis fazisban megemelkedik az RNS III szintje, ugy aktivalodik a SarA, a két moleku-

la gatolja a SarS-t és igy a spa atirddasat (Bronner, et al., 2004).

2. Tablazat: Virulencia faktorok Kkifejez6dését szabalyozé rendszerek a Staphylococcus

aureusban: SarA és SarA homolégok.

Szabdlyozdrendszer

Aktivitor / Gatlé

Fizis

Alktivil

Gitol

Megjegyzés

sarA (staphylococcal

accessory regulator)

SarA homolog SarR
SarA homolog SarS
(SarH1)

SarA homolog SarT

SarA homolog SarU

SarA homolog Rot

(repressor of toxin)

SarA aktivalja a sajat

expressziojat, SarR ga-

tolja

sard és agr gitoljak

sard ¢s agr gatoljak

sarT, RNSIII gatolja
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2.2. Sejtfalszerkezet és -szintézis

A baktériumok sejtfala nélkiilozhetetlen és specifikus sejtalkotod, mely kiviilrol veszi kortil
a sejtet, biztositva a sejt integritasat ellenallva a belsé nyomasnak, fenntartva a sejt alakjat és
vazat szolgéltatva szamos hozzakapcsol6édé molekuldnak, mint a fehérjék és teikolsavak. A
Gram-pozitiv baktériumok sejtfala meglehetésen porozus, mintegy 10 kDa molekulatomegig
képes az anyagokat szabadon atengedni. Kiilsé membran nincs, legfeljebb tokot képesek kiva-
lasztani. A sejtfalalkotok fertézéskor citokin termelést (IL-1 és TNF-a) indukélnak, gatoljak a
fagocitozist és a kemotaxist.

A staphylococcusok sejtfalanak alapszerkezetét peptidoglikan lancok alkotjak, amelyek B-
1—4 glikozidos kotéssel egymashoz kapcsolodo alternald N-acetil-gliikozaminbol (GlcNAc)
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¢s N-acetil-muraminsavbdol (MurNAc) allnak. Hasonldan a tobbi Gram-pozitiv baktériumhoz
a sejtfalban akar 40 peptidoglikdn (murein) réteg is jelen lehet, a sejtfal 40-60%-at ez teszi ki.
Az S. aureus-ban a glikanlancok rovidek, atlagosan 18 diszacharid egységbdl allnak, a leg-
tobb lanc mindossze 3-10 diszacharid egységbdl all, a 26 diszacharid egységnél hosszabb lan-
cok aranya mindossze 10-15% (Vollmer, et al., 2008). A redukalo végeken mind MurNAc,
mind GIcNAc eldéfordulhat, vagyis a glikdnldncot hasithatja N-acetil-gliikozaminidaz
(Boneca, et al., 2000). A lancokon belil a MurNAc D-laktoil csoportjahoz kotott
tetrapeptidek kozott kialakuld kapcsolat révén jon 1étre a haromdimenzios térhalds rendszer.
Jellemz6je a bonyolult transzpeptidacio (a tetrapeptideket 5 glicin molekula kapcsolja dssze),
mely a sejtfalat fizikokémiai és bioldgiai szempontbdl is rendkiviil ellenallova teszi. A
tetrapeptidek eredetileg pentapeptidként (a staphylococcusok esetében ez L-alanin — D-
glutaminsav — L-lizin — D-alanin — D-alanin) kapcsolddnak egy-egy MurNAc-hoz, a termina-
lis D-alanin a keresztkotések kialakuldsakor hasad le. A pentaglicin hid a D-alanin karboxil-
csoportja és a szomszédos tetrapeptid L-lizinjének e-amino csoportja kozott alakul ki. Az D-
glutaminsav a-karboxil-csoportja gyakran amidalt (tehat a pentapeptid masodik aminosava D-
izoglutamin), ami eldsegiti a keresztkotések kialakulasat (Berger-Béchi & Tschierske, 1998).
A peptidek kb. 90%-a vesz részt keresztkotésben (Berger-Béachi & Tschierske, 1998). Mivel a
keresztkotések stirlisége hatarozza meg a sejtfal erdsségét, ez kiillondsen a Gram-pozitivoknal
mint a staphylococcusok nagyon fontos a magas belsé ozmotikus nyomas miatt, ami elérheti
akér a 25 atmoszférat is.

A sejtfal masik jellemz6 eleme a teikolsav (vagy masként a teichoinsav), élettani szerepe a
baktérium novekedésében és osztddasaban, valamint az ionegyensuly fenntartdsaban van. A
MurNAc C6-hoz kapcsolodhat (ide egyébként acetil csoport is kotddhet), és Ossztomege a
sejtfal tomegének akar 20-50%-4t is kiteheti. A murein toltott aminosavjai és a teikolsavak
foszfatjai miatt a sejtfal jobbara kirekeszti a hidrofob molekulakat, a sejtet mondhatni egy hid-
rofil réteg veszi kordl.

A teikolsav faj-specifikus, gerincét glicerol-foszfat (glicerolteikolsav, S. epidermidis) vagy
ribitol-foszfat (ribitolteikolsav, S. aureus) polimer alkotja, amelyhez kiilonb6z6 cukrok, ami-
nosavak kapcsoldodnak. A teikolsav molekuldk, melyek a baktériumok egyik fontos felszini
tést hoznak 1étre a MurNAc-komponensekkel (Xia, et al., 2010). Bakteriofag receptoraként is
mitkddnek. A Gram-pozitiv sejtfalhoz még szénhidratok és fehérjék kapcsolodhatnak, ezek-
nek kolonizécids szerepiik van, és lehetové teszik a baktériumok szerologiai osztalyozasat

(Giesbrecht, et al., 1998). Bizonyos teikolsavak a citoplazma membranba meriilé lipid kom-
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ponenst is tartalmaznak (lipoteikolsav), ezeknek feltehetéen a membrannak a sejtfalhoz valo
horgonyzasaban van szerepiik. S. aureus-ban a teikolsavakhoz D-alanin észterek €s N-acetil-
gliikbzamin kapcsolodhat. A D-alanin észterek pozitiv t6ltést hordoznak, igy modositjak a fel-
szini toltést, meghatarozzak a sejt pozitiv toltésti molekuldkat kotd kapacitdsat és modulaljak
az autolitikus aktivitast.

A sejtfal szintézise a citoplazmaban indul az UDP-N-acetil-muraminsav-pentapeptid 1étre-
jottével. Eloszor UDP-GIcNAc jon létre fruktoz-6-foszfatbol, az UDP-MurNAc az UDP-
GlcNAc-bol alakul tovabb UDP-N-acetil-gliikdzamin-enolpiruvil transzferaz(ok) kézremiiko-
désével (MurA és MurZ, elébbi a f6 enzim, de ellentétben a MurZ-vel, nem indukalodik a
termelése sejtfalszintézist gatld antibiotikumok jelenlétében) (Blake, et al., 2009), és az UDP-
MurNAc-hoz kapcsolodik a pentapeptid rész. Ennek a szintézisét Mur ligdzok végzik ATP
felhasznalasaval. A MurC ligaz kapcsolja az els6 aminosavat (L-Ala) az UDP-MurNAc-hoz.
A masodik aminosav kapcsolasaért (D-Glu vagy izo-D-Glu) a MurD, a harmadik
aminosavéért (L-Lys) a MurE ligaz felelds. A két terminalis D-Ala dimerként kapcsolddik a
peptidlanchoz. A D-Ala-D-Ala dimer szintézisét a Ddl enzim, a beépitését a MurF ligaz végzi
(Barreteau, et al., 2008). Az igy 1étrejott komplex egy carrier-lipidhez (undekaprenil-foszfat —
Css-P vagy bactoprenol) kapcsolodik UMP lehasadasaval és igy szallitédik at a membranon.
A folyamatot az MraY transzferdz (transzlokaz I) katalizélja, undekaprenil-pirofoszforil-
MurNAc-pentapepidet (lipid I) 1étrehozva. Ehhez kapcsolja a MurG transzferaz (transzlokaz
II) az N-acetil-glikézamint UDP felszabaduldsa mellett, létrehozva az undekaprenil-
pirofoszforil-MurNAc-(pentapepid)-GlcNAc-ot, vagyis a lipid II molekulat (Bouhss, et al.,
2008). Gram-pozitivoknal a keresztkotd interpeptid hid a lipid II-héz kapcesolodik, és a D-
izoglutamin is ekkor alakul ki. A pentaglicin interpeptid hidat Fem transzferdzok szintetizal-
jék, melyek nemriboszomalis peptidkdtés-kialakité enzimek. A glicineket aminoacil-tRNS-
szintetdzok kapcsoljak tRNS-ekhez, igy valnak a Fem transzferdzok szubsztratjava. A FemX
(vagy mas néven FmhB) végzi az elsé glicin kapcsolasat, a kdvetkezd kettdjét a FemA, az
utolsod kettdjét pedig a FemB (Boubhss, et al., 2008). Az FemX eszencialis enzim, mert a D,D-
transzpeptidaz nem tudja keresztkotni kozvetleniil a pentapeptideket. A femA, femB
nullmutansok ezzel szemben életképesek, és 1-3 Gly egységet tartalmazo kereszthidakat hoz-
nak 1étre (2. abra) (Stranden, et al., 1997).

A sejtfalhoz szamos fehérje is kapcsolodik, mint a protein A, fibronektin-kotd fehérjék,
adhezinek, stb, melyek fontos szerepet jatszhatnak a patogenezisben. A fehérjéket a szortdz A

kapcsolja a lipid 1I-h6z kapcsolodo sejtfalegység peptidjében az L-Lys oldallancanak amino-
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csoportjahoz, miutan hasitotta a fehérje szignal-szekvencidjat (Leu-Pro-Xaa-Thr-Gly; Xaa
barmely aminosav) a Thr és a Gly k6zo6tt (Dramsi, et al., 2008).

Atjutva a membranon a carrier-lipid levalik, és az 0j egység beépiil a sejtfalba
(transzglikozilezés). A keresztkotések a pentapeptid termindlis D-alaninjanak lehasadaséaval
jonnek létre a penicillin-kotd fehérjék (penicillin-binding proteins, PBPs) transzpeptidaz
doménje hatasara (transzpeptidacio, 2. abra).

A penicillin-k6td fehérjéknek két nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg: nagy (HMM — high
molecular mass) ¢és kis molekulatomegii (LMM — low molecular mass) penicillin-k6td fehér-
jék. A HMM PBP-k multimodularis PBP-k, melyek a peptidoglikan polimerizacidjaért és a
mar meglévo sejtfalba valo beillesztéséért felelosek. C-terminalis doménjiik minden esetben
transzpeptidaz aktivitassal rendelkezik. Az N-terminalis domén aktivitasa alapjan Gjabb két
csoportot kiilonitiink el. Az A osztalydt HMM PBP-k N-terminalis doménje glikoziltranszferaz
aktivitassal rendelkezik, vagyis ezek az enzimek feleldsek a nem keresztkotott glikan lancok
meghosszabbitasaért. Ebbe az osztalyba sorolunk még olyan egyfunkcios enzimeket is, me-
lyek a HMM PBP-k glikoziltranszferaz doménjére hasonlitanak (MGTs — monofunctional
glikozyltransferases). A B osztidlyba olyan PBP-k tartoznak, melyek nem rendelkeznek
glikoziltranszferaz aktivitassal, N-termindlis doménjiik a sejt morfogenezisében jatszhat sze-
repet sejtciklus fehérjékkel kolcsonhatva. Az LMM PBP-k csoportositasa tobbféleképpen is
torténhet, besorolhatdak A, B, C osztalyba, vagy ha az 6sszes LMM PBP-t a PBP-k C oszta-
lyanak tekintjiik, akkor C1, C2, C3 osztalyba, de osztalyozhatoak az Escherichia coli LMM
PBP-ihez val6 hasonlosag alapjan is (4, 5, 7 €s AmpH tipusok, a megfelelé E. coli PBP-k
utan) (Zapun, et al., 2008).

Az S. aureus-nak harom nagy molekulatomegii (PBP1, PBP2, PBP3) és egy kis molekula-
tomegli (PBP4) penicillin-ko6td fehérjéje van. A PBP-k a membréannal asszocialtak, és megta-
lalhatoak a sejtek szétvalasztdsaért felelds rendszerben és a keresztfal szerkezetében is
(Labischinski, 1988).

A PBP1 a B osztilyd HMM PBP-k koz¢ tartozik, N-termindlis penicillin-k6td fehérje,
mely dimerizaciés doménnel, transzpeptiddz doménnel és két C-terminalis PASTA (Penicil-
lin-binding protein And Serine/Threonine kinase Associated) doménnel rendelkezik. Az utob-
bi lehet felelos a fehérje megfeleld lokalizaciojaért, mivel feltehetéen a pentapeptid részeket
ismeri fel a nem keresztkotott peptidoglikanban (Yeats, et al., 2002, Jones & Dyson, 2006).
Fontos szerepet jatszik az utodsejtek szétvalasakor, és nélkiilozhetetlen a sejtndvekedés soran
(Beise, et al., 1988, Wada & Watanabe, 1998), de a transzpeptidaz domén mutacioja esetén is

novekednek a sejtek és szeptum is képzodik, egyediil a sejtek szétvalasa nem torténik meg (a
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novekedés egy-harom meg nem tortént osztodas utan ledll), és az autolizinek szintézise
ban jatszhat szerepet.

A PBP2 az egyetlen A osztalytl PBP az S. aureus ban, vagyis az egyetlen olyan PBP, mely
transzpeptidaz és transzglikozilaz aktivitassal is rendelkezik. Az S. aureus esetében
peptidoglikan beépiilés csak az osztdodas helyén torténik (diviszoma), vagyis nincs elongaz
komplexiik, ezért a PBP2 a szeptumban taldlhat6, de csak akkor keriil oda, ha van jelen
transzpepidaciot igényld szubsztrat.

A PBP3 nem miikodik kozre kozvetleniil a szeptumképzésben, hianyanak egyetlen jele a
csokkent mértékii autolizis. A PBP4 a D,D-karboxipeptidaz aktivitassal rendelkezé E. coli
PBP5-hoz hasonlit, de azzal ellentétben rendelkezik transzpeptidaz aktivitassal, mely sziiksé-
ges az extrém mértékli keresztkotések kialakitasdhoz. A D,D-karboxipeptiddzok lehasitjak a
pentapeptid részrél a végalld D-Ala-t, igy meggatoljdk a transzpeptidaciot és a
szeptumképzést, de az S. aureus PBP4 masodlagos transzpeptidaz reakcidoban vesz részt, és
keresztkotéseket alakit ki (Wyke, et al., 1981).

A methicillin-rezisztens torzsek rendelkeznek egy 6todik PBP-vel, a PBP2a-val vagy
PBP2’-vel, ami egy B osztalyd HMM PBP transzpeptiddaz. Affinitdsa sokkal kisebb a B-
laktamokhoz, mint a tobbi PBP-nek, ezért 3-laktdm antibiotikumok jelenlétében is képes sejt-
falszintézisre (Reynolds & Brown, 1985). A femA, femB nullmutansokban a PBP2a altal 1ét-
rehozott methicillin-rezisztencia megsziinik, jelezve, hogy a PBP2a nem képes keresztkotni
nem teljes oldalldncu prekurzorokat, bar valosziniileg nem ez az egyetlen oka a jelenségnek
(Stranden, et al., 1997).

A S. aureus ORF-ek kozott talaltak még két olyan fehérjét, melyek valdsziniisithetéen
transzglikozildaz doménnel rendelkeznek, ezek az SgtA és SgtB (Kuroda, et al., 2001). Az
utobbirdl Wang és munkatérsai ki is mutattak, hogy peptidoglikan elongéciot katalizal (Wang,
etal., 2001), 6k Mgt-nek nevezték a fehérjét.

A sejtek szétvalasztasaért felelos rendszer feltehetden periodikusan rendezett csoves cso-
magokbol 4ll, ezek a muroszomak, melyek autolitikus enzimeket tartalmaznak. A keresztfal
képzddése utan ezek az enzimek szeparaljak a sejteket, autolizin gylriit alkotva a sejtfelszin
szeptalis részén (Yamada, et al., 1996).

Az autolizinek vagy peptidoglikan (murein) hidrolazok a baktérium altal termelt, sajat sejt-
falukat bontd enzimek. Mivel a peptidoglikdn rétegek kovalens héjat képeznek a baktérium
felszinén, ezért az 1) sejtfalanyagoknak a meglévo sejtfalba vald beillesztése olyan enzimeket

is igényel, melyek hasitani képesek a sejtfal peptidoglikan szerkezetét. Ezek az enzimek fon-
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tosak a sejtfal turnoverében, a sejtosztodasban, és az antibiotikum indukalta lizisben is. A sejt-
falszintézis dinamikus folyamat, a szintézis ¢és a lebontds egyensulyban van egymadssal, az
autolizinek szintézise szabalyozott. Azonban a sejtfal turnoverben szerepet jatszé autolizinek
megtartjak aktivitasukat penicillin és szarmazékai jelenlétében is, de a transzpeptidacio ilyen-
kor gatolt, ezért a folyamatok eltolédnak a sejtfalbontas irdnyéba, €s a sejt elobb-utobb lizal.
A S. aureus minimum 4 kiilonb6z6 peptidoglikan hidrolazt termel: két N-acetil-muraminsav-
L-alanin amidazt, az Atl-t és az Slel-et (a MurNAc és az L-Ala kozott hasitanak), egy endo-
B-N-acetil-glitkozamidazt, mely szintén az atl génr6l irodik at (a glikan lancot hasitja), és leg-
alabb egy endopeptidazt. Az atl gén terméke egy bifunkcionalis autolizin, amidaz és endo-B-
N-acetil-gliikozaminidaz doménekkel rendelkezik, 6 feladata a keresztfal hasitasa az oszto-
das utan. A génrdl el6szor egy 138 kDa pro-Atl fehérje képzddik, amirdl elészor a szignal
peptid tavolitodik el, majd proteolitikus hasitds utan felszabadul az 51 kDa endo-3-N-acetil-
gliikozamidaz és a 62 kDa N-acetilmuramil-L-alanin amidaz. Mindkettdnek van szekretalt és
sejtfelszinnel asszocidlt formdja is. Az Slel (vagy Aaa) egy 32 kDa-os N-acetilmuramil-L-
alanin amidaz, szintén a keresztfal hasitasaban miikodik kozre, de autolizist kdzvetleniil nem
indukél. Slel mutansok patogenitasa csokkent, mivel a fehérje egyuttal fibrinogénhez és
fibronektinhez vald adhéziot is biztosit (Vollmer, et al., 2008). Korantsem ismert még az 6sz-
szes autolizin, s6t van olyan fehérje is, pl. LytM, melyrdl bebizonyosodott, hogy éppen génjé-
nek delécigja vezet lizishez, és a kordbban feltételezett endopeptiddz aktivitdsa sem bizonyi-
tott (Singh, et al., 2010).

A fentieket atgondolva egyértelmii, hogy a stacioner fazisu tenyészetnél miért nem igazan
hatdsosak a -laktam antibiotikumok, hiszen ha egy sejt nem ndvekszik, nem osztodik, akkor
nincs transzpeptidacio €és az autolizinek sem miikddnek. Az autolitikus enzimek csokkent ak-
tivitasa is kialakithat a B-laktdmokkal szembeni ellenallést, ekkor a baktériumok szaporodasat,
novekedését gatolja a letdlis antibiotikum koncentracio, de nem feltétlentil pusztitja el Oket.
Feltételezik ezért, hogy a B-laktamok egyik hatasa az autolizinek inhibitorainak gatlasa.
Mindazonaltal a sejtek antibiotikumok kivéltotta pusztuldsanak elsddleges és {6 oka a sejtosz-
todas sordn a keresztfalak nem megfelelé képzddése, s nem az autolizinek aktivalédasa

/eltolodott mértéki milkodése.
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2.3. Staphylococcus aureus sejtfalszintézisére haté antibiotikumok, a sejtfalat

hidrolizalni képes enzimek és az elleniik kialakulo rezisztencia

A bakteridlis fertézések kezelésekor négy f6 ponton intézhetlink tdmadast: gétolhatjuk a
DNS és/vagy RNS szintézist, a fehérje szintézist, a folat szintézist (és ezen keresztiil az eldbbi
folyamatok monomerjeinek szintézisét) vagy mas metabolikus utvonalat és végiil gatolhatjuk
a sejtfalszintézist (Tenover, 2006). Ujabban egy 6todik lehetdség is felmeriilt: a lipopeptid an-
tibiotikumok, mint a daptomycin Ca®*-fiiggé modon hozzakapcsolodnak a membranhoz,
oligomerizalodnak pdrust vagy ioncsatornat létrehozva a membranban, és a sejt membran-
depolarizacio miatti pusztulasat okozzak (Tenover, 2006, Gold & Pillai, 2009). A daptomycin
nagy koncentracioban (>8 mg/ kg/ nap) is biztonsdgos, bar nagyobb koncentracioban
miopatidt, neuron degenerdciot is okozhat, mivel hatidsa eukariota sejteken is érvényesiil
(Tally & DeBruin, 2000).

Mivel a DNS replikdcio, a transzkripcidé ¢és a transzlacid enzimei kiilonboznek
eukariotakban, ezért ezek az antibiotikumok elvileg nem jelentenek veszélyt az emberi sejtek-
re, de a benniik 1évé mitokondriumokra igen. A folat szintézis inhibitorai szintén szelektiven
hatnak a baktériumokra, hiszen az eukaridtakbol hidnyzik ez az itvonal. Azonban a baktériu-
mok is képesek felvenni a kornyezetbdl a folatot vagy a segitségével eldallitandé monomere-
ket, és szintén gond az emberi szervezet folat szintézisének (mitokondriumokban) és folat fel-
vételének esetleges gatlasa (Lambie & Johnson, 1985, Pereira & Kelley, 2011).

A peptidoglikdn sejtfal szintézise ezzel szemben valdban csak a baktériumokra jellemzd
folyamat, tehat alapesetben nem kell szdmolnunk az emberi sejtek kozvetlen karositasaval,
ezért is hasznaljuk ezeket az antibiotikumokat a fertézések kezelésére, hacsak nem reziszten-

sek a torzsek, vagy a paciens nem mutat talérzékenységi/ allergias reakciot a kezelés soran.

2.3.1. Sejtfalszintézist gatlé antibiotikumok

2.3.1.1. Nem B-laktam antibiotikumok

PEP analog:

A foszfomicin a MurA (UDP-N-acetilgliikozamin-3-enolpiruvil transzferdz) enzim muiko-
dését gatolja, mely foszfoenolpiruvatot (PEP) kapcsol az UDP-N-acetilgliik6zaminhoz UDP-
N-acetilmuraminsavat (UDP-MurNAc) kialakitva (2. abra) (Proctor, 2008).
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Oxazolidinonok:

A D-cikloszerin gatolja a D-alanin-D-alanin ligazt és az alanin racemazt, megakadalyozva
igy a D-alanin peptidoglikan prekurzorhoz valo hozzakotddését (2. abra) (Noda, et al., 2004).
Ez az egyetlen oxazolidinon, mely a sejtfalszintézisre hat, az dsszes tobbi ebbe a csoportba

tartozé molekula (pl. linezolid) a fehérjeszintézist gatolja.
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2. abra: A Staphylococcus aureus sejtfalszintézise, a sejtfalszintézist gatlo antibioti-

kumok és a sejtfalat degradalé enzimek (Dengler, et al., 2011).

Nukleozidok:

A tunikamicin homolég nukleozid antibiotikumok keveréke, amellett, hogy eukariétidkban
gatolja a glikoproteinek szintézisét, prokaridtakban gatolja a peptidoglikan prekurzor (foszfo-
MurNAc-pentapeptid) transzferét a lipid carrier undekaprenil pirofoszfatra (C55-isoprenil
pirofoszfat), mely reakcidt az MraY transzlokaz katalizélja (2. abra) (Ohlsen & Donat, 2010).
Szubletalis koncentracioban gatolja a TagO-t is, mely a sejtfal teikolsav utvonal elsé enzime

(Kern, et al., 2010).
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Foszfoglikolipid antibiotikumok:

A flavomicin (egy moenomicin komplex) és a moenomycin, a transzglikozilaciot gatoljak
(2. abra), hozzakotédve a PBP2 transzglikozilaz doménjéhez (Lovering, et al., 2007).

Peptid részt tartalmazé antibiotikumok:

A bacitracin ciklikus polipeptidek keveréke, fémion jelenlétét igénylé komplexet alakit ki a
lipid carrier undekaprenil pirofoszattal, ezaltal meggatolva a lipid carrier defoszforilaciojat és
reciklalasat (2. abra) (Hesketh, et al., 2011).

A glikopeptid antibiotikumok, mint a vancomycin és teikoplanin a sejtfalszintézist gatoljak
a peptidoglikén diszacharid-pentapeptid prekurzor C-terminalis végéhez (a lipid II D-Ala-D-
Ala részéhez) kapcsolodva, ¢€s sztérikusan akadalyozzak a transzglikozilaciot (és a
transzpeptidaciot, 2. dbra) (Nailor & Sobel, 2009). A teicoplanin aktivitasat eldsegiti a citop-
lazma membrannal val6 kolcsonhatdsa. Ellene a baktérium védekezhet ugy, hogy a D-Ala-D-
Ala vég helyett D-Ala-D-Lac vagy D-Ala-D-Ser véget allit eld. A klorobifenil-vankomicinnek
a foszfoglikolipidekhez hasonl¢6 aktivitasa van (Goldman, et al., 2000).

A ramoplanin glikolipodepszipeptid, Actinoplanes spp. termeli. A lipid I N-acetil-
gliilkozaminil transzferaz altal katalizalt lipid II-vé alakitasat gatolja (2. abra) (Somner &
Reynolds, 1990, Montecalvo, 2003).

A mersacidin lantibiotikum, 20 aminosavbdl all, a Bacillus sp. HIL-Y85/54728 torzs ribo-
szoman szintetizalja. Komplexet képez a peptidoglikan prekurzor lipid II feji cukor-foszfat
csoportjaval, gatolva igy a peptidoglikan szintézis transzglikozildz reakciojat (2. dbra) (Sass,
et al., 2008).

A daptomycin egy lipopeptid, a membran depolarizacidjat okozza, de lehet a peptidoglikan

szintézist kozvetleniil vagy kozvetve gatlo aktivitasa is (2. abra) (Muthaiyan, et al., 2008).

2.3.1.2. B-laktam antibiotikumok

A B-laktdm antibiotikumok 6 k6zos alkotoeleme a B-laktam gytiri, ez felelds a hatasért,
mig a hozza kapcsolédd oldallincok a vegyiilet stabilitasat, farmakokinetikajat ¢&s
antibakterialis spektrumat hatarozzadk meg, és ezek alapjan végezhetjiik el a csoportositasukat
is. Az alapszerkezet hasonldsadgara vezethetd vissza, hogy az egyes csoportokon beliili szar-
mazékok, sét mas-mas csoportbeliek kozott is felléphet keresztrezisztencia. Szerkezetiik a
transzpeptidazok szubsztratjadhoz, a keresztkotd pentapeptid terminalis D-Ala-D-Ala konfor-
maciohoz hasonlit, a keresztkotést 1étrehozo enzim szubsztratként elfogadja az antibiotiku-

mot. Az enzim penicillin-k6té fehérjeként (PBP) miikodik, viszont a molekulat nem képes
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hidrolizalni, kovalens penicilloil-enzim intermedier képzddik €s igy az enzim inaktivalodik. A

3-laktam antibiotikum jelenléte kovetkeztében a keresztkotések képzodése csokkent mértékii

lesz, azaz a sejtfal instabilabba valik, amit a baktérium végiil mar nem tud tolerélni, és a sejt-

fal autolitikus enzimei hatasara a sejt elpusztul (Tipper, 1985).

Penicillinek:

Penam vézas vegyiiletek, vagyis alapvazukban a B-laktdm gytiriih6z tiazolidin gytiri kap-

csolodik. Alapvegyiiletiik a 6-amino-penicillansav, amelyben a B-laktdm gytirth6z kapcsolo-

do nitrogénnek két hidrogénen kiviil nincs mas ligandja.

A baktériumok altal termelt B-laktamézok a B-laktam gytir(i hasitasaval inaktivaljak a rajuk

érzékeny penicillineket, ezért a cél az, hogy a B-laktamazoknak minél inkabb ellenallé vegyii-

leteket allitsanak el6.

1)

2)

Természetes penicillinek

Ezeket a penicillineket penészgomba fajok termelik (pl. Penicillium chrysogenum), bel6-

lik allitjak eld félszintézissel a mesterséges penicillineket. A B-laktamazok inaktivaljak

ezeket a vegyiileteket, ezért B-laktamazt termel0 torzsek esetén alkalmazasuk nem célra-
vezet6. Altalaban Streptococcus, Treponema, Borrelia, és anaerob baktériumok okozta
fertdzések kezelésére hasznalatosak.

a) Penicillin G (savlabil, szajon at nem alkalmazhat6)

b) Penicillin V (savstabil, szdjon at is alkalmazhato)

Félszintetikus penicillinek

A természetes penicillinek oldallancanak lehasitasaval nyert 6-amino-penicillansavval re-

agaltatjak a kivant oldallanc aldehid formajat, ami egy amid-kotésen keresztiil kapcsolo-

dik a penam vazhoz.

a) Penicillindz-rezisztens penicillinek (pl. methicillin, oxacillin, nafcillin, cloxacillin)
leginkabb penicillin-rezisztens Staphylococcus aureus ellen alkalmazhatok, nem hat-
nak Gram-negativ baktériumokra.

b) Széles spektrumu penicillinek (ampicillin, amoxicillin)

(3-laktamazt nem termelé Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériumok ellen hatasosak.
Savstabil, de B-laktamaz érzékeny vegyiiletek. Mara nagyfoku rezisztencia fejlodott ki
ellentik, igy alkalmazhat6saguk csokkent.

c) Pseudomonas illetve egyéb Gram-negativ anaerob fajok ellen hatdsos penicillinek
Karboxipenicillinek: carindacillin, carbenicillin, ticarcillin.

Ureidopenicillinek: mezlocillin, azlocillin, piperacillin. Széles spektrum jellemzi dket,

de nem savstabilak. Az enterococcusok sejtfalat és sejtmembranjat degradaljak;
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Staphylococcusok és Gram-negativok altal termelt B-laktamazokkal szemben nem el-
lenallok.

Cefalosporinok:

A cephem vazas vegyliletekben a B-laktdm gytirth6z dihidro-tiazin gytirti kapcsolodik. Az
alapvegyiilet a 7-amino-cephalosporansav, melyet a Cephalosporium acremonium altal ter-
melt cephalosporin C-bdl allitanak eld, €s a tobbi cephalosporin félszintézissel torténd eldalli-
tasara hasznalnak. A 7-es helyen 1év6 oldallanc felel az antimikrobidlis hatdsért, mig a 3-as
helyzetben levé a farmakokinetikai tulajdonsagokért. A Streptomycesek termelik a
cephamycineket, melyek a 7-es helyzetben metoxi csoportot tartalmaznak, ami nagyobb stabi-
litast eredményez B-laktamazokkal szemben.

1) Els6 generacids cephalosporinok
Gram-negativ baktériumok ellen mérsékelt, Gram-pozitivok ellen elég jo hatassal rendel-
keznek. Ide tartozé vegyiiletek, pl.: cefazolin, cefalotin, cefalexin.

2) Masodik generacios cephalosporinok
Az els6 generacidsokhoz képest kifejezettebb hatast mutatnak a Gram-negativ baktériu-
mok ellen. Idetartozé vegyiiletek, pl.: cefamandol, cefuroxim, cefoxitin.

3) Harmadik generacids cephalosporinok
Hatéasspektrumuk még inkabb eltolodott a Gram-negativ baktériumok iranyaba, ezzel
egyiitt hatékonysaguk csékkent a Gram-pozitiv coccusok, kiilondsen a Staphylococcus
aureus ellen. Idetartozé vegyiiletek, pl.: ceftazidim, cefoperazon, cefotaxim, de ide tarto-
zik a moxalaktam is, melyet a penicillin-G-bdl kiindulva szintetizalnak, és amely érdekes-
sége, hogy oxacephem vazat tartalmaz.

4) Negyedik generacids cephalosporinok
Mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ baktériumok elleni hatassal rendelkeznek. B3-
laktamaz stabilak, ebbdl fakado fokozott aktivitas jellemzi 6ket a Gram-negativ bél-
baktériumokkal szemben. A tobbi cephalosporinhoz képest jobb penetracids képességgel
rendelkeznek.

Karbapenemek:

Alapvazuk a penem vaz, mely csak abban kiilonbozik a penam vaztol, hogy a tiazolidin
gyuriiben kettds kotés talalhato, és szén helyettesiti a kén atomot, de az oldallanc kénatomon
keresztiil kapcsolddik a maghoz.

Széles spektrummal rendelkeznek, egyarant jol hatnak Gram-pozitiv, Gram-negativ és
anaerob baktériumokra, Pseudomonasra. Ellenalloak a B-laktamazokkal szemben, bar az

utobbi iddben ellentik is kezd rezisztencia kialakulni.
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Idetartozé vegyiiletek:

a) imipenem (proximalis tubulus dipeptidaza gyorsan elhidrolizalja, ezért egy
dehidropeptidaz inhibitorral adjak egytitt)

b) meropenem (kevésbé aktiv Gram-pozitiv coccusokkal szemben, de hat néhany
imipenem rezisztens Pseudomonasra is. Renalis dipeptidazokra nem érzékeny)

c) ertapenem (nem hasznalhato MRSA torzsek, ampicillin-rezisztens enterococcusok,
Pseudomonas aeruginosa vagy Acinetobacter fajok ellen)

d) doripenem (ultraszéles spektrumu antibiotikum, Pseudomonas aeruginosa ellen is ha-
tasos, korhazi fertézések esetén is hasznalhato)

Monobaktamok:

Az alapvazban csak a B-laktdm gylirQi talalhatd meg. Gram-negativ baktériumokra fejtik ki
hatasukat. Nem 1¢ép fel veliik szemben allergia. B-laktamaz rezisztensek. Jellemzd vegyiilet az
aztreonam. A monobaktamok antimikrobidlis aktivitasa az aminoglikozidokéra hasonlit, kitii-
néek az Enterobaktériumok és a Pseudomonas aeruginosa ellen. In vitro igen aktivak a

Neisseria gonorrhoeae-vel és a Haemophilus influenzae-vel szemben is.

2.3.1.3. B-laktamaz gatlok

Onmagukban antimikrobas hatdst nem mutatnak, de gitoljak az antibiotikumokat degrada-
16 bakterialis enzimeket, ezaltal lehetové téve, hogy az antibakterialis szerek valdban ki tudjak
fejteni hatasukat. Az enzimgatlas lehet reverzibilis, mikor a gatlé6 molekula viszonylag gyor-
san, ¢és lehet irreverzibilis, amikor nem, vagy csak nagyon lassan disszocidl az enzimrdl (Bush
& Sykes, 1983).

A reverzibilis inhibitorok két csoportra oszthatok fel. Az egyik csoport a kompetitiv gatlo-
szereké, ezek a vegyiiletek specifikusan az enzim aktiv centrumahoz kapcsolddnak, mert
szerkezetiik analdgiat mutat a szubsztrdt molekuldéval. Gatlo hatdsukat tulajdonképpen a
szubsztrat bekotddésének akadalyozasaval érik el, vagyis csokken az enzim-szubsztrat komp-
lex koncentracidja, de az enzim miikodésének maximalis sebességét nem befolyasoljak. A
szubsztrat és az inhibitor az enzim ugyanazon helyéért vetélkedik, ezért megndvelt szubsztrat
koncentracioval a gétlas visszaszorithato.

A masik csoportba a nem kompetitiv gatloszerek tartoznak, melyek nem az aktiv centrum-
hoz, hanem az enzim mas részéhez képesek kotddni, befolyasoljak az enzim szerkezetét, igy

mukodésének maximalis sebességét is, de nem befolyasoljak a szubsztrat bekotddését, és a

crer
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Az irreverzibilis inhibitorok koz¢ tartoznak az aminosav modositok, melyek az enzim ami-
nosavaival kovalens kotést alakitanak ki, pl. pPCMB-cisztein, €s ide tartoznak az un. 6ngyilkos
inaktivatorok (Bush & Sykes, 1986), melyek az enzim aktiv centrumaba ko6tddnek, majd a ka-
talitikus reakcié eredményeképpen fragmentalodnak, és a fragmentek az enzimen maradnak
kovalensen kotve. Igy hat a pl. a klavulansav és a szulbaktam. Terapias jelentésége is ez utob-
bi csoportnak van, hiszen tartds és valoban érvényre jutd hatdst a reverzibilis gatloszerekkel
nem érhetiink el. Ezeket az anyagokat a terapidban B-laktdmokkal kombindcioban alkalmaz-
zak. Néhany példa ezekre: Augmentin (amoxicillin + klavulansav), Timentin (ticarcillin +
klavulansav), Unasyn (ampicillin + szulbaktdm), Sulperazon (cefoperazon + szulbaktdm),

Sultamicillin (ampicillin + szulbaktam észtere), Tazocin (piperacillin + tazobaktam).

2.3.1.4. B-laktam antibiotikumokkal szemben Kkialakulé rezisztencia altalanos okai

Megvaltozott target:

A B-laktamok targetjeit PBP-knek, penicillin-kotod fehérjéknek nevezziik, melyek szerkeze-
te megvaltozhat ugy, hogy csokken az affinitasuk ezen antibiotikumok irant, igy a mikroorga-
nizmus un. intrinsic rezisztenciara tesz szert.

Permeabilitasi rezisztencia (target elérésének akadalyoztatottsaga):

A Gram-pozitiv baktériumokban altaldban nem jatszik szerepet, mert ott a sejtfalon kiviil
legfeljebb tok lehet, ami nem képez akadalyt a kis molekulasulyu B-laktam atjutasaval szem-
ben, szoges ellentétben a Gram-negativok kiilsé membranjaval, amelyen csak néhany kismé-
retll hidrofil antibiotikum képes atdiffundalni az Gn. porin fehérjék alkotta csatornan keresztiil.

Az antibiotikum eltavolitasa a sejtbdl (efflux):

Sok esetben a human patogén torzsek antibiotikum-rezisztencidja az efflux pumpék génjei-
nek emelkedett szintli expresszidjaval fligg 6ssze. Csaknem az 0sszes antibakteridlis szerre ta-
lalhatunk legaldbb egy efflux pumpat, mely képes azt eltavolitani a sejtbdl. Néhany efflux
pumpa csak az antibiotikumok bizonyos tipusat képes eltavolitani, masok nem rokon szerke-
zetli antibiotikumokon is ki tudjak fejteni hatasukat, igy multidrog rezisztenciat hozva létre.
Az efflux pumpaknak 6t nagy csaladjuk van, ezek: ATP-ko6td kazetta csalad (ATP binding
cassette — ABC — family), f6 facilitator szupercsalad (major facilitator superfamily — MFS),
multidrog és toxikus komponens kil6kd csalad (multidrug and toxic compound extrusion —
MATE — family), rezisztencia nodulacids sejtosztodasi csaldd (resistance nodulation cell
division — RND — family) és a kis multidrog rezisztencia csaldd (small multidrug resistance —

SMR — family). Mig a MATE ¢és SMR efflux pumpa csaladokat tobbnyire a Gram-pozitiv
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baktériumokban figyelhetjiik meg, az RND csaladokba tartozd efflux pumpédkat gyakran
Gram-negativ baktériumokban taldljuk. Az MFS és ABC csaladba tartozé efflux pumpak
mind Gram-pozitiv, mind Gram-negativ baktériumokban eléfordulhatnak (Poole, 2007).

Az antibiotikumot hidrolizalni képes enzimek termelése:

Ezek az enzimek a B-laktamazok, melyek aktiv centruma altaldban szerint tartalmaz. En-
nek a szerinnek a hidroxil-csoportjaval a CO-N kotés kozt felhasitott P-laktdm gytra
penicilloil enzimet képez (Livermore, 1991). A kiilonbség a PBP-khez képest az, hogy az en-
zim gyorsan el is hidrolizdlja az antibiotikumot, és vizfelvétellel regeneralja hidroxil-
csoportjat.

A B-laktamazok képesek lehetnek akar tobb fajta vegyiilet ilyen mddon térténd inaktiva-
laséra, de lehetnek specifikusak is. A baktériumok sokféle B-laktamazt termelnek, de egy torzs
altalaban csak néhanyfélét allit eld: ezeket a Gram-pozitiv baktériumok tobbnyire kivalasztjak
a kornyezetiikbe, bar membrankotott formak is eldéfordulnak, mig a Gram-negativoknal a
periplazmatikus térben talalhatok. A termelddésiik lehet konstitutiv és indukélhato is.

Olyan B-laktamézok is hozzajarulhatnak a rezisztencidhoz, melyek megkdtni képesek az
antibiotikumot, de hidrolizalni csak igen lassan; ez az Un. trapping mechanizmus, mely jelen-
t0sége az adott torzs rezisztencidjaban az ilyen B-laktamézok mennyiségétdl és képzddésének
intenzitasatol fiigg, de amely onmagaban nem okoz nagyobb mértékii rezisztenciat (Vu &
Nikaido, 1985, Livermore, 1987).

A rezisztencia eredete:

1) Természetes eredetii (intrinsic) rezisztencia
Genetikailag determindlt, a speciesen belill minden egyedre egyforman érvényes rezisz-
tencia-féleség, pl.: minden Pseudomonas rezisztens G-penicillinre.
2) Szerzett (extrinsic) rezisztencia
a) kromoszémalis eredetii
Spontan mutaciok altal jon létre, 10°-107'? valoszintiséggel
b) extrakromoszomalis eredetii
1) plazmid altal kédolt: a plazmid egy R-plazmid, mely tartalmazza a rezisztencia
gént, ¢és az atvihetd egyik sejtbdl a masikba
i1) transzpozon altal kédolt: 1-2 gént tartalmaznak, nem autoreplikativak, gyakran in-

tegralodnak plazmidba vagy kromoszomaba.
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2.3.2. A sejtfalat hidrolizal6 enzimek

A Staphylococcus aureus sejtfal enzimatikus emésztésére két enzimet szokas hasznalni, a
lizozimot és a lisostaphynt (2. dbra). A lizozim {6 célpontja a peptidoglikan gerincét alkotd N-
acetil-gliikdzamin és N-acetil-muraminsav kozotti kotés. A két cukorkomponens kozotti kotés
felszakitasaval tonkreteszi a polimert. Azonban a S. aureus képes volt rezisztenciat kifejlesz-
teni ellene, méghozza ugy, hogy az N-acetil-muraminsav 6. szénatomjat acetilalja (Vollmer,
2008).

Nemrég kimutattdk, hogy a rezisztencia kialakulasaban szerepe lehet a tagO génnek is. A
génrdl termelddo fehérje a teikonsav és a sejtfal cukor egységeinek 0sszekotésében vesz részt.
A tagO delécios mutans, mely egyuttal O-acetilacid deficiens is volt, érzékenyebbnek bizo-
nyult a lizozimra, mint a vad torzsek, bar a tagO delécidja vad tipust torzsek esetében nem
vezetett fokozott lizozim-érzékenységhez. Ez azzal magyarazhatd, hogy ezeknél a torzseknél
az N-acetil-muraminsav, ahova a teikonsav kotodne, eleve O-acetilalt lehet a tagO mutansok-
ban (Bera, et al., 2005).

Azt 1s feltételezik, hogy a sejtfali teikonsav polimerek, amelyek hozzavetélegesen minden
kilencedik N-acetil-muraminsav C6-hoz kapcsolodnak, meggatoljak, hogy a lizozim szubtrat-
koto zsebe felismerje a molekulat (Bera, et al., 2007).

A lysostaphinnak harom enzimatikus aktivitdsa is van: glicil-glicin endopeptidaz, endo-p-
N-acetil-gliik6zaminidaz ¢és N-acteil-muramil-L-alanin amiddz. A glicil-glicin endopeptidaz
aktivitds az, ami hatékonnyé és specifikussa teszi az enzimet a S. aureus sejtfalanak bontasa-
ban, ugyanis a glicil-glicin endopeptidaz specifikusan hasitja a glicin-glicin kotéseket, ame-
lyek kifejezetten a S. aureus sejtfalaban taldlhatd interpeptid kereszthidakra jellemzdéek
(Kumar, 2008).

2.4. A Staphylococcus aureus methicillin rezisztenciaja

A CLSI (Clinical Laboratory and Standards Institute kordbban NCCLS - National
Commmittee for Clinical Laboratory Standards) legujabb irdnyelvei szerint oxacillin-
érzékeny (MSSA) ¢és oxacillin-rezisztens (MRSA) torzsekrdl beszélhetiink (a methicillint mar
nem hasznaljdk a klinikumban, de a nevezéktanban még igen), a rezisztens torzsek agar
dilucidéval meghatarozott oxacillin MIC-e nagyobb, mint 6 pg/ml, az érzékeny térzsek MIC-e

ez alatt van (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2011). A methicillin-rezisztencia
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homorezisztens ¢s heterorezisztens formaban is megjelenhet Staphylococcus aureus-ban. Az
elobbi egységesen magas rezisztenciat jelent, vagyis triptikus szo6ja taptalajon tenyésztett sejt-
populédcionak tobb mint 1%-a nd ki 50 pg/ml methicillinnel indukalva, mig az utobbi esetén
ez az arany kevesebb, mint 1%, jellemzéen 1 sejt 10%-107-b81 (Hartman & Tomasz, 1986). A
heterorezisztens sejtek detektalasdhoz a tenyészetet 30-35°C-on kell inkubalni, mivel a
heterorezisztencia nem jelenik meg 37°C-on (Hartman & Tomasz, 1986). A médiumnak 2-4%
NaCl-ot is kell tartalmaznia, a magas sékoncentraci6 ugyanis elényds feltételeket teremt a B3-
laktaméz produkciohoz és kibocsatashoz, amivel a mikroorganizmusok védekezni tudnak a B3-
laktamokkal szemben, amig a rezisztencia ki nem fejlédik (Kim & Chipley, 1974, Hartman &
Tomasz, 1986). Tovabbi kiilonbség, hogy a homorezisztens MRSA populacioé egységes re-
zisztencidju sejtekbdl all, mig a heterorezisztens MRSA-nak van egy rezisztensebb

szubpopulécidja, és a legtobb sejt alacsonyabb alaprezisztencia szinttel rendelkezik.

2.4.1. A rezisztencia fo oka: 0j target szintetizalasa

A penicillin érzékeny staphylococcusok négyféle penicillin-kotd proteint tartalmaznak,
ezek a korabban emlitett PBP1 (87 kDa), PBP2 (80 kDa), PBP3 (72 kDa) és PBP4 (41 kDa)
(Georgopapadakou & Sykes., 1983). Az MRSA torzsekben jelen van egy tovabbi PBP is, a
PBP2a (78 kDa), mely alacsony kotoképességgel rendelkezik a B-laktdm antibiotikumok irant,
igy képes atvenni a tobbi PBP szerepét, mikor azok mar telitédtek. Kimutattadk, hogy a
PBP2a-nak 2-10-szer magasabb penicillin koncentracidra van sziiksége a telitddéshez, mint a
PBP2-nek, és 20-szor magasabbra, mint a PBP1-nek (Brakstad & Maeland, 1997). A rezisz-
tencia tovabbi noveléséhez hozzajarul az is, hogy a methicillin indukélja ezen PBP-k termeld-
dését, ennek ellenére semmilyen 0sszefiiggés sem mutathato ki a termelt PBP2a mennyisége
¢s a methicillinre kapott MIC értéke kozott. A PBP2a szekvencidja egyedinek tekinthetd, el-
lene monoklondlis antitestet lehet termeltetni: ez felhasznalhatdo az MRSA torzsek identifika-
lasakor (Brakstad & Maeland, 1997).

Tovabbi érdekesség, hogy a PBP2a nem jelenik meg 5,2-es pH-n, ami érthet6vé teszi, hogy
az ilyen pH-n tenyésztett kultirdk miért csak érzékeny torzseket tartalmaznak (Hartman &
Tomasz, 1986).

A PBP2a-t a kromoszomalis mecA kodolja, ez a gén az MRSA tdrzsekben taldlhaté meg
(Brakstad & Maeland, 1997). Alapveté homologia figyelheté meg a mecA és az Escherichia

coli PBP kodold génjei kozott, de a staphylococcalis BlaZ penicillinazt kédolé génnel is
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nagyfoka hasonldsagot mutat. Erre alapozva feltételezik, hogy a mecA B-laktamaz kodolo gé-
nek és normal PBP-k génjeinek rekombinacidja folytan keletkezett.

Maga a gén az SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec) kromoszomalis teriile-
ten helyezkedik el (Ito, et al., 2003). Ez egy 21-64 kb nagysagi mobilis kromoszomalis régio.
Itt talalhatok a mecA expresszidjat szabalyozd gének is, valamint a tovabbi rezisztencia de-
terminansok, amelyek a multirezisztencia elérését eredményezik (Deurenberg & Stobberingh,
2008).

A mecA transzkripcidjanak szabalyozasaért a mec région beliili mecl, mely egy represszor
proteint kédol, és mecRI, egy transzmembran proteint kdédold szabalyozo elem a felelds. A
szabalyozas hasonldé mechanizmussal torténik, mint az aldbb jellemzett BlaZ B-laktamaz
expressziojanak szabalyozasa, és a két szabalyozorendszer keresztszabalyozast mutat.

A PBP2 szintén fontos szerepet jatszik a methicillin-rezisztencidban. Transzglikozilaz ak-
tivitasa sziikséges a PBP2a mikddéséhez, hogy a rezisztencia megjelenjen (Pinho, et al.,
2001). Nem rezisztens sejtekben a B-laktam antibiotikum acilezi a PBP2-t, és ez vagy a ter-
mészetes szubsztrat megvondsa a fehérje szeptumbdl a sejtfelszinre valo athelyezddését okoz-
za. Ezzel szemben MRSA torzsekben a PBP2 a szeptumban marad, mutatva, hogy a PBP2a
igényli a jelenlétét (Berger-Béchi, et al., 2009).

A PBP4 nem esszencidlis transzpeptiddz, egylittmiikodik a PBP2-vel és a PBP2a-val. Bi-
zonyos torzsekben elvesztése a rezisztencia kisfoku csokkenését eredményezi csak, de a CA-
MRSA torzsekben a pbp4 (pbpD) elvesztése nagymértékben csokkenti a methicillin rezisz-
tenciat (Berger-Bachi, et al., 2009).

2.4.2. Kiegészit6é gének a methicillin rezisztenciaban

Ezek a fem (factors enhancing methicillin resistance) és az aux (auxiliary — kiegészitd) gé-
nek, melyek a methicillin rezisztencia kifejlodését eldsegitik, €s a kromoszoman, a mec région
kiviil helyezkednek el. Tobbségiiket Tn551 transzpozonnal végzett mutagenizalas soran de-
tektaltak. A f6 fem gén termékei a peptidoglikan monomerek szintézisé¢hez sziikségesek. A
FemA ¢és FemB alapvetdek a peptidoglikan transzpeptidacidjahoz, egyikiik inaktivalasa lé-
nyegesen csokkent methicillin rezisztenciahoz vezet, mig a femAB mutansok teljesen érzé-
kennyé valnak. A femC nem mas, mint a glutamin szintetaz operon (gInRA) represszora

crer

rogén metabolizmusban. A represszor mutacidja miatt végso soron lecsokken a glutamin szint
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a sejtben, ami egyebek kozt az D-Glu csokkent amidalasdhoz és igy csokkent izoglutamin (D-
1GIn) kialakulasahoz vezet, ezek a peptidek pedig kevésbé vesznek részt keresztkotésben, €s a
torzsek methicillin-rezisztencidja jelentdsen csokken. Az ilyen torzsekben megjelennek ala-
csony gyakorisagban olyan szubklonok, melyekben egy kompenzatérikus mutacié visszaallit-
ja a methicillin-rezisztenciat. A femD (vagy femR) a foszfogliikoz-mutaz génje (gImM), ami a
gliikoz-6-foszfatot alakitja at gliikdz-1-foszfattd, ¢és valdsziniileg csokkent mértéki
peptidoglikan-prekurzor kialakuldsdhoz vezet. Normal koriilmények kozott kis szazalékban
tapasztalhatd alanin kapcsolddasa az L-lizin e-amino-csoportjahoz glicin helyett, ezeknek a
modosulasoknak az aranya csokkent a femD mutansokban. Ezek a mutansok nemcsak csok-
kent methicillin, hanem csokkent teicoplanin rezisztencidjuak is. A femE mutansok
methicillin-rezisztencidja enyhén csokkent, de a sejtfalban eltérések nem tapasztalhatoak.
Osszességében az inaktivalt fem gének esetén keletkezett, strukturalisan kiilonbozo
peptidoglikan prekurzorok nem fognak a PBP2a-hoz kapcsolodni, ezért tobb methicillin koto-
hely all rendelkezésre, és a methicillin-rezisztencia csokken.

Egyéb gének is szerepet jatszhatnak a methicillin-rezisztencia tamogatasaban. Az fmtA
terméke egy membrankotott fehérje, mely két konzervalt doménnel is rendelkezik a penicil-
lin-k6t6 fehérjék harom ilyen jellegii doménjébdl. Atirasa megemelkedik B-laktam antibioti-
kumok jelenlétében, gyenge interakciot mutat B-laktam antibiotikumokkal ¢és
peptidoglikannal. Mutécidja csokkent D-izoglutamin képzOddéshez és csokkent keresztkotés
aranyhoz vezet (Komatsuzawa, et al., 1999). Teikonsavak sem szintetizalodnak, és az ilyen
mutaciét hordozdé torzsek nem képeznek biofilmet. Mutécidja csokkent methicillin-
rezisztenciat okoz, és gyorsabb lizist Triton X-100 hatasara (Berger-Bichi, et al., 2009). Ugy
tlnik, a gén egy N-formiltranszferazt kodol (Margolis, et al., 2000), mely az eubaktériumok
iniciator tRNS-ének formilalasdhoz sziikséges.

Ha a sejtek magas sokoncentracid jelenlétében ndnek, a teikolsavakhoz nem kacsolodnak
D-alanin észterek, ami a sejt megndvekedett anionos toltését eredményezi és az autolitikus ak-
tivitas gatlasat. Az autolitikus aktivitds poszttranszlacidos modulalasaban fontos szerepe van a
teikolsavaknak, mely hatdssal van a methicillin-rezisztencidra is. A teikolsavak D-alanin
észterifikalasaért felelds dtl operon (az operonon belill a dtIB) inaktivalasa novelte a
methicillin-rezisztenciat. Ha overexpresszaltattdk a GraR-t, mely az operon pozitiv regulatora,
a sejtek oxacillin-rezisztencidja csokkent (Berger-Béchi, et al., 2009).

Az llm (szinonima: tagO) egy undekaprenil-foszfat-o-N-acetil-gliikozaminil-1-foszfat

transzferdz, mutacidja az autolizist érinti (néhany mutansban noveli, masokban csdkkenti), de
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a novekedés ¢és a methicillin-rezisztencia mindig csokkent, a Triton X-100 okozta lizist pedig
fokozza, és a sejtfalban nincsenek teikolsavak (Berger-Béchi, et al., 2009).

Az alapfeltételezés az volt, hogy az autolizis mértéke is csokkent a methicillin-rezisztens
torzsekben, de van olyan torzs, ahol éppen novekedést tapasztaltak. Az els6 esetre példa az N-
acetil-muraminsav-L-alanin amidazokkal homologiat mutatd lytH, mely mutacidja jelentdsen
megnoveli a methicillin-rezisztenciat a torzsekben, de az atl mutacidja kismértékii csokkenést
okoz (Berger-Bachi, et al., 2009).

Néhany kétkomponensii szabalyozoérendszer szintén hatdssal van a methicillin rezisztencia-

ra illetve a B-laktam toleranciara az altaluk reguléltan kifejezodd fehérjék mikddésén keresz-
til. Az egyik ilyen rendszer a LytSR, mely az IrgA-lrgB kifejez6dését kontrolalja. Az LrgA és
az LrgB antiholinok, csokkentik az extracellularis murein hidrolaz aktivitast. A holin a Cid
fehérje, melyet a CIdABC operon kodol. A holinok olyan fehérjék, melyek porust képeznek a
membranban, ¢és lehetévé teszik molekuldk kijutdsat a sejtbdl, ebben az esetben a murein
hidroldzokét. Az antiholin Lrg ¢és a holin Cid kontroldlja a murein hidrolazokat és valoszinii-
leg a kornyezeti stimulusok altal kivaltott sejthalal Gtvonal elemei. Ha a sejt CidA mutans volt,
akkor a penicillin sejthalalt kivaltd hatasa sokkal kevésbé érvényesiilt, mig az Irg inaktivalasa
fokozott murein hidrolaz aktivitast eredményezett (Berger-Béchi, et al., 2009).
a sejtfal stressz stimulont. A VraSR rendszer koordindlja a murein monomer prekurzorok
szintézisét a MurZ és a peptidoglikan polimerizaciojat a PBP2 és SgtB kifejezddésének szaba-
lyozasaval. Ha inaktivaljuk a VraSR rendszert, akkor megné a sejtek érzékenysége a sejtfal-
szintézist gatld antibiotikumokkal szemben (foszfomicin, B-laktdm, glikopeptid), valdsziniileg
az el6bb felsorolt fehérjék kiesése miatt. A rendszer egyéb gének (fmtA, vraDE, tcaRAB) kife-
jezddését is szabalyozza, melyek kiesése a B-laktdm rezisztencia csokkenését eredményezi (a
tcaRAB esetén ez egyiitt jar a teikoplanin rezisztencia egyidejii ndvekedésével) (Berger-Bichi,
etal., 2009).

A sigB inaktivalasa szintén csokkenti a methicillin-rezisztenciat. A SigB az altalanos
stressz valaszért felelds alternativ szigma faktor, de altalanos sejtfolyamatokért is felelds, te-
hat elég széles az 4ltala regulalt gének és rendszerek skaldja. Hatdsa a methicillin-
rezisztenciara valészintileg indirekt modon, az YabJ-SpoVG reguléacios rendszeren keresztiil
érvényesiil (Berger-Béchi, et al., 2009, Schulthess, et al., 2009).

Mind az agr és sarA operon inaktivalasa csokkentette a heterorezisztens MRSA torzsek

képességét, hogy nagyobb mértékil rezisztencidt mutatd variansokat hozzanak létre. A PBP2a
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mennyisége nem valtozik ilyenkor, de a PBP1 és a PBP3 mennyisége csokkent (Berger-
Béchi, et al., 2009).

Mivel a glutaminsav ¢€s a lizin a murein monomer prekurzor eszencialis alkotoi, ezért az
utvonal génjeinek inaktivalasa szintén a sejtfal stabilitdsanak és az antibiotikum rezisztencia-
nak a csokkenését eredményezi (Berger-Béchi, et al., 2009).

A methicillin-rezisztencia kapcsolt a gliikoz metabolizmussal is, ugyanis a CcpA (carbon
catabolite protein A) génjének inaktivalasakor kideriilt, hogy nem csak a gliik6z elsddleges
szénforrasként valdé hasznositasara van hatassal, hanem virulencia faktorok termeldodésére,
biofilm kialakitasara és antibiotikumokkal szembeni rezisztenciara is (Berger-Béchi, et al.,

2009).

2.4.3. A Staphylococcus aureus -laktamazai

A B-laktamazok valdsziniileg PBP-kbdl alakultak ki (Fuda, et al., 2005). A Staphylococcus
aureus B-laktamazok szerologiailag négy csoportba (A, B, C, D) sorolhatok. A kiilonb6z6
csoportokba tartozé enzimek szubsztrathidrolizis-profilja is eltér6. A meghatarozast teljes sej-
ten vagy B-laktamaz extraktummal végzik el kiilonb6z6, foként cephalosporin szubsztratokat
hasznalva. 100 uM nitrocefin, cephaloridin és cefazolin, esetleg 500 uM G-penicillin hidroli-
zisét kovetik spektrofotométerrel, és megallapitjak az enzimaktivitdst uM antibiotikum/ perc/
standard sejttomeg vagy mg fehérjemennyiség egységben megadva. Két-két antibiotikum
egymashoz viszonyitott bontasanak aranyat (cefazolin/cephaloridin, nitrocefin/cephaloridin,
nitrocefin/cefazolin, esetleg G-penicillin/cephaloridin) szamitjak ki, és ismert B-laktamaz ti-
pusu torzs B-laktamazanak hidrolizis-profiljahoz hasonlitjak (Kernodle, et al., 1990, Zygmunt,
etal., 1992) (3. abra).

Az A, C és D tipusu B-laktamazok génje altalaban plazmidon taladlhato, mig a B tipusuaké
kromoszémalis lokaliz4cioji. Szekvencidjuk nagyon hasonld, par aminosavnyi eltérés van
atalakithatok egymasba, vagyis példaul ha egy A tipusu enzim 216-0s aszparaginjat szerinre
cser¢ljiik, az enzim kinetikai paraméterei megkiilonboztethetetlenek lesznek a C tipusu enzi-
métol, és a 128-as treonin alaninra valo cseréjével az A tipusu enzim atalakithaté D tipusuva.
Természetesen mindkét esetnek a forditottja is igaz, vagyis C és D tipusti enzimbdl is készit-

hetiink ezen aminosavak cseréjével A tipusut (Voladri, et al., 1996).
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3. abra: B-laktamazok osztilyozasa szubsztrathidrolizis-profiljuk alapjan (Kernodle, et

al., 1990).

A B-laktamazok termelése kétkomponensii rendszer segitségével szabalyozodik. A torzsek
tobbsége indukcid nélkiil is termel B-laktamazt, de indukcid hatasara a termelt mennyiség
sokszorosara néhet. A regulacioért a 14 kDa-os Blal (represszor) és a 69 kDa-os BlaR1
(transzmembran szignal transzducer) felel. A blaR1 és a blal azonos promoterrdl irodik at, a
blaZ-nek sajat promotere van, az operator régio kozos, a két ellentétes iranyu promoter kozott
helyezkedik el. Az ellentétes iranyba atirodo blaR1 és blaZ kozott talalhato két diadikus (két-
elemi szimmetriat mutato) operator régiohoz (R1 diad, -27 — -10 régio, Z diad -4 — +21 régid
a blaZ-hez viszonyitva, mely +102-nél kezd6odik) egy-egy represszor dimer kapcsolddik nem
kooperativ modon, meggatolva a blaZ és a blaR1 atirasat. B-laktamok kotédése a BlaR1
extracellularis szenzor doménjéhez autokatalitikus hasitashoz vezet, aktivalva a
citoplazmatikus cink metalloprotedz domént. Az igy aktivalt BlaR1 ezutan direkt vagy indi-
rekt modon, egy eddig ismeretlen kofaktor (BlaR2) segitségével hasitja a Blal represszort,
ami nem tud tobbé kotddni az operatorokhoz, lehetdvé téve igy az operon atirasat (4. abra)
(Thumanu, et al., 2006).

A mecA hasonléan regulalodik, csak ott Mecl és MecR1 a neve a represszornak és a
transzmembran szenzornak (4. abra). Két-két Mecl szintén dimerként kotodik két kettds szim-

metriat mutatd operator régidohoz a mecA elatt.
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A blaZ és mecA szabalyozasa keresztreakciot mutat, vagyis represszoraik, a Blal és Mecl a
masik operont is képesek gatolni, ugyanahhoz a régidhoz kotddve, ellenben a transzmembran
szenzorok csak a sajat operonjukra hatnak (McKinney, et al., 2001). A mecA indukcioja sok-
kal lassabb, percek helyett 6rakat vesz igénybe, ami akar a sejt pusztuldsat is okozhatja. Valo-
szinlileg ezt elkeriilendd sokszor a szabalyozasi rendszer nem is miikodik az MRSA torzsek-

ben.

2.4.4. A borderline methicillin- vagy oxacillin-rezisztencia

A borderline oxacillin-rezisztens torzsek rezisztensek penicillin G-re (penicillin G MIC >
64 ng/ml), az oxacillin MIC értékiik pedig a 2001 eldtt izolalt térzsekre 1 €és 2, a 2001 utan
izolalt torzsekre 2 és 4 pug/ml kozé esik. Ujabban a mind rezisztensebb torzsek megjelenésével
a CLSI nem is kiiloniti el ezt a csoportot, és az érzékeny és rezisztens torzsek kozotti valasz-
tovonalat képezé MIC érték is egyre emelkedik (Clinical and Laboratory Standards Institute,
2011).

A borderline methicillin- vagy oxacillin-rezisztens torzsek nagyobb foku rezisztencidjanak
tobb oka is lehet (Brown, 2001):

1. nagy mennyiségli penicillindz termelése: a torzs nagy mennyiségben termeli a BlaZ fehér-
jét
2. modosult PBP-k termelése: valamelyik, barmely Staphylococcus aureus térzsben meglévo

PBP mutacioval alacsonyabb antibiotikum-kétoképességiivé valik, pl. PBP2. Altalaban
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mind a PBP1 és PBP2 mddosul, és a torzs megndvekedett mértékben termeli a PBP4 fehér-
jét (Berger-Béchi, et al., 2009). Ilyen torzsek eldallithatok érzékeny torzsekbdl is, egyre
novekvd antibiotikum koncentracidval torténd szelektalassal, de antibiotikum hidnyaban
konnyen elveszitik ezt a képességet, mivel a megndvekedett antibiotikum-rezisztencia las-
sabb novekedéssel jar egyiitt, és ezek a lassan novekvo sejtek kiszelektaldédnak antibioti-
kum hianyéban.

3. mecA hordozéasa: ezeknél a torzseknél az expresszid nagyon heterogén, a sejtpopulécio
igen kis részében fejezddik ki nagyobb foku rezisztencia. Ezeknél a torzseknél auxiliary
gének tinnek feleldsnek a fenotipus kialakuldsaért (Resende & Figueiredo, 1997). Sok
szerz$ ezeket a torzseket nem is tekinti borderline methicillin-rezisztensnek a PBP2a ter-
melése miatt.

Az emelkedett MIC-ért legtobbszor nagy mennyiségli B-laktamaz termelése a felelds, de az
oxacillin MIC emelkedéséhez nem elég a B-laktamaz génjét bejuttatni egy érzékeny torzsbe,
¢s ott taltermeltetni azt (Barg, et al., 1991). A blaZ-t hordoz6 17,2 kD pBW15 plazmid transz-
formaléasaval csak a 94/96 (V.) fagcsoportba tartozo torzsek tehetdék borderline oxacillin re-
zisztenssé. Ha a plazmidot elveszti a torzs, akkor érzékennyé valik a penicillindz-rezisztens
penicillinekre (PRP-kre), vagyis a plazmidon jelen kell lennie a megndvekedett rezisztenciaért
felelds faktor génjének (Barg, et al., 1991).

A 5. abra: B-laktamaz aktivitas detektalasa ot
S. aureus torzs membranjaban SDS-PAGE-t
koveté renaturalassal és az enzimaktivitas

= detektalasaval a kromogenikus
cefalosporinok nitrocefin (A) és PADAC (B)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 szubsztratként valé alkalmazasaval. Savok:

1, 3, 5, 7, 9, a90, a3, a28, a40, a56, nem

indukalt; 2, 4, 6, 8, 10, ugyanezek a torzsek
‘«31tkDa 0,5 pg/ml methicillin jelenlétében tenyésztve

(Massidda, et al., 1996).

1 2 3 4 5 6 7 8 8 10

Egy olasz kutatdcsoport kimutatta, hogy methicillin indukci6é hatasara az altaluk vizsgalt
torzsek membranjadban a BlaZ mellett (32 kDa) megjelent egy kisebb, 31 kDa molekulatome-
gl enzim (Massidda, et al., 1992, Massidda, et al., 1996). Ez a nitrocefin és a penicillin mel-

lett hidrolizalta a methicillint, oxacillint és a PADAC-ot is (a nitrocefin és a PADAC is szines
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cefalosporin szdrmazék, mely kivalod B-laktamdz jelenlétének kimutatdsira, mivel ha a B-
laktamaz hidrolizalja, akkor megvaltozik a szine sargardl pirosra, illetve sotétlilarol sargara).
Ugy gondoltak, hogy ez valésziniileg egy 1ij, a BORSA torzsekre specifikus methicillinaz en-
zim (5. ébra).

Ezt a feltevésiiket megerésitette, hogy a blaZ-t hordozé plazmidot transzformalva
Escherichia coli-ba, a transzformalt torzs altal termelt B-laktamaz nem hidrolizalta a PRP-ket,
vagyis vagy amiatt, hogy csakligy, mint a nem V. fagcsoportba tartozé Staphylococcus aureus
torzsek esetében, az E. coli esetében is genetikai hattere kiilonbozésége miatt nem fejezddik
ki a borderline methicillin-rezisztenciat kialakitoé faktor, vagy ez a faktor mégsem a blaz-t
hordozo6 plazmidon talalhato (Massidda, et al., 1994). Azt feltételezték, hogy ez az Gij enzim a
1996). A mi célunk pedig éppen ez volt, hogy azonositsuk, milyen B-laktamaz aktivitdsi mo-

lekulakkal is rendelkeznek a borderline methicillin-rezisztens torzsek.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Vizsgalt baktérium torzsek

3.1.1. Human eredeti torzsek

A torzsek a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC)
Farmakologiai ¢és Farmakoterdpiai Intézet (kordbban Gyogyszertani Intézet) humén
beteganyagbdl szarmazd torzsgyljteményébe tartozd torzsek ¢€s referencia torzsek (3.
tablazat). A referencia torzsek Dr. Douglas S. Kernodle-t6l (Vanderbilt University, Nashville,
Tennessee, USA) szarmaznak. Az 56, human mintabol izolalt torzset (52 Staphylococcus
aureus, 4 Staphylococcus epidermidis) a DE OEC Microbiologiai Intézet azonositotta és
bocsatotta a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet rendelkezésére. Két torzs (a36 €s a53)
az Institute of Microbiology, University of Ancona Medical Scool, Italy gyiijteményébdl
szarmazik, szintén klinikai izolatumok, melyeket Dr. Orietta Massidda kozbenjarasara Dr.
Marina Mingoia-tdl kaptunk.

Korabbi kisérletek soran az Osszes torzs penicillin, methicillin és oxacillin MIC értékét
meghatdroztuk  Onélloan és szulbaktdimmal illetve klavulansavval kombinacidoban
makrodilicios technikaval (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000). Ez
alapjan ot torzsrdl allapitottuk meg, hogy BORSA torzs, a 4. tdblazatban ezeknek az oxacillin
MIC-eit tlintettem fel (és a két Olaszorszagbodl kapott torzsét).

Tovabbi klinikai izolatumokat kaptunk Dr. Rozgonyi Ferenctdl (Semmelweis Egyetem,
Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest), két Staphylococcus aureus és négy Staphylococcus
epidermidis torzset. A torzseket az alabbi modszerek segitségével jellemezték:

1) Oxacilllin érzékenység meghatarozas korongdiffiizios teszttel (1 pg oxacillin). Az
érzékeny torzsek esetén a kioltasi zona >13 mm, intermedier (dtmeneti) rezisztenciaju
torzseknél 11-12 mm, mig a rezisztens torzsek esetében <10 mm.

2) A mecA kimutatasa PCR-ral tortént (Hedin & Lofdahl, 1993, Bignardi, et al., 1996).
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3. Tablazat: A kisérletbe bevont klinikai izolatumok és referencia torzsek.

dités Staphylococcus epidermidis-t jelol.

Az S. e. rovi-

torzs szarmazas torzs szarmazas torzs szarmazas
NCTC 9789 | referencia S.e. 2292 klinikai S.e. 1665 klinikai
ST 79741 referencia S.e. 2209 klinikai 760 klinikai
(97741)

22260 referencia 279 CNS klinikai 168 klinikai
DK 3177 (SR | referencia S.e. 2419 klinikai 13820 klinikai
177)

PC1 referencia 2339 klinikai 13851/2 klinikai
VU9%4 referencia 1931/2 klinikai 13975 klinikai
RNO9 referencia 1744/2 klinikai 14007 klinikai
FAR 10 referencia 9784 klinikai 14036 klinikai
FAR 8 referencia 9800 klinikai 14045 klinikai
a36 klinikai 9847 klinikai 14055 klinikai
a53 klinikai 9989 klinikai 14081 klinikai
822 klinikai 10129 klinikai 14086 klinikai
3621 klinikai 10182/3 klinikai 14090/2 klinikai
14498 klinikai 10236 klinikai 14093/3 klinikai
14054 klinikai 10243 klinikai 14136 klinikai
14057/1 klinikai 10278/1 klinikai 14287/1 klinikai
9584 klinikai 10375 klinikai 14287/2 klinikai
9624 klinikai 10506 klinikai 14460/1 klinikai
9720 klinikai 10530 klinikai 14510 klinikai
9722 klinikai 10590 klinikai 110003 klinikai
176 klinikai 222 klinikai 2294 klinikai

4. Tablazat: A borderline methicillin-rezisztensként besorolt klinikai izolatumok MIC

értékei oxacillinre és oxacillinre -laktamaz gatlokkal kombinacioban meghatarozva.

torzs oxacillin MIC oxacillin + klavulansav oxacillin + szulbaktam
(ng/ml) MIC (pg/ml) MIC (pg/ml)

VU94 2 0,5 0,5

822 2 2 <0,25

9800 1 0,5 <0,25

9989 1 1 0,5

14287/1 2 1 0,5

a36 1 <0,25 <0,25

a53 2 <0,25 <0,25
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5. Tablazat: Emberi beteganyagbhdl szarmazo torzsek Dr. Rozgonyi Ferenc gyiijtemé-

nyébol. Az S. e. rovidités Staphylococcus epidermidis-t jelol.

torzs szarmazas kioltasi gyiirli & (mm) (1 pg oxacillin) | mecA
9194 klinikai 12 -
31171 klinikai 11 -
S. e. 19460 klinikai 11 -
S. e. 20377 klinikai 10 -
S.e. 18989 klinikai 11 -
S. e. 18402 klinikai 11 -

3.1.2. Allati eredetii torzsek

Az éllati  fertdzésekbol illetve élelmiszerbdl izolalt torzseket az  Orszagos
Allategészségiigyi IntézettSl (OAI, Budapest) kaptuk (Kaszanyitzky, et al., 2002). 1921 torzs
koziil valasztottak ki azt a 28-at, melyek mecA negativak voltak és korongdiffuzioval és E-
teszttel vizsgalva kevésbé voltak érzékenyek penicillinre és/vagy oxacillinre (6. tablazat). A
torzsek jellemzését izolalasuk és Staphylococcus aureus-ként vald besorolasuk utdn a
kovetkez6 modszerekkel végezték el az Orszagos Allategészségiigyi Intézet munkatérsai:

3) A torzsek antibiotikum-érzékenységének meghatarozasat korongdiffiizids teszttel
végezték a CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, kordbban NCCLS =
National Committee on Clinical Laboratory Standards) iranyelvei szerint:

a) Penicillinre torténd érzékenység meghatarozaskor a korong 10 U penicillint
tartalmazott (1 U megfelel 0,6 ug penicillin G penicillin-aktivitasanak). Rezisztens
torzsek esetén a kioltasi zona <28 mm, érzékeny térzsek esetén >29 mm.

b) Oxacillinre torténd érzékenység meghatdrozaskor a korong 1 pg/ml oxacillint
tartalmazott. Az érzékeny torzsek esetén a kioltasi zona >13 mm, intermedier
(atmeneti) rezisztenciaji torzseknél 11-12 mm, mig a rezisztens térzsek esetében
<10 mm.

4) E-teszt: a tesztcsik egy antibiotikum (itt: oxacillin) felezOhigitdsos 1éptékii
koncentracio-sorozatat tartalmazza. Ahol a gatlasi zona eléri a tesztcsikot, az az érték
adja meg az adott torzs oxacillin MIC-ét.

5) A mecA kimutatasa PCR-ral tortént (Jaffe, et al., 2000).
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6. Tablizat: Az altalam vizsgalt 28 torzs az Orszagos Allategészségiigyi Intézet altal

meghatarozott jellemzoi.

torzsek forras kioltasi gylirQi | kioltasi gyliri | oxacillin MIC | mecA
& (mm) (10 U | & (mm) (1 pg | E-teszitel
penicillin) oxacillin) (ng/ml)
13218/216 | tehén tégygyulladas | 12 11 1,5 -
13218/255 | tehén tégygyulladas | 13 10 1,5 -
16391/4091 | tehéntej 16 13 0,38 -
16391/4094 | tehéntej 23 13 0,5 -
16391/4241 | tehéntej 25 13 0,25 -
15884/156 | tehén tégygyulladas | 28 9 4/ 0,5 -
15884/197 | tehén tégygyulladas | 30 15 3/0,5 -
15884/206 | tehén tégygyulladas | 23 13 1,5/ 0,38 -
17052/11 tehén tégygyulladéds | 11 10 3 -
17052/81 tehén tégygyulladas | 14 14 1 -
17766/78 tehén tégygyulladéds | 15 12 1 -
17766/87 tehén tOgygyulladas | 15 11 1,5 -
19599/3A | tehén tégygyulladas | 11 9 1,5 -
19599/3B | tehén tégygyulladas | 11 9 1,5 -
2461/1457 | sertés kolbasz 9 13 0,5 -
2986/416 sertés kolbasz 0 14 0,5 -
14452/2199 | sertés kolbasz 13 15 0,25 -
16391/3811 | sertés kolbasz 15 15 0,25 -
7789/2 tehén togygyulladas | 15 6/7 4/3 -
7789/39 tehén togygyulladas | 18 6/8 6/3 -
7789/47 tehén togygyulladas | 16 10 2 -
7789/57 tehén tOgygyulladas | 16 10/12 1,5 -
7789/84 tehén tégygyulladés | 17 8 2 -
7789/98 tehén togygyulladas | 15 7 3 -
7789/109 tehén tOgygyulladas | 17 8 3/2 -
7789/110 tehén tégygyulladas | 15 9/12 2/1,5 -
7789/132 tehén tégygyulladas | 18 11/11 2/1,5 -
7789/138 tehén togygyulladas | 18 12 3 -

A sajat vizsgalatainkat négy szarvasmarha tégygyulladasbol izolalt Staphylococcus aureus
torzson végeztiik, amelyeket makrodilticiés MIC meghatéarozas segitségével a kapott 28 torzs

kozil valasztottunk ki.

3.2. Makrodilucios MIC meghatarozas

A makrodilucios MIC meghatarozast a CLSI irdnyelvei szerint végeztiik (National
Committee for Clinical Laboratory Standards, 2000). Mivel munkank Orietta Massidda és

munkatarsai kisérleteinek a folytatasa, ezért a térzsek borderline methicillin-rezisztensként
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vald besorolasakor az O kisérleteik soran alkalmazott kritériumrendszert alkalmaztuk
(oxacillin MIC 1-2 pg/ml, mely B-laktamaz gatlé hatasara 1 pg/ml ald csokken).

A torzseket 2% NaCl-dal kiegészitett Mueller-Hinton (MH) tapfolyadékban (Oxoid,
Basingstoke) tenyésztettiik 35 °C-on, egy ¢jszakéan at. (A Mueller-Hinton tapfolyadék 5 g/l
huskivonatot, 17,5 g/l kazeint és 2 g/l gliikozt tartalmaz, pH 7.4.) A tenyészetet 10° CFU/ml
stiriiséglire higitottuk, ebbdl a baktérium-szuszpenziobol mértiink 200 pl-t minden csdbe (a
végtérfogat 2 ml 1évén ez 10° CFU/ml kezdeti sejtsiiriiséget jelent). Az egyes
antibiotikumokra a MIC értéket 128 pg/ml-t6l 0,25 pg/ml-ig vizsgaltuk felez6higitasos
sorban, kombinacidés meghatarozaskor kiegészitve 5 pg/ml klavulansavval illetve 20 pg/ml
szulbaktammal. Az antibiotikumok higitasat és a meghatarozast is 2% NaCl-dal kiegészitett
MH tapfolyadékban végeztiik. Amelyik csében mér nem tapasztaltunk novekedést 24 illetve
48 oOra utan, azt tekintettiik a torzs MIC-ének az adott antibiotikumra illetve antibiotikum
kombindciora vonatkozoan.

A tenyészet stiriségének beallitasakor a CLSI kritériumainak megfeleléen 0,5 McFarland
oldat opalossdgahoz viszonyitottuk a tenyészetet. A 0,5 McFarland oldat 0,5 rész 1% (0,048
M) BaCl, oldata 99,5 rész 1% (0,18 M) kénsavban, opalossaga megfelel 1,5><108 CFU/ml

sejtstiriségnek.

3.3. PBP2a termelés kimutatasa

A human torzsgyijtemény esetében kozvetleniil a PBP2a termelését mutattuk ki latex
agglutinaciods teszttel (PBP2a latex agglutanation test, Oxoid, Basingstoke, UK), majd néhany
torzs esetében a mecA jelenlétét illetve hidnyat PCR-rel is megerdsitettiik (Dr. Ghidan
Agoston segitségével).

A PBP2a kimutatasahoz PBP2a elleni monoklonalis antitesttel szenzitizalt teszt latexet, a
fals pozitiv eredmények kizarasdhoz az el6bbi antitesttel azonos IgG alosztalyba tartozo, de a
S. aureus fehérjéivel reakcidt nem addé monoklondlis antitesttel szenzitizalt kontroll latexet
alkalmaz a kit.

A meghatarozas kivitelezése a gyartd leirdsa alapjan tortént. A torzseket 4 ml MH
tapfolyadékba oltottuk le eldszor, és 36°C-on 24 oOraig tenyésztettiik. A tenyészetbdl szintén
MH tapfolyadékban 1 McFarland opalossigl baktérium szuszpenziot készitettiink (3x10°
CFU/ml sejtstiriségnek felel meg), majd 200 ul-t 2% NaCl-ot tartalmaz6 MH agarra
sz¢lesztettiilk (MH tapfolyadék kiegészitve 17 g/l agarral), €s a taptalaj kozepére felhelyeztiink
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egy 1 pg oxacillint tartalmaz6 korongot (Oxoid, Basingstoke, UK). A torzseket 37 °C-on
novesztettiik 24 6raig, majd egy-egy 1,5 ml-es Eppendorf-csében egy-egy 5 ul-es kacsnyi (kb.
1,5x10° CFU/ml), az oxacillin koronghoz legkozelebb es6 teriiletrdl lekapart sejtet
Osszekevertliink 4 csepp Extraction Reagent 1-gyel. A mintédkat 3 percig forraltuk, majd
lehiitottiik szobahOmérsékletlire, hozzaadtunk 1 csepp Extraction Reagent 2-t, és alapos
Osszekeverés utan centrifugaltuk 1500xg-vel. A teszthez a feliiluszot hasznaltuk. 50-50 pl
feliiluszot kicsoppentettiink a kithez mellékelt s6tét hatteret biztositd lapocskak korrel jelolt
részére, €s az egyik mintdhoz 1 csepp Test Latex-et, a masikhoz 1 csepp Control Latex-et
csOppentettiink. Harom perc varakozas utan a kicsapzddas illetve az 0sszecsapzodas hianya
alapjan megallapitottuk, hogy termel-e az adott térzs PBP2a-t. Akkor értékeltiik pozitivként
az eredményt, ha 6sszecsapzddast csak a Test Latex-szel sszekevert mintdban tapasztaltunk,
de a Control Latex-szel 0sszekevert mintdban nem, negativként pedig akkor, ha sehol sem
tapasztaltunk kicsapodast. A moddszer ellendrzésére kontroll torzsekkel is elvégeztiik a
kimutatast, vagyis olyan torzsekkel, melyekrdél biztosan tudtuk, hogy PBP2a-t termelnek,
vagy éppen nem termelnek. Az alkalmazott negativ kontroll térzs az ATCC 25923 volt,
pozitiv kontrollként az 1931/2 torzset alkalmaztuk.

Az 1 McFarland oldat Osszetétele: 1 rész 1% (0,048 M) BaCl, és 99 rész 1% (0,18 M)
H,SO0,.

A torzsekben a mecA jelenlétének kimutatasa PCR-ral tortént (Dr. Ghidan Agoston,
Semmelweis Egyetem, Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Budapest) (Hedin & Lofdahl, 1993,
Bignardi, et al., 1996). Az alkalmazott primer parok:

5'- CTCAGGTACTGCTATCCACC -3°
5'- CACTTGGTATATCTTCACC -3°
A gén megléte esetén egy 449 bp-nyi DNS fragment volt detektalhato.

3.4. Fagtipizalas

A fagtipizalas a debreceni Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat (ANTSZ)
nemzetkézi fagsorozataval tortént, a helyi faglabor (Sztroj Taiszija munkacsoportja)
kivitelezésében. A tipizalast két higitassal végezték a protokollnak megfelelden: standard
teszthigitassal (RTD — routine test dilution, rutin teszteld higitds = 1 munkadodzis: az a higitas,
amelynél a fag Osszefoly6 lizist okoz a kijeldlt fenntartd térzsben) és 100x-os toménységii

rutin teszthigitassal (= 100 munkadozis) (Blair & Williams, 1961).
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A felhasznalt fagcsoportok:

I. fagcsoport: 29, 52, 52A, 79, 80

— 1II. fagesoport: 3A, 3C, 55, 71

— 1II. fagesoport: 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85
— V. fagcsoport: 42D

— V. fagcsoport: 94, 96

— Vegyes fagcsoport: 81, 95, 187

— MRSA fagok: 616, 617, 618, 620, 622, 623, 625, 626, 629, 630
— Bovin fagok: 116, 102, 107, 117, 118, 119, Ael, 78

3.5. Oxacillinaz aktivitas meghatarozasa biologiai titralassal

A titralashoz hasznalt taptalaj Osszetétele a kovetkezd:

5 g/l huskivonat
1 g/ 1 NazHPO4
0,1 g/l KH2PO4

0,5 g/l pepton

15 g/l agar

Egy titralo talcaba 100 ml felolvasztott steril taptalajt mértiink, amihez elézdleg kézmeleg
allapotban 100 pl Bacillus subtilis ATCC 6633 szuszpenziét adtunk. A taptalaj vastagsaga a
talcaban kb. 0,3 cm volt. A taptalaj dermedése utan sablon segitségével egyenletes
tavolsagokban 1 cm atmérdjli lyukakat furtunk az agarba.

A lyukak egy részébe 50 pl minta (membran szuszpenzidé vagy fermentlé) és 50 ul 80

srer

crer

oxacillin oldatot mértiink: ezek alapjan allitottuk fel a kalibracios gorbét.
A kiértékelést 24 oras, 37°C-on torténd inkubdlds utan végeztiik a kioltasi gytriik

tolomérdvel valo lemérése segitségével.
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3.6. Felhasznalt antibiotikumok és szubsztratok

A kovetkezd vegyiileteket alkalmaztuk kisérleteinkben: methicillin (Bristol Laboratorium,

Péarizs, Franciaorszag), penicillin G (TEVA, Debrecen, Magyarorszag), oxacillin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), cefaloridin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), cefamandol (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), cefoperazon (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). klavulansav (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), szulbaktam (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), nitrocefin (Oxoid,
Basingstoke, UK), lizozim (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).

3.7. A mintak elokészitése

3.7.1. A torzsek tenyésztése

A

torzsek tenyésztését 1%-os, pH 7.4 CY (casein-yeast — kazein-élesztOkivonat)

taptalajban végeztiik. A taptalaj Osszetétele a kovetkezo:

0,001 M MgS0,4.7H,O

0,028 M gliiko6z

1% ¢élesztd kivonat

1% kazein

0,02 ml/I nyomelem oldat (0,5% CuSOQOs4, 0,5% ZnSOs4, 0,5% FeSO4, 0,2% MnCl,,
10% HCI)

16,3 g/l Na,HPO4.12H,0

3,3 g/l NaH,P04.2H,0

0,5 pg/ml methicillin, amit a tiptalaj sterilezése utdn adunk hozz4 steril sziirén atsziirve

A tenyésztés sordn azért tartottuk megfelelobbnek a taptalaj Na-foszfat pufferrel valo

pufferolasat, mert igy nagyobb a membrankotott enzimek aranya, €s kevesebb extracellularis

enzim kotddik aspecifikusan a sejtfalhoz, mintha Tris-HCI puffert alkalmaztunk volna.

Elészor eléinokulumot készitettiink, 4 ml tapfolyadékba oltottunk le kacsnyi baktériumot,

majd 37°C-on 8§ o6rdig inkubdltuk. Az inokulumhoz kb. 100-150-szeresére higitottuk az

eléinokulumot (az eldéinokulum striiségétdl fiiggden), a tenyésztést egy éjszakan (16 h) at

végeztiik, 37°C-on torténd razatassal.
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3.7.2. A membran izolalasa

3.7.2.1. A membran izolalasa sorozatos centrifugalassal

A sejteket centrifugalassal Osszegytjtottik (1100 g), és 0,05 M Na-foszfat-pufferrel
mostuk. A mosas utdn az iiledéket 1 mg/ml lizozim tartalmi Na-foszfat-pufferben
szuszpendaltuk, és 37°C-on 1-1,5 6raig inkubaltuk.

1100 g-n 10 percig centrifugalva az épen maradt sejtek leiilepedtek, mig a protoplasztok és
a sejtfaltormelék a feliiluszoOban maradt. Az épen maradt protoplasztokat a feliiluszo 27000 g-
n 20 percig valo centrifugalasaval iilepitettiik ki, majd 5 ml desztillalt vizben felvettiik, és 10
percig allni hagytuk, hogy kipukkanjanak. Ezutan 2,5 mg/5 ml MgCl,-ot és 0,45 mg/5 ml
DNaz-t (Merck, Darmstadt, Németorszag) adtunk az oldathoz, és 37°C-on 1 6rat inkubaltuk.

A nagyobb sejttormelékeket 3000 g-n 10 perces centrifugdldssal iilepitettiik ki: a
citoplazma- és membranfrakcio a feliiliszoban maradt, amely 27000 g-s, 20 perces
centrifugéaldsaval nyert iiledéke tartalmazta a membrant. Ezt az iiledéket felvettik 1 ml

bidesztillalt vizben (ddH,0), és haromszor mostuk, -20 °C-on taroltuk.

3.7.2.2. A membran izolalasa ultrahangos sejtfeltarassal és sorozatos centrifugalassal

Ha a fenti eljardssal nem sikeriilt kielégitd mennyiségli membrant preparalni, akkor az
Osszegyljtott és mosott sejteket ultrahangos sejtfeltard segitségével feltartuk (Branson
Sonifier 250, micro tip limit output control = 3; 50% duty cycle; jégen) és 10 percig
centrifugaltuk 3000 g-vel 4°C-on a nagyméreti sejttormelékek eltavolitasa végett. A
sejtmembran-frakciot a feliilusz6 4°C-on torténd 27000 g-s 20 perces centrifugalasaval

gyljtottiik dssze.

3.7.2.3. Sejtfeltaras X-Press-szel

Az a53 torzs nagyfoku lizozim-rezisztencidja miatt a membran izoldlasa helyett a teljes sejt
feltarasat végezte el X-Press késziilékkel (X 25, AB Biox, Goteborg, Svédorszag) Dr. Emri
Tamaés (DE TTK Mikrobialis Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszék).
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3.7.3. A fermentlé ultrasziirése

A fermentlé sterilre sziiréséhez 0,45 pm porusatmérdjii membrant (Millipore, Bedford,
USA) hasznéltunk, mig az ultraszlirést Diaflo PM10 (10 kDa molekulatomeg kizdrasu) illetve
YMS5 (5 kDa molekulatomeg kizarasu) Amicon ultrafiltracios membrannal (Millipore,
Bedford, USA) végeztiik 2 atmoszféra nyomast nitrogén gazzal, 4°C-on, allandé kevertetés
mellett. A kiindulasi térfogat 50 ml volt, ezt 3-5 ml-re tudtuk csokkenteni. Ha a
fehérjetartalom alacsony volt, végsd 1épésben a mintat 1 ml-re toményitettiik Centricon YM-3
(3 kDa molekulatomeg kizarasu) szliréegységekben (Millipore, Bedford, USA) valo 6500 g-s

centrifugalassal.

3.7.4. A mintak fehérjetartalmanak meghatarozasa

A mintak fehérjetartalmat a Coomassie Protein Assay Reagent-tel (Pierce) hataroztuk meg.
A kimutatas a Bradford eljarason alapul, azaz a Coomassie Brilliant Blue G-250 oldat savas
kozegben fehérjékkel kék szinli komplexet képez. Az abszorbancia valtozasa ardnyos a minta
fehérjetartalmaval és 595 nm-en mérheto.

A fermentlé fehérjetartalménak meghatarozasara a standard teszt csé protokollt (100-1500
pg/ml), az izolalt membranfrakciok esetében a mikro teszt csd protokollt (1-25 pg/ml)
alkalmaztuk. A standard protokoll esetében 100 pl mintdhoz adtunk 5 ml reagenst, mig a
mikro protokoll alkalmazasakor 1 ml mintdhoz adtunk 1 ml reagenst. Az utdbbi esetben a
membranfrakciok 1000x higitasaval dolgoztunk. A mintdk fehérjetartalmat BSA (bovine

serum albumin) higitasi sorozat alapjan allapitottuk meg.

3.8 B-laktamazok detektalasa egydimenzios (1-D) és kétdimenziés (2-D) SDS-PAGE se-

oitségével és azonositasuk tomegspektrometriaval

3.8.1. 1-D SDS-PAGE és a B-laktamazok detektalasa

3.8.1.1. 1-D SDS-PAGE, Laemmli-szerinti elrendezésben

Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis soran a Laemmli 4ltal leirt modszer szerint jartunk

el (Laemmli, 1970).
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A fehérjék elvalasztasat nem folytonos pufferrendszerben végeztiik. Az als6, szeparald gél
8,8-as pH-ji, 375 mM tris(hidroximetil)amino metan (Tris) oldatot tartalmazott, és a 29,1%
akrilamidbol és 0,9% N,N’-metilén-biszakrilamidbol 0Osszetevodd akrilamid torzsoldatbol
13%-ot. A felsd, tomoritd gél 6,8-as pH-ji 125 mM Tris oldatot, €s 5% akrilamid térzsoldatot
tartalmazott. Mindkét gélben volt még 0,1% SDS, 0,1% ammonium-perszulfat, és a szeparald
g€l esetében 0,05%, mig a tomoritd gél esetén 0,1% N,N N’,N’-tetrametil-etiléndiamin
(TEMED) oldat. Az SDS feladata a fehérjék egyenletes negativ tdltéssel valdé bevonasa, az
ammonium-perszulfat szabadgyokoket generdl, eldsegitve az akrilamid polimerizaciojat, a
TEMED pedig stabilizalja ezeket a gyokoket.
tortént, mely 20% glicerint, 4% SDS-t, 10% 2-merkaptoetanolt és 0,002% bromfenolkéket
tartalmazott, és amelyet a fehérje vizes oldatdhoz a vele megegyez6 térfogatban adtunk.

Alacsony fehérjetartalmua (nagy térfogatil) mintdk esetén a mintakat 30 percig jégen egylitt
inkubaltuk azonos térfogati 20%-os acetonnal 1:1 ardnyban higitott TCA-val, majd a
kicsapodott fehérjéket mostuk alkohol ¢€s éter 1:1 aranyu elegyével. Ezutan vagy kis térfogata
(10 — 30 pl) 0,1 N NaOH-val feloldottuk a csapadékot, és az el6bb leirt minta puffert adtuk
hozza, vagy ugynevezett ,,cracking” minta pufferrel (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 15%
glicerol, 1% B-merkaptoetanol, 0,05% bromfenolkék) kozvetleniil végeztiik el a fehérjék
oldatba vitelét.

A mintak fehérjetartalma kb. 100 pug volt. A mintakat maximum 5 percig egyiitt forraltuk a
minta pufferrel, hogy az SDS kotddése hatékonyabban végbemenjen.

A futtatast 25 mM Tris, 200 mM glicin és 1% SDS tartalmu, 8,3 pH-ju elektroforézis
pufferben végeztiik, 30 mA folyamatos arammal, kb. 2 o6raig hiit6tt koriilmények kozott vagy
200 V alland6 fesziiltség mellett kb. 50 percig elOhiitott elektroforézis pufferrel (a gél
mérettdl illetve a rendelkezésre allo késziiléktdl fliggden). A gélt ezutan vagy megfestettiik

Coomassie Brillant Blue R-250-et tartalmaz6 festoldattal, vagy regeneraltuk.

3.8.1.2. A fehérjék detektalasa, és molekulasuly szerinti azonositasa

Az elektroforézis utan az egyik gélt megfestettiik 2,5% Coomassie Brillant Blue (CBB) R-
250-et, 40 % metanolt €s 7 % ecetsavat tartalmazo oldattal, majd a csak metanolt és ecetsavat
tartalmazo differencialo oldattal kimostuk a felesleges festéket.

A fehérjék molekulastlydnak meghatarozasara kétféle molekulatomeg standard-et

hasznaltunk kisérleteink soran:
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Boad range molecular weight standards-t (széles molekulatomeg tartomanyu standard,
Amersham Biosciences, Piscataway, USA). A standard savjainak méretei: 205 kDa, 116 kDa,
97 kDa, 80 kDa, 66 kDa, 55 kDa, 45 kDa, 30 kDa, 21 kDa, 14 kDa és 6,5 kDa. Mivel 13 %-os
gélben dolgoztunk, ezért a standard elsé két savjat nem vettiik figyelembe a standard gorbe
felallitasanal, ugyanis 97 kDa felett az elvalasztas nem aranyos a molekulatomeggel.

Rainbow coloured protein molecular weight marker-t, low molecular weight range
(Rainbow szines fehérje molekula tomeg marker, alacsony molekula tomeg tartomény,
Amersham Biosciences, Piscataway, USA), a savok: 45000 Da, sarga; 30000 Da,
narancssarga; 20100 Da, kék; 14300 Da, magenta; 6500Da, kékesfekete; 3500 Da, kék; 2500
Da, kék.

A B-laktamazok molekulatomegét ugy hataroztuk meg, hogy a gélt eldszor regeneraltuk, az
enzimaktivitast detektaltuk nitrocefinnel, az igy detektalt sdvokat megjeldltiik, és ezutan a

géleket megfestettiik.

3.8.1.3. A gélben elvalasztott B-laktamazok regeneralasa, és a B-laktamaz aktivitas

detektalasa

Ahhoz, hogy az SDS-sel denaturalt fehérjék visszanyerjék eredeti szerkezetiiket, és vele
aktivitasukat, 37°C-on 6 oraig inkubaltuk a gélt 0,1 mM ZnSO4.7H,0-t és 1% Triton X-100-at
tartalmaz6 0,01 M, pH 7 Na-foszfat pufferben. A Triton X-100 kiszoritja az SDS-t a fehérjék
kornyezetébdl, a cink-szulfat pedig a fehérjék helybenntartasarol gondoskodik (Massidda, et
al., 1991).

A renaturdlt fehérjéket tartalmazo gélre 1% agarozt és 100 pg/ml nitrocefint tartalmazo

gélt rétegeztiink.

3.8.2. Kétdimenzios gél elektroforézis (2-D PAGE)

A kétdimenzios gél elektroforézissel a fehérjéket nem csak molekulatomegiik, hanem izo-
elektromos pontjuk szerint is elvalasztjuk, igy jobb felbontast kapunk a géleken.

A folyamat soran a mintat eldszor felvissziik a megfeleld hosszisagu €s pH tartomanyu
IEF gélcsikra (izoelektromos fokuszald gélcsik vagy strip: eldre gyartott miianyagcesikok, me-
lyekre akrilamid gél van polimerizélva; a gélben amfolittal pH gradienst alakitanak ki a gyar-
tas soran), majd izoelektromosan fokuszaljuk. Ennek sordn a fehérjék izoelektromos pontjuk

szerint valnak el egymastol.
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Ezutan az IEF gélcsikokat equilibraljuk, majd SDS-poliakrilamid gél tetejére helyezziik. A
g¢l elektroforézis soran a mar izoelektromos pontjuk szerint szétvalasztott fehérjék molekula-

tomegliknek megfeleléen vandorolnak a poliakrilamid gélben.

3.8.2.1. Minta elokészitése 2-D gél elektroforézishez

A minta tisztitdsat és somentesitését ReadyPrep 2-D Cleanup Kit segitségével (Biorad)
végeztiik. Mivel a fermentleveknél a jelenlévé DNS rontotta az elvalasztas mindségét, ezért a
mintdkat a membranizolalasnal ismertetett moédon DNS mentesitettiik (2,5 mg /5 ml MgCl,-ot
¢s 0,45 mg /5 ml DNaz-t adtunk az oldathoz, és 37°C-on 1 6raig inkubaltuk), és ezutin
végeztiik el a minta tisztitdsat. A folyamat soran végig jégen dolgoztunk.

Maximum 100 pl mintat (1-500 pg fehérjetartalmu lehet: 7 cm-es IEF gélcsikok esetében
100 pg, 17 cm-es IEF gélcsikoknal 400 pug mennyiséget tisztitottunk meg, néha tobb csdben)
1,5 ml-es centrifuga csébe pipettdztunk. A mintadhoz 300 pl precipitating agent 1-et adtunk.
Alaposan 0sszekevertiik €s jégen inkubaltuk 15 percig. A mintdhoz az inkubalas végén 300 pl
precipitating agent 2-t adtunk, alaposan dsszekevertiik, és 5 percig centrifugaltuk 12000 g-vel
4°C-on, majd eltavolitottuk a feliiluszot. 40 pl wash reagent 1-et pipettaztunk a csapadékra,
majd 5 percig centrifugaltuk 12000 g-n 4°C-on, és lepipettaztuk a folyadékot a csapadékrol.
25 ul ultra tiszta vizet mértiink a csapadékra, és 10-20 masodpercig alaposan dsszekevertiik.
Hozzamértliink 1 ml -20°C-os wash 2-t, és hozzaadtunk még 5 pl wash 2 additive-t, és egy
percig alaposan kevertiik. 30 percig inkubaltuk -20°C-on, 10 percenként 30 masodpercig
keverve a mintdt. Az inkubdaci6 utan 5 percig 16000 g-vel centrifugaltuk.

Az ekkor fehér csapadékot maximum 5 percig szaritottuk szobahdmérsékleten, mig
attetszové nem valt. Ezutan feloldottuk a megfeleld térfogatt (7 cm-es IEF gélcsikok esetében
125 pl) 2-D rehidrdlé minta pufferben, legalabb fél percig alaposan kevertiik, majd
szobahdmérsékleten inkubaltuk 3-5 percig, és 1 percig ujra kevertik vagy pipettaval
szuszpendaltuk. A membranfehérjék vizsgalatakor a mintat 20-50 pl 2-D tioureat tartalmazé
rehidralé minta pufferben vettiik fel. Végiil a mintat 16000 g-vel 2-5 percig centrifugaltuk
szobahdmérsékleten, a feliiliszo volt a minta, ez -80°C-on tarolhato.

2-D minta puffer osszetétele az extracelluléris fehérjék vizsgalata esetén:

8 M urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% Bio-Lyte 3/10 amfolit, 0,002% bromofenolkék

2-D minta puffer 6sszetétele a membrankotott fehérjék vizsgalata esetén:

7 M urea, 2 M tiourea, 4% CHAPS, 50 mM DTT, 0,2% Bio-Lyte 3/10 amfolit, 0,002%

bromofenolkék
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3.8.2.2. Az IEF gélcsikok rehidralasa

Az IEF gélcsikok rehidralasa passziv modon tortént minden esetben. A tisztitott mintakat
egy rehidralo talca egy—egy valytjaba pipettaztuk, ezutan a -20°C-r6l nem sokkal el6bb kivett
IPG IEF gélesikokrdl (immobilizalt pH gradiens izoelektromos fokuszald gélcsikokrol)
csipesz segitségével lehtiztuk a védofoliat, majd a valyukba hasaltattuk. Asvanyi olajat
pipettaztunk minden valytba, hogy az IEF gélcsikok ne szaradhassanak ki. 16 oran keresztiil

allni hagytuk, hogy beszivja a mintét.

3.8.2.3. Izoelektromos fokuszalas (IEF)

Az izoelektromos fokuszalashoz 7 cm-es, pH 3-10 IPG IEF gélcsikokat hasznaltunk,
melyeket az olaj leitatasa utan géllel lefel¢ athelyeztiink a fokuszalo talcara. Minden IEF
gélesik ald ultra tiszta desztillalt vizzel (ddH,O) atitatott sziirdpapircsikot helyeztiink az
elektrédokra, a kiszaradas elkeriilése érdekében kb. 1,5 ml olajat pipettaztunk az IEF
gélcsikokra, majd elinditottuk a fokuszalast.

Az IEF 1épései az extracellularis fehérjék vizsgalata esetén:

250 V, 20 perc (egyenletes fesziiltség emelés); 4000 V, 2 ora (egyenletes fesziiltség
emelés); ezutan 4000 V-on 10000 Vh (gyors fesziiltség emelés).

3.8.2.4. ,,Cup loading”

A cup loading egy modositott mintafelviteli technika IEF-hez, melyet kis pH tartomanyok,
illetve rossz oldékonysagu fehérjék vizsgalatara fejlesztettek ki. Ebben az esetben a 7 cm-es
pH 3-10 IEF gélcsikokat 135-135 pl, illetve a french press-el feltart sejtek esetében a 17 cm-
es pH 3-10 IEF gélcsikokat 330-330 pl mintdit nem tartalmazd rehidralé pufferben
rehidrataltuk kb. 16 oran at (egy ¢jszakan keresztiil). Ez utan az IEF gélcsikokat a
rehidratalodott gélfeliiletiikkel folfelé a futtatdtalcaba helyeztiik tigy, hogy az IEF gélcsik po-
zitiv vége a tdlca anddja felé, negativ vége pedig a katddja felé nézzen, majd 4,2 mm széles-
ségli, 8-10 pul ddH,O-val megnedvesitett papirdarabkékat tettiink az IEF gélcsikok végein a
gélre, ide helyeztiik fel a két elektrodot ugy, hogy azok az IEF gélcsikokkal érintkezzenek.
Ezt kdvetden a mintatartd csészécskéket (cup) a gélre illesztettiik kozel az anddhoz, és belepi-
pettaztuk a mintdkat, amelyeket olajjal fedtiink le, végiil az IEF gélcsikokat is olajjal boritot-
tuk.
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Az IEF 1épései a membrankotott fehérjék vizsgalata esetén:

Klasszikus technika: 250 V 30 perc (gyors fesziiltség emelés), 4000 V, 2 ora (lasst
fesziiltség emelés), ezutan 4000 V-on 10000 Vh (gyors fesziiltség emelés).

Cup loading: 250 V 30 perc (gyors fesziiltség emelés), 10000 V, 2 o6ra (lassu fesziiltség
emelés), ezutan 10000 V-on 40000 Vh (gyors fesziiltség emelés).

3.8.2.5. Az IEF gélcsikok (stripek) equilibralasa az IEF utan

A fokuszalas utan az IEF gélcsikokrdl leitattuk az olajat, géllel felfelé befektettiik egy
rehidrdlo talca egy-egy valyujaba, majd 2,5-2,5 ml (17 cm-es IEF gélcsiknal 6-6 ml)
equilibralé puffer I-t mértiink rajuk. 10 percig végeztiik az equilibralast, azutan leontottik a
folyadékot az IEF gélcsikokrol, és 2,5-2,5 ml (illetve 6-6 ml) equilibralo puffer II-t mértiink
rajuk. Az equilibralast ebben az esetben is 10-10 percig végeztiik.

Az IEF gélcsikokat egyenként 1x-es elektroforézis pufferbe martottuk rovid idore, kzben
felolvasztottuk a fedd agardzt, és az equilibralas végeztével rapipettaztuk az akrilamid gél
tetejére, majd az IEF gélcsikokat belehelyeztiik a fedo agardzba. Az agardz megszilardulasa
utan elinditottuk a futtatast.

Equilibrald puffer I dsszetétele: 6 M urea, 2% SDS, 0,357 M Tris (pH 8,8), 20% glicerin,
2% DTT (a DTT-t mindig frissen adtuk hozza).

Equilibrald puffer I 6sszetétele: 6 M urea, 2% SDS, 0,357 M Tris (pH 8,8), 20% glicerin,
2,5% jodacetamid (ezt mindig frissen adtuk hozz4).

Fed6 agaroz Osszetétele: 0,5% alacsony olvadasponta agar6z oldva 25 mM Tris, 192 mM

glicin, 0,1% SDS és nyomnyi bromofenol kék elegyében.

3.8.2.6. A gélek osszetétele és a futtatas koriilményei

Az SDS-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) soran a Laemmli altal leirt modszer
szerint jartunk el. Az elvélasztd és a tomoritd gél osszetétele megegyezett a 3.8.1.1. pontban
leirtakkal.

A futtatast szintén az el6zéekben mar leirt elektroforézis pufferben végeztiik, 20 cm-es
gélek esetén 30 mA/gél allandd aramerdsséggel (kb. 6 6ra), 7 cm-es gélek esetén allando 200

V fesziiltséggel (kb. 50 perc).
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3.8.2.7. Az enzimek regenerailasa és a B-laktamaz aktivitas detektalasa a gélben

Az SDS-PAGE (a masodik dimenzio) utan a két parhuzamos gél koziil az egyiket 8-10

oran at inkubaltuk 37°C-on a regenerdld oldatban, majd regenerdlds utdn 1 mg/ml

crer

e

nitrocefin szinvaltozasa (sargabol piros lett) alapjan jol lathatd volt a B-laktamaz aktivitas. A
masik gélt pedig megfestettiik, és a regenerdlt gélen detektalt enzimaktivitds segitségével
azonositottuk rajta a B-laktamaz aktivitasu fehérjéket.

Regeneralo oldat dsszetétele: 1% Triton X-100 és 0,1 mM ZnSO4 oldva 0,01 M pH 7,0 Na-
foszfat pufferben.

3.8.2.8. A gélek festése

A gélek festését Coomassie Brilliant Blue (CBB) R-250 vagy CBB G-250 (Blue Silver,
kolloidalis Coomassie (Candiano, et al., 2004)) festdoldattal kiviteleztiik.

CBB R-250 fest6oldat: 0,25% CBB R-250, 40% metanol, 7% ecetsav, el6hivas a szintén
40% metanolt és 7% ecetsavat tartalmazo differencial6 oldattal torténik.

Blue Silver festéoldat: 0,12% CBB G-250, 10% ammonium-szulfat, 10% foszforsav, 20%

metanol, a differencialas desztillalt vizben torténik.

3.8.3. Fehérjék tomegspektrometrias analizise

A fehérjék tomegspektromatriai analizisét Szegeden végezte Dr. Medzihradszky Folkl
Katalin Proteomikai Kutatocsoportja (Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai
Kozpont) illetve a Kromat Kft. (ugyanott) munkatarsai.

A fehérjék azonositdsa MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization—time of
flight) detektorral vagy LC-MS/MS (liquid chromatography—tandem mass spectrometry)
elrendezésben tortént (Birko, et al., 2009).
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3.9. B-laktamaz aktivitas mérése spektrofotometriasan

A B-laktamaz aktivitdsa fehérjék antibiotikumbontd képességének vizsgalatat Perkin-
Elmer A 12 UV/VIS termosztalhatd spektrofotométerrel végeztiik. Ehhez hat kiilonb6z6 anti-

biotikum tdrzsoldatat hasznaltuk fel, a paramétereket a 7. tablazatban tiintettem fel:

7. Tablazat: A spektrofotometrias enzimaktivitas méréséhez felhasznalt antibiotikumok

és a mérés jellemzo adatai.

antibiotikum torzsoldat koncentraci- | hulldmhossz e (MM 'cm™)
6ja (mM) (nm)

nitrocefin 0,11 486 16,7
oxacillin 1 260 0,45
penicillin G 0,1 233 0,94
cefaloridin 0,1 260 10,2
cefamandol 0,1 274 10,3
cefoperazon 0,1 273 9.0

A fotometralas 37°C-on tortént, minden esetben 10 percig kovettiik a reakciot. A vak 0,1
ml Na-foszfat-puffert (0,05 M, pH 7,0) és 0,9 ml torzsoldatot tartalmazott, a minta 0,1 ml en-
zimbdl (illetve 10 mg/ml lizozim térzsoldatbol 0,1 ml) és 0,9 ml antibiotikum tdérzsoldatbol
allt. A nitrocefin kivételével mindegyik antibiotikum térzsoldatot tizszeres higitasban alkal-
maztuk.

Az enzimaktivitdst az alabbi képlet segitségével szamoltuk ki:

dA 10001 Vs
X X
dt £ 10001

><De

ahol:

dA: abszorpci6 valtozasa

dt: id6 valtozasa

€: extinkcids (abszorpcids) koefficiens
V: minta térfogata (ml)

D.: enzim higitasa
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4. EREDMENYEK

Tobb munkacsoport (Massidda, et al., 1992, Massidda, et al., 1996, Montanari, et al.,
1996, G4l, et al., 2001) eredményei alapjan feltételezhetd volt, hogy a Staphylococcus aureus
torzsek methicillin illetve oxacillin hidroliziséért nem a mar ismert penicillindz, a BlaZ a fele-
16s, hanem egy masik, eddig még nem jellemzett enzim. Az enzim jelenlétét két borderline
methicillin-rezisztens torzs esetében irtdk le. Az 0j enzim methicillin indukci6 hatasara terme-
16d6tt, és molekulatomege kissé eltért a BlaZ-jét6l. Hogy azonositsuk az oxacillin hidrolizisé-
ért felelds enzimeket, huméan betegek mintaibol, illetve allati fertézésekbdl szarmazod S.
aureus torzseket gytijtottiink. A torzsek koziil makrodiluciés MIC meghatarozassal kivalasz-
tottuk a borderline methicillin-rezisztenseket, megallapitottuk a fagtipusukat, megvizsgaltuk

az enzimtermelésiiket, végiil azonositottuk B-laktamazaikat.

4.1. Az Orszagos Allategészségiigyi Intézet és a Semmelweis Egyetem, Orvosi Mikrobio-

logiai Intézete altal rendelkezésiinkre bocsatott torzsek MIC meghatarozasa

Az izolatumok MIC meghatarozasat oxacillinre végeztik el, klavulansavval illetve
szulbaktammal kombinécioban is. A 8. tablazatban tiintettem fel a kapott értékeket, az inverz

sorok mutatjak a torzseket, melyeket borderline rezisztenseknek fogadtunk el.

4.2. A PBP2a termelés kimutatasa

Az 0sszes klinikai izolatum esetében elvégeztik a PBP2a kimutatasat (9. tdblazat). Az
eredmények korrelaltak a makrodiluciés MIC-ek alapjan vartakkal, vagyis a methicillin- és
oxacillin-rezisztens torzsek termeltek PBP2a-t, mig az érzékeny és borderline rezisztems tor-
zsek nem. Ez aldl csak egy kivétel volt, a 822-es torzs, melyet a MIC alapjan a BORSA tor-
zsek koz¢é soroltunk, de PBP2a termelének bizonyult. Ebben az esetben PCR-rel is megerdsi-

tést nyert a mecA jelenléte (6. abra).
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8. Tablazat: Az Orszigos Allategészségiigyi Intézet és Dr. Rozgonyi Ferenc altal rendel-

kezésiinkre bocsatott torzsek oxacillinre és 3-laktamaz gatlokkal kombinacioban megha-

tarozott MIC értékei. A fekete alapon fehér betiikkel jelolt torzseket soroltam a

borderline methicillin-rezisztensek kozé.

torzsek oxacillin oxacillin + klavulansav oxacillin + szulbaktam
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
13218/216 <0,25 <0,25 <0,25
13218/255 <0,25 <0,25 <0,25
16391/4091 <0,25 <0,25 <0,25
16391/4094 0,25 0,25 0,25
16391/4241 <0,25 <0,25 <0,25
15884/156 0,25 <0,25 <0,25
15884/197 0,25 <0,25 0,25
15884/206 <0,25 <0,25 <0,25
17052/11 <0,25 <0,25 <0,25
17052/81 <0,25 <0,25 <0,25
17766/78 0,5 <0,25 <0,25
17766/87 2 2 2
19599/3A 1 0,25 0,25
19599/3B 1 <0,25 <0,25
2461/1457 0,5 <0,25 <0,25
2986/416 0,5 <0,25 0,5
14452/2199 <0,25 <0,25 <0,25
16391/3811 <0,25 <0,25 <0,25
7789/2 0,5 <0,25 0,5
7789/39 0,5 <0,25 0,5
7789/47 1 1 0,5
7789/57 0,5 <0,25 <0,25
7789/84 0,5 <0,25 <0,25
7789/98 1 <0,25 0,5
7789/109 0,5 <0,25 <0,25
7789/110 0,5 <0,25 0,5
7789/132 0,5 <0,25 <0,25
7789/138 0,5 <0,25 <0,25

9. Tablazat: Az emberi mintakbol izolalt BORSA torzsek PBP2a termelése.

torzs

PBP2a termelés

VU9

822

9800

9989

14287/1

a36

as3




6. 4bra: Emberi beteganyagbol szarmazé torzsek mecA

' hordozasanak Kkimutatasa. A gélen lathaté mintak: 1.
marker (100 bp létra), 2. VU94, 3. 822 mecA+, 4. 10278, S.
1931/2 mecA+, 6. ATCC 25923

ES

- &

4.3. Fagtipizalas

A fagtipizalas a klinikai izolatumok esetében a nemzetkozi fagsorozattal tortént a WHO
eldirasainak megfeleléen. Az a36 és aS53 torzsek tipizalasa a torzsek izoldlasakor tortént meg
(ezeket az adatokat is feltlintettem a 10. tablazatban). A szarvasmarha tégygyulladasbol izolalt

torzsek tipizalasat bovin fagsorozattal is elvégeztiik (10. tablazat).

10. Tablazat: A BORSA torzsek fagtipusai.

torzs fagtipus tipizald bovin fagok
VU9%4 V., vegyes -

822 nem tipizalodott | -

9800 V. -

9989 V. -

14287/1 | V. -

a36 V. -

as3 V. -

19599/3A | V. nem tipizalddott
19599/3B | V. nem tipizalddott
7789/47 | 1L 102, 107
7789/98 | 1L, 111, V. 116, 78

A klinikai izolatumok mind tipizalodtak az V. fagcsoportba tartozé fagokkal, kivéve a 822-
es torzset, mely egyetlen faggal sem volt fertdzheté (MRSA fagokkal sem). Az 19599/3A ¢és
19599/3B torzs szintén az V. fagcsoportba tartoz6 fagokkal tipizalodott, de nem volt tipizal-
haté a bovin fagokkal, ami emberi eredetre utal. A 7789/47 és 7789/98 torzs tipizalodott
bovin fagokkal, de a BORSA tdrzsekre jellemzd V. fagcsoportbeli fagokkal csak az utébbi ti-
pizéalodott (10. tablazat).
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4.4. Oxacillinaz aktivitas kimutatasa

Az el6szor a kisérletekbe bevont torzsek fermentlevének és membranfrakciojanak kiilon-
kiilon hataroztuk meg az oxacillinndz aktivitasat. Spektrofotometrids modon nem sikeriilt ak-
tivitast mérniink, de biologiai titralassal igen. A frakciok oxacilliniz aktivitasa 10 — 107
umol oxacillin/mg teljes fehérje/perc tartomanyban volt, minden vizsgalt térzs indukcio nél-
kiil is termelt oxacillint bontani képes enzimet. Methicillin indukci6 hatdsara a termelt enzim

aktivitdsa (mennyisége) nott, bar a torzsek tobbségénél nem jelentdsen.

11. Tablazat: A Kkisérletekbe eloszor bevont BORSA torzsek és a 822-es torzs
extracellularis és membrankotott B-laktamazainak oxacillin bontasa. A nem indukalt
mintikat methicillin nélkiil tenyészett torzsekbél izolaltam, az indukalt mintak 0,5 pg/ml

methicillin jelenlétében tenyésztett sejtekbol izolalt mintakat jelentenek.

nem indukalt mintak indukalt mintak indukcio
. oxacillinaz aktivitasa oxacillinaz aktivitasa mértéke

mintak - -

(umol oxacillin /mg tel- | (umol oxacillin /mg tel-

jes fehérje /perc) x107 | jes fehérje /perc) x107
VU994 fermentlé 0,45 1,76 3,91
822 fermentlé 0,98 1,82 1,86
19599/3A fermentlé 0,97 2,67 2,75
19599/3B fermentlé 0,62 1,04 1,67
7789/47 fermentlé 0,10 0,15 1,50
7789/98 fermentlé 0,21 0,25 1,19
VU94 membranfrakciod 1,36 6,44 4,74
822 membranfrakcio 5,01 8,88 1,77
19599/3 A membranfrakciéo | 3,61 421 1,17
19599/3B membranfrakcio | 2,92 3,61 1,24
7789/47 membranfrakcid 0,443 0,544 1,23
7789/98 membranfrakcio 2,41 3,10 1,29

4.5. B-laktamazok molekulatomegének meghatarozasa SDS-PAGE-val

Elészor a B-laktamazok méretét hatdroztuk meg, hogy a 2-D gélelektroforézisnél mar csak

meghatarozott régio(k)ra kelljen koncentralni (7. abra).
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7. abra: Néhany vizsgalt torzs extracellularis és membrankotott B-laktamazanak detek-
talasa 1-D SDS-PAGE-val, a enzimek regeneralasaval és nitrocefint bonté aktivitasuk
detektalasaval. Mintak: 1. VU94 membranfrakcio, 2. VU94 fermentlé, 3. 822 membran-
frakcio, 4. 822 fermentlé, 5. 14287/1 membranfrakcio, 6. 14287/1 fermentlé, 7. molekula-
tomeg marker, 8. 19599/3A membranfrakcio, 9. 19599/3B membranfrakcio, 10.
19599/3B fermentlé, 11. 19599/3A fermentlé.

Amint az a 7. abran lathatd, két régidban is detektaltunk B-laktaméz aktivitast: 30-34 kDa
¢s 10-14 kDa koriil (a méret-meghatarozas bizonytalansagat a gélek kezelés kdzbeni méret-

valtozasa okozza).

4.6. A 10-14 kDa molekulatomegi ..B-laktamaz” azonositasa

4.6.1. A 10-14 kDa molekulatomegii fehérje azonositasa

crer

len (8. abra) mind egy 30-34 kDa, mind egy 10-14 kDa molekulatomegii fehérje detektalhato
volt.

Ebbdl a gélbdl a nagyobb molekulatomegli fehérjét csonkolt (truncated) B-hemolizinként
azonositottuk, de a cup loading technikaval a valodi B-laktamazt is sikeriilt felvinni a gélre, és
azokon a géleken ez a fehérje nem volt detektalhato. A kisebb méretii fehérjérél a MALDI-
TOF analiziskor kideriilt, hogy lizozim, ami a membran izolalasakor maradt a membranhoz

kapcsolddva a mintaban.
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8. abra 19599/3A torzs membranfrakciojaban talalhato B-laktamaz aktivitasu fehérjék

+

detektalasa. A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk nitrocefin-
bonto aktivitisukat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azo-
nositasra elkiilldott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbdolum a pH 3 véget

jelzi.

Ellenérzésként 1 mg/ml lizozim torzsoldatbol 10 pl-t felvittiik 1-D SDS-poliakrilamid gél-
re, €s a lizozim regeneralasa utan detektaltuk a nitrocefindz aktivitdst. Amint az a 9. dbran lat-

haté, a lizozimnak valdban van nitrocefin-bont6 aktivitasa.

9. abra: Lizozim nitrocefin bonto aktivitasanak demonstralasa

HHI

SDS-PAGE-val és az enzim regeneralasaval. Savok: 1. Lizozim
CBB R-250-nel festve; 2. Széles molekulatomeg tartomanyu

standard (Amersham); 3. Rainbow szines protein molekula to-

' : meg marker (alacsony molekula tomeg tartomainy,

Amersham): a magenta szini sav 14300 Da, az alatta 1évo kékes

1 2 3 4 sav 6500Da; 4. a regeneralt lizozim nitrocefin bontasa (piros
sav).

4.6.2. A lizozim antibiotikum bonto aktivitasanak mérése

A lizozim nitrocefin (10. dbra) és az 1. generacios cefalosporin cefaloridin (11. abra) bonta-
sat sikeriilt fotometriasan detektalnunk. Nitrocefin esetében a mért enzimaktivitas 0,162
umol/ perc/ mg lizozim, cefaloridin esetén 0,0784 umol/ perc/ mg lizozim volt. Sem penicil-

linre és oxacillinre (pendm vézas antibiotikumok), sem cefamandolra (II. generacios
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cefalosporin), sem cefoperazonra (III. generacios cefalosporin) nem tudtunk szamottevé hid-

rolizist kimutatni.

A (486 nm)
0,07 -

0,06 -
0,05 -

0,04 -

q
0,03 \ \ \ \ \

0 2 4 6 8 10
t (min)

10. abra: Lizozim nitrocefin-bonto aktivitasa spektrofotometriasan detektalva. Az X ten-

gelyen az eltelt idot, az y tengelyen a 486 nm-en mért abszorpcio-novekedést abrazoltam.

A (260 nm)
0,07 -

L
0,06 N\\

0,05

0,04

0,03 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
t (min)
11. abra: Lizozim cefaloridin-bonté aktivitisa spektrofotometriasan detektalva. Az X
tengelyen az eltelt idé6t, az y tengelyen a 260 nm-en mért abszorpcio-csokkenést abrazol-

tam.

4.7. A 30-34 kDa molekulatomegii 3-laktamaz azonositasa

Az azonositast minden torzs fermentlevében és membranfrakcidjaban elvégeztiik. A 2-D

g¢l elektroforézis utan az enzimaktivitas detektalasakor altalaban savas és bazikus pH értéknél
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is tapasztaltunk nitrocefin-bontd aktivitast. A savas és a bazikus pl-vel rendelkezd fehérjék
molekulatomege is kiilonbozott kiss€, a savas pH-nal talalhatd fehérjék kissé nagyobb mole-

kulatdmeglinek tiintek, bar ez 2-D gélek esetében nem mindig jelent valds kiilonbséget.

4.7.1. A VU94 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezé fehérjéi

4.7.1.1. A VU94 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

Amint az a 12. dbran lathato, harom pH értéknél is detektalhat6 volt B-laktamdz aktivitas.

Az 1. folt pI értéke kb. 3-4, a 2. folté kb. 5, a harmadiké kb. 9-10 volt.
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12. abra: A VU94 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasa fehérjéinek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

A kiilonboz6 pl értékek ellenére mindharom minta ugyanazt a fehérjét tartalmazta, a BlaZ
B-laktamazt. A tomegspektrométerrel azonositott peptideket vastag voros kiemeléssel jeloltem
az alabb feltiintetett szekvenciaban. Nagyjabol az 6sszes foltban azonositani lehetett ezeket a
fragmenteket.

KELNDLEKKY NAHIGVYALD TKSGKEVKFN SDKRFAYAST SKAINSAILL
EQVPYNKLNK KVHINKDDIV AYSPILEKYV GKDITLKALI EASMTYSDNT
ANNKIIKEIG GIKKVKQRLK ELGDKVTNPV RYEIELNYYS PKSKKDTSTP
AAFGKTLNKL IANGKLSKEN KKFLLDLMLN NKSGDTLIKD GVPKDYKVAD
KSGQAITYAS RNDVAFVYPK GQSEPIVLVI FTNKDNKSDK PNDKLISETA
KSVMKEF
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4.7.1.2. A VU94 torzs membranfrakciojaban azonositott 3-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

Ahogy az alabbi gél képeken lathatd, négy B-laktamaz aktivitassal rendelkezd fehérjét sike-
rlilt detektalnunk a VU94 térzs membranfrakcidjaban, kett6t a savas (pl 4, 5) és kettdt az erd-

sen bazikus (pI 9-10) tartomanyban (13. abra).

i, TR o e - _—
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13. abra: A VU94 torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A

bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

MALDI-TOF analizis utdn mind a négy fehérje a mar a fermentlébdl is kimutatott BlaZ
penicillindznak bizonyult. A szekvencidban vords félkovér betlitipussal jeldltem az Osszes
mintaban azonositott részeket, normal vorossel az 1. és 4. mintaban, d6lt vorossel a csak a 4.
mintaban, félkovér kék betiikkel a 3. és 4. mintaban, normal kékkel az 1. és 3. mintaban és
dolt kékkel a csak az 1. mintadban azonositott részeket:

MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGYV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKYV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

A 2. mintdban azonositott peptidek:

SAINS AILLEQVPYN K*'; P"YEIELNYYSPK'®"; "FLLD LMLNNK?*; **SGQAI
TYASR*; **NDVAF VYPK**; **GQSEPI VLVIFTNK**®
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4.7.2. A 822-es torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.2.1. A 822-es torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

Hasonldan az el6z6 térzshdz, ebben az esetben is savas (pl 3 és 4) és bazikus (pl 9-10 ko-

z0tt) pH értékeknél detektaltunk aktivitast a gélen (14. abra).

- o — >
1, %% 2

14. abra: A 822-es torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbdélum a pH 3 véget jelzi.

Mindhérom mintdban ugyanazt a BlaZ 3-laktamazt Iehetett azonositani.

Az illeszkedd peptideket vords szinnel és vastagitassal kiemeltem a szekvenciaban:
KELNDLEKKY NAHIGVYALD TKSGKEVKFN SDKRFAYAST SKAINSAILL
EQVPYNKLNK KVHINKDDIV AYSPILEKYV GKDITLKALI EASMTYSDNT
ANNKIIKEIG GIKKVKQRLK ELGDKVTNPV RYEIELNYYS PKSKKDTSTP
AAFGKTLNKL IANGKLSKEN KKFLLDLMLN NKSGDTLIKD GVPKDYKVAD
KSGQAITYAS RNDVAFVYPK GQSEPIVLVI FTNKDNKSDK PNDKLISETA
KSVMKEF

A PSD-k hatarozottan megerdsitik a fenti fehérje jelenlétét a mintakban:

1. m/z: 874,5 Da (1., 2., 3. mintdban is megtalalhat6 volt), pozicio és szekvencia:

PFAYASTSK"

2. m/z: 1053,53 Da (1., 2. mintaban erdsitettiik meg a jelenlétét), pozicid és szekvencia:

223GQAITYASR?!

3. m/z: 1052,6 Da (1., 2., 3. mintdban is megerdsitettiik a jelenlétét), pozicio és szekven-

cia: 2> NDVAFVYPK??
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4.7.2.2. A 822-es torzs membranfrakcidjaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs membranfrakcidjaban négy, nitrocefin-bont6 aktivitassal rendelkezd fehérjét sike-

rlilt azonositani, ezuttal is savas (pl 3, 4) és bazikus (pI 9-10) pH tartoméanyban (15. abra).

]
® '33
- 4
1 - -
i i
+ - : "

—

15. abra: A 822-es.t6rzs me;nbrz’mkiitiitt B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimb6lum a pH 3 véget jelzi.

Az 1., 2. és a 4. fehérje ezuttal is a BlaZ penicillinaznak bizonyult, mig a 3. foltban az
UPF0082 azonositasi szamu konzervalt hipotetikus fehérjét tudtuk kimutatni és lizozimot.

A blaZ gén altal kodolt B-laktamaz (penicillinaz) szekvenciaja (voros félkovér betiitipussal
jeldltek az azonositott peptidfragmentek):
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKYV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

A P67182 lokuszon talalhato gén altal kodolt UPF0082 azonositasi szamu ismeretlen funk-
cioju konzervalt feltételezett fehérje szekvenciaja (vords félkovér betlitipussal jeldltek az azo-
nositott peptidfragmentek):
MGRKWNNIKE KKAQKDKNTS RIYAKFGKEI YVAAKSGEPN PESNQTLRLV
LERAKTYSVP NHIIDRAIDK AKGAGDENYD HLRYEGFGPN GSMLIVDALT
NNVNRTASDV RAAFGKNGGN MGVSGSVAYM FDHTATFGVE GKSVDEVLET
LMEQDIDVRD VIDDNGLTIV YAEPDQFAQV QDALREAGVE EFKVAEFEML
PQTDIELSEE DQAIFEKLID ALEDLEDVQN VFHNVDLK
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4.7.3. Az 14287/1 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezé fehérjéi

4.7.3.1. Az 14287/1 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs fermentlevének analizise soran sok B-laktamaz aktivitassal rendelkez6 foltot talal-
tunk. A gélképen latszik, hogy mivel a hattér elégé vords, valdszintileg a nitrocefin mar nem
volt elég stabil (idérendben tekintve ez volt az utolso analizalt minta), és valoszintileg minden
fehérje, ami egy kicsit képes volt hozzékapcsolodni a nitrocefinhez, a hidrolizisét okozta,

ezért csak a jelentdsebb hidrolizist mutatd 10 potty6t analizaltuk (16. abra).

16. abra: Az 14287/1 torzs extracellularis B-laktaméz aktivitast fehérjéinek detektaldsa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-

kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimb6lum a pH 3 véget jelzi.

Az 1.,4.,7., 8. mintaban a BlaZ B-laktamazt sikeriilt azonositani. A 2. (8 illeszked6 peptid
13 detektaltbol, 25,2%-os szekvencia-lefedettség) és 3. (18 illeszkedd peptid 33 detektaltbol,
71,2%-0s szekvencia-lefedettség) mintdban B-hemolizint (truncated B-hemolysin, csonka
szekvenciaju génre illeszkedett) detektaltunk, a 3-ban emellett még a-hemolizint is (12 illesz-
kedo peptid 33 detektaltbol, 52,6%-o0s szekvencia-lefedettség). Ebben a mintaban a leginten-
zivebb peptideken PSD megerdsitést is végeztiink:

Csonka B-hemolizin: m/z: 1322.67 '“EYPYQTPVLGR'"

a-hemolizin: m/z: 1378.69 *’QQTNIDVIYER?""; m/z: 1754.88 **VFYSFIDDKNHNKK"’

Az 5. (28 illeszkedd peptid 34 detektaltbol, 62%-os szekvencia-lefedettség), 6. (19 illesz-
kedd peptid 26 detektaltbol, 65%-os szekvencia-lefedettség), 10. (23 illeszkedd peptid 33 de-
tektaltbol, 67,9%-o0s szekvencia-lefedettség) mintdban B-hemolysint (mas néven foszfolipaz

C-t) talaltunk, a 9-ben pedig SplIB szerin proteazt (8 illeszkedd peptid 9 detektaltbol, 32,9%-
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os szekvencia-lefedettség). Ez utobbi mintaban is a legintenzivebb peptideken PSD megerdsi-

tést is végeztiink: m/z: 1399,66 *°"GFNFNDNVTPFK'*'.

4.7.3.2. Az 14287/1 torzs membranfrakciéjaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkez6 fehérjék

Az 14287/1 torzs membranfrakcidjanak analizisekor 6t nitrocefint bontd aktivitassal ren-
delkez6 foltot analizaltunk (17. abra). Az 1. és 2. pl-je bazikus (pH 9-10), a tobbi fehérjéé sa-
vas (pH 3-4).

- - 8
17. abra: Az 14287/1 torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektala-
sa. A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonté aktivi-
tasukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Az 1. és 2. foltban csak lizozimot lehetett kimutatni. A 3. és a 4. mintaban a BlaZ B-

crer

nositottuk az m/z 1096,54-as peptid csucs PSD spektruma alapjan, — ami megfelel a fehérje
[87-95] szakaszanak, (R) AGQFYINQR (W) szekvenciaval, 13 illeszkedé peptid 37 detek-
taltbol, 39%-os szekvencia-lefedettség mellett.
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4.7.4. A 9989 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkez6 fehérjéi

4.7.4.1. A 9989 torzs fermentlevében azonositott 3-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

E torzs esetében mar eldzetesen megallapithatd volt a bioldgiai titralas illetve spektrofoto-
metrids enzimaktivitds-mérés alapjan, hogy a torzs fermentleve nem mutat intenziv B-
laktamaz aktivitast. Ennek ellenére a gélen (18. dbra) lathat6 6t nem tul nagy nitrocefin-bonto
aktivitasa fehérje, foként a bazikus (1., 2.: pH 9-10; 3.: pH 8) illetve a semleges — kissé savas
(4.: pH 7; 5.: pH 4-5) pH tartomanyban, melyeket azonositottunk.

N TN —
| - i
5. -Sid
v 8 ®) @
. i 3
+ +
| . — e S SEe—

18. abra: A 9989 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasa fehérjéinek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbdolum a pH 3 véget jelzi.

Az 1. folt (kb 32 kDa, pI 9) y-hemolizint (B prekurzor) tartalmazott. A 2. foltban (kb. 30
kDa, pI 9) a-hemolizin volt jelen. A 3. minta (kb. 28 kDa, pI 8) a- és y-hemolizint (utébbi C
prekurzorat) tartalmazott, csakiigy, mint a 4. potty (kb. 28 kDa, pl 7). Az 5. minta (kb. 28
kDa, pI 4,5) a-hemolizint tartalmazott. Mivel az azonositast LC-MS-sel végeztiik, és egyetlen
fragment sem utalt 3-laktamdz jelenlétére, ezért valdszintileg valoban ezek a fehérjék voltak
feleldsek a nitrocefin hidroliziséért.

Az a-hemolizin, amit a 2. (17 peptid, 61%-0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search
Score: 272,23), 3. (10 peptid, 45%-0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 149.4),
4. (27 peptid, 70%-os szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 406,74). és 5. (27 peptid,
70%-o0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 395,36). folt is tartalmazott, a kdvetke-

z0 aminosav sorrenddel rendelkezik:
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MKTRIVSSVT TTLLLGSILM NPVAGAADSD INIKTGTTDI GSNTTVKTGD
LVTYDKENGM HKKVFYSFID DKNHNKKLLV IRTKGTIAGQ YRVYSEEGAN
KSGLAWPSAF KVQLQLPDNE VAQISDYYPR NSIDTKEYMS TLTYGFNGNV
TGDDTGKIGG LIGANVSIGH TLKYVQPDFK TILESPTDKK VGWKVIFNNM
VNONWGPYDR DSWNPVYGNQ LFMKTRNGSM KAADNFLDPN KASSLLSSGF
SPDFATVITM DRKASKQQTN IDVIYERVRD DYQLHWTSTN WKGTNTKDKW
TDRSSERYKI DWEKEEMTN

A félkovér vorossel jelolt részeket a 2., 4. és 5. mintdban azonositottuk, a normal vordssel
jelolteket csak a 4. és 5. mintaban, félkdvér kékkel a csak 4., normal kékkel a csak 5. minta-
ban.

A y-hemolizin B prekurzor a 1-es foltben volt megtalalhatd, 36711,2 Da molekulatomegii
(20 peptid, 64%-os szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 320,3), és a kovetkezd
aminosav sorrenddel rendelkezik (a detektalt fragmentek szekvencidja félkovér vorossel ki-
emelve):

MKMNKLVKSS VATSMALLLL SGTANAEGKI TPVSVKKVDD KVTLYKTTAT
ADSDKFKISQ ILTFNFIKDK SYDKDTLVLK ATGNINSGFV KPNPNDYDFS
KLYWGAKYNV SISSQSNDSV NVVDYAPKNQ NEEFQVQNTL GYTFGGDISI
SNGLSGGLNG NTAFSETINY KQESYRTTLS RNTNYKNVGW GVEAHKIMNN
GWGPYGRDSF HPTYGNELFL AGRQSSAYAG QNFIAQHQMP LLSRSNFNPE
FLSVLSHRQD GAKKSKITVT YQREMDLYQI RWNGFYWAGA NYKNFKTRTF
KSTYEIDWEN HKVKLLDTKE TENNK

A vy-hemolizin C prekurzorat a 3. (15 peptid, 41%-0s szekvencia-lefedettség, MS/MS

Search Score: 210,75) és 4. (2 peptid, 8%-o0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score:
30,48) foltban taldltuk meg. Ez egy 35642,0 Da tomegli prekurzor, aminosav sorrendje az
alabbiakban lathato:
MLKNKILTTT LSVSLLAPLA NPLLENAKAA NDTEDIGKGS DIEIIKRTED
KTSNKWGVTQ NIQFDFVKDK KYNKDALILK MQGFISSRTT YYNYKKTNHV
KAMRWPFQYN IGLKTNDKYV SLINYLPKNK IESTNVSQIL GYNIGGNFQS
APSLGGNGSF NYSKSISYTQ QNYVSEVEQQ NSKSVLWGVK ANSFATESGQ
KSAFDSDLFV GYKPHSKDPR DYFVPDSELP PLVQSGFNPS FIATVSHEKG
SSDTSEFEIT YGRNMDVTHA IKRSTHYGNS YLDGHRVHNA FVNRNYTVKY
EVNWKTHEIK VKGQN

Félkovér voros betlitipussal jeloltem a csak a 3. foltban azonositott, kékkel a mindkét min-

taban azonositott részeket.
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4.7.4.2. A 9989 torzs membranfrakciéjaban azonositott -laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs membranfrakciojaban egyetlen B-laktamaz aktivitassal rendelkezd fehérjét sikeriilt

kimutatnunk a savas (pl 4) tartomanyban (19. abra).

-
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19. abra: A 9989 torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasa fehérjéinek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros kor jelzi az azonositasra elkiildott

fehérjét. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Az azonositott fehérje a BlaZ penicillindz volt. A detektalt részek a szekvenciaban vords
félkovér betlitipussal vannak jelolve:
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKYV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

4.7.5. A 9800 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezé fehérjéi

4.7.5.1. A 9800 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

Hasonloan az el6z6 torzshéz, a 9800 sem bizonyult az eldzetes mérések alapjan sok B-
laktamdzt termeld torzsnek. Ennek ellenére a gélen lathatd harom nem tul nagy nitrocefin-
bonto aktivitasu fehérje, bazikus — semleges (1.: pH 8; 2.: pH 7 koriil) illetve savas (3.: pH 4-
5) pH tartomanyban, melyeket azonositottunk (20. abra).
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20. dbra: A 9800 torzs extracellularls ﬁ laktamaz aktivitasu feherjelnek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-
dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Az 1. foltban (kb. 30 kDa, pl 8) az a-hemolizint, a 2. foltban (kb. 30 kDa, pI 7) a-
hemolizint és B-hemolizint, a 3. foltban (kb. 28 kDa, pl 5) a BlaZ penicillindzt azonositottunk.
Mivel az azonositast LC-MS-sel végeztiik, és az elsd két foltban egyetlen fragment sem utalt
B-laktamazra, ezért ott valdszintileg a hemolizinek voltak valdban feleldsek a nitrocefin hidro-
liziséért.

Az 1. mintaban detektalt a-hemolizin a kovetkez0 aminosav-sorrenddel rendelkezik (26
peptid, 70%-o0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 388,11), a szekvenciaban a fél-
kovér szines (voros és kék) betiitipus jelzi a detektalt részeket:

MKTRIVSSVT TTLLLGSILM NPVAGAADSD INIKTGTTDI GSNTTVKTGD
LVTYDKENGM HKKVFYSFID DKNHNKKLLYV IRTKGTIAGQ YRVYSEEGAN
KSGLAWPSAF KVQLQLPDNE VAQISDYYPR NSIDTKEYMS TLTYGFNGNV
TGDDTGKIGG LIGANVSIGH TLKYVQPDFK TILESPTDKK VGWKVIFNNM
VNQNWGPYDR DSWNPVYGNQ LFMKTRNGSM KAADNFLDPN KASSLLSSGF
SPDFATVITM DRKASKQQTN IDVIYERVRD DYQLHWTSTN WKGTNTKDKW
TDRSSERYKI DWEKEEMTN

A maésodik folt a- és B- hemolizint tartalmazott. Az ebben a foltban detektalt a-hemolizin
részeket (13 peptid, 46%-o0s szekvencia-lefedettség, MS/MS Search Score: 174,55) a fenti
szekvencidban vastag vords betlitipussal emeltem ki.

A B-hemolizin aminosav sorrendje a kdvetkezd (18 peptid, 47%-0s szekvencia-lefedettség,
MS/MS Search Score: 273,75), félkovér vords betiitipussal kiemelve jeldltem az azonositott

részeket:
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MVKKTKSNSL KKVATLALAN LLLVGALTDN SAKAESKKDD TDLKLVSHNV
YMLSTVLYPN WGQYKRADLI GQSSYIKNND VVIFNEAFDN GASDKLLSNV
KKEYPYQTPV LGRSQSGWDK TEGSYSSTVA EDGGVAIVSK YPIKEKIQHV
FKSGCGFDND SNKGFVYTKI EKNGKNVHVI GTHTQSEDSR CGAGHDRKIR
AEQMKEISDF VKKKNIPKDE TVYIGGDLNV NKGTPEFKDM LKNLNVNDVL
YAGHNSTWDP QSNSIAKYNY PNGKPEHLDY IFTDKDHKQP KQLVNEVVTE
KPKPWDVYAF PYYYVYNDFS DHYPIKAYSK

A 3. mintdban a BlaZ B-laktamazt mutattuk ki, a voros félkovér betiitipussal kiemelt része-
ket sikertilt detektalni a tomegspektrometriai analizis soran:
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

4.7.5.2. A 9800 torzs membranfrakciojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal
rendelkez6 fehérjék

A torzs membranfrakcidjaban egy-egy nitrocefindz aktivitassal rendelkezd fehérjét azono-

sitottunk savas (pH 4) és bazikus (pH 9-10) pH-nal (21. abra).
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21. abra: A 9800 torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A

bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbdélum a pH 3 véget jelzi.
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Mind a két fehérje a BlaZ penicillinaz volt. Az alabbi szekvencidban félkdvér voros bettiti-
pussal jeloltem a mindkét mintdban detektalt részeket, félkovér kék betiitipussal a csak az 1.
mintdban detektéaltakat, és normal kék betlitipussal a csak a 2. mintadban detektalt részt:
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKYV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

4.7.6. Az a36 torzs azonositott -laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.6.1. Az a36 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

Mivel az 6sszes klinikai izolatumunkbdl csak a BlaZ penicillinazt sikeriilt kimutatni, mint
az egyetlen B-laktamaz aktivitassal rendelkezd fehérjét, ezért elkértiik Dr. Massidatol azt a két
torzset, melyek B-laktamaz profilja alapjan elinditottuk kutatasunkat (Massidda, et al., 1992).

Az a36 torzs extracellularis fehérjéi kozott harom jelentdsebb és két kevésbé intenziv
nitrocefin-bont6 aktivitassal rendelkezdt talaltunk (22. abra). A fehérjék a savas régidban he-
lyezkedtek el (1., 4., 5.: pH 4, 2.: pH 5), minddsszesen egy fehérjét talaltunk a bazikus régio-
ban (3.: pI 9-10).

+

22. abra: Az a36 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A
bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimboélum a pH 3 véget jelzi.
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Az azonositott fehérjék koziil haromrol deriilt ki, hogy valoban B-laktamaz. Az 1. mintanal
37 detektalt csticsbol 17 (47%-o0s szekvencia-lefedettség mellett), a 2-nal 14 detektalt csucs-
bol 7 (29,5%-0s szekvencia-lefedettség mellett), a 3-nal pedig 20-bol 17 csucs (45%-0s szek-
vencia-lefedettség mellett) bizonyitotta a BlaZ -latamdz jelenlétét.

A 4. mintaban foszfatidil-inozitol-foszfodiészterazt (EC 4.6.1.13) azonositottunk (9 csucs
28 detektaltbol, 28,9%-os szekvencia-lefedettség), melynek nitrocefin bontd aktivitdsa nem
ismert. A sejtciklusban a szerepe, hogy a 1-foszfatidil-D-mio-inozitolt D-mio-inositol-1,2-
ciklikus foszfatta és diacilglicerolla hasitja. Ennél a fehérjénél a PSD megerdsitette a m/z:
941.43 >TFEEIFR'"' peptid jelenlétét.

Az 5. fehérjefoltbol leukodcidint (LukS komponens, gi|13549150, 35 detektalt csticsbol 20
illeszkedik, 59%-0s szekvencia-lefedettség mellett), és a-hemolizint (8 illeszkedd csucs 15
detektaltbol, 26%-os szekvencia-lefedettség) mutattunk ki A PSD megerdsitette a
leukocidinbél szarmazé, m/z: 1265,59, WPFQYNIGLK® szekvenciaji peptid jelenlétét.

4.7.6.2. Az a36 torzs membranfrakciojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs membranfrakcidjdban is elvégeztiik a B-laktamaz aktivitast fehérjék detektalasat és
azonositasat. Osszesen harom aktiv foltot tudtam detektalni, ezek koziil a két bazikus pl-jii
(1., 2.: pH 9-10-nél) nem mutatott jelentésebb aktivitast (23. dbra).
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23. abra: Az a36 torzs membran li-laktam;iz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A bal
oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonté aktivitasukat. A
jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiildott fe-

hérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.
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Az els6 mintabdl csak lizozimot sikeriilt kimutatni. A masodik minta 50S riboszomalis fe-
hérje volt. A 3. minta esetén 51 csticsbol 18 illeszkedett BlaZ B-laktamdz enzimre 65 %-os le-

fedettség mellett.

4.7.7. Az a53 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.7.1. Az a53 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo

fehérjék

Az a53 torzs extracelluldris frakcidjdban hat B-laktamdz aktivitassal biro fehérjét is detek-
taltam, bar igazan jelentds aktivitast csak egy, a 2. mutatott. A fehérjék foként a savas régio-
ban helyezkedtek el ebben az esetben is (pl 3, 4-5), egy fehérje pedig a bazikus (plI 9-10) tar-
tomanyban (24. dbra).

24. abra: Az aS3 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A

+

bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivitasu-
kat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiil-

dott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbdolum a pH 3 véget jelzi.

A tomegspektrometrids analizis soran kidertilt, hogy az 1. (25 illeszkedd csucs 32 detek-
taltbol, 68%-os szekvencia-lefedettség), a 2. (24 illeszkedd cstics 35 detektaltbol, 60%-os
szekvencia-lefedettség,) és 6. (22 illeszkedd csucs 37 detektaltbol, 49%-os szekvencia-
lefedettség) minta ebben az esetben is a BlaZ penicillinaz. A 2. mintaban a PSD megerdsitette
az m/z: 2085.05, ""VTNPVRYEIELNYYSPK'® szekvencia jelenlétét. A 4. mintiban a
£1/13549150, leukocidin LukS komponenst mutatta ki az analizis, 17 csucs illeszkedik a de-
tektalt 28-bol erre a fehérjére, a szekvencia-lefedettség 47%, és az m/z: 1548,59 fragment
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PSD-vel a **'GSSDTSEFEITYGR™* szekvencidnak felel meg. Ebben a mintidban még a-
hemolizint is kimutattunk (gi|2914569, Chain A), a maradék 11 csucsbol 9 illeszkedett erre a
fehérjére, 30%-o0s szekvencia-lefedettség mellett. Az 5. mintaban a gi|5822083 Chain A,
Leukocidin F (Hlgb) volt jelen, 14 illeszkedd csucsot talaltunk 16 detektaltbol, 39%-os szek-
vencia-lefedettség mellett, a PSD megerdsitette az m/z: 1646,72, *'’SNENPEFLSVLSHR***
peptid jelenlétét. A 3. foltban 31 detektalt csucsbol 19 illett a gi|21283483 SplB szerin
proteazra (40%-os szekvencia-lefedettség), PSD-vel megerdsitettik az m/z: 1798,83,
BVKDTNIFPYTGVVAFK®® peptid jelenlétét. A fehérjének nem ismert a lehetséges szerepe

a B-laktamok bontasaban, viszont az 14287/1 torzs esetében is kimutattuk a jelenlétét.

4.7.7.2. Az a53 torzs membranfrakciojaban azonositott 3-laktamaz aktivitassal

rendelkez6 fehérjék

A torzs membranfrakciojat eldszor ugyanolyan moddszerekkel izoldltuk, mint az GOsszes
tobbi torzs esetében. A torzs nagyfoku lizozim-rezisztencidja miatt tobb tenyészetbdl sikertilt
csak kis mennyiségli membrant izolalni, 2 mg/ml lizozim koncentracioé alkalmazasaval. E16-
szOr ebben az esetben is 7 cm-es IEF gélcsikot alkalmaztunk a fehérjék izoelektromos pont
szerinti elvalasztisara. Hairom aktiv foltot tudtunk detektélni, egyet pH 3-4, és kettét pH 9-10
tartomanyban (25. abra).

Az elemzg€s soran csak a 3. mintabol sikeriilt valoban B-laktamazt kimutatnunk, mely szin-

tén a BlaZ volt, a masik két mintaban csak lizozimot talaltunk.
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25. abra: Az aS3 torzs membran B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa. A bal
oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonté aktivitasukat. A
jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiildott fe-

hérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.
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Mivel az olasz kutatécsoport ugy gondolta, hogy jelentds oxacillindz aktivitasa miatt ebbdl
a torzsbol mindenképpen ki lehet mutatni az oxacillinazt, ezért megismételtiik a kisérletet, ez-
uttal melldzve a membran izolalasakor hasznalt lizozimot és X-press-szel feltarva a sejteket,
illetve 17 cm-es pH 3-10 IEF gélcsikon végezve az izoelektromos pont szerinti elvalasztast. A
gélen szintén harom aktiv foltot tudtunk detektalni, de ezuttal kettdt a savas (1.: pH 3; 2.: pH
4) és egy nem tul aktiv foltot a bazikus (3.: pH 9-10) régioban (26. abra).
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26. bra: Az a53 torzs membran B-laktamaz aktivitasa fehérjéinek detektalasa. A bal
oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivitasukat. A
jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra elkiildott fe-

hérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbo6lum a pH 3 véget jelzi.

Az azonositas soran az els6 két minta BlaZ B-laktaméaznak bizonyult (13 illeszkedd cstics
26 detektaltbol, 36%-o0s szekvencia-lefedettség, illetve 30 illeszkedd csucs 40 detektaltbol,
70%-o0s szekvencia-lefedettség), a 3. foltbdl csak az L1 50S riboszomalis fehérjét sikertiilt ki-
mutatni (gi|15923528, 16%-0s szekvencia-lefedettség).

4.7.8. Az 19599/3A torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.8.1. Az 19599/3 A torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs fermentlevében egy B-laktamazt sikeriilt detektdlni savas tartomanyban (pl 4),

amint az a 27. abran lathato.
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27. dbra: A 17599/3A torzs extracellularis B-laktamaz aktivitas fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros kor jelzi az azonositasra elkiildott

fehérjét. A gélek levagott sarkaban a + szimbdélum a pH 3 véget jelzi.

Ez a fehérje is a BlaZ B-laktamaznak bizonyult:
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

A tomegspektrométerrel azonositott peptid fragmenteket félkovér piros betlitipussal jeldl-

tem.
4.7.8.2. Az 19599/3A torzs membranfrakciojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal
rendelkez6 fehérjék

A torzs membranfrakcidjaban négy B-laktamaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét detektal-
tunk, kettot savas (1.: pH 4; 2.: pH 5), kettot bazikus (2., 4.: pH 9-10) tartomanyban (28. ab-

ra).
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28. zibr;:rA 17599/3A torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasa fehérjéinek detektz’tlz:l-
sa. A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonté aktivi-
tasukat. A jobb oldali CBB R-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Mind a négy enzimet a BlaZ penicillindzként azonositottuk. Az alabbi szekvencidban piros
félkovér betiitipussal jeloltem az 1., 3. és 4. mintaban detektalt fragmenteket, normal vordssel
a csak a 4. mintaban, félkovér kékkel az 1. és 4. mintaban, normal kékkel a csak az 1. és dolt-
tel a 2. mintdban is megtalalhato részeket:

MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGYV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

4.7.9. Az 19599/3B torzs azonositott -laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.9.1. Az 19599/3B torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkez6 fehérjék

E torzs fermentlevében is csak egy B-laktamazt sikertiilt detektalni a savas (pH 4) régidoban

(29. abra).
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29. abra: A 17599/3B torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek

detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros kor jelzi az azonositasra elkiildott

fehérjét. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Az azonositott enzim szintén a blaZ altal kodolt penicillinaz. A detektalt peptideket ki-
emeltem félkovér vastag betiivel a szekvencidban:
MKKLIFLIVI ALVLSACNSN SSHAKELNDL EKKYNAHIGV YALDTKSGKE
VKFNSDKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KALIEASMTY SDNTANNKII KEIGGIKKVK QRLKELGDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKENKKFLLD
LMLNNKSGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPKGQSEPI
VLVIFTNKDN KSDKPNDKLI SETAKSVMKE F

4.7.9.2. Az 19599/3B torzs membranfrakciojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A 17599/3B torzs esetében harom B-laktamazt detektaltunk a gélen, kettd savas (1.: pH 4;
2.:pH 5), egy bazikus (3.: pH 9-10) pH-nal jelent meg (30. abra).
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30. abra: A 17599/3B torzs membrankotott B-laktamaz aktivitisa fehérjéinek detektala-
sa. A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonté aktivi-
tasukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimb6lum a pH 3 véget jelzi.

Mind a harom fehérje a BlaZ penicillinaz volt.
4.7.10. A 7789/47 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi

4.7.10.1. A 7789/47 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A nitrocefinnel el6hivott gélen két aktiv foltot tudtunk detektalni, de a parhuzamos gélen
nem volt egyértelmii, hogy melyik folt lehet az aktivitds forrasa, igy Osszesen négy fehérjét

analizaltunk (31. ébra).

3

31. abra: A 7789/47 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimb6lum a pH 3 véget jelzi.
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Végiil is a 2. jelti minta bizonyult az aktivitas forrdsanak, ebbdl a pottybol sikeriilt kimu-

tatni a BlaZ penicillinazt. Az LC-MS-sel azonositott peptidek az alabbi tablazatban lathatok:

12. Tablazat: A 2. mintaban LC-MS-sel azonositott fragmentek.

Mr(obs): observed molecular weight = tapasztalt molekulatomeg; Mr(expt): expected

molecular weight = vart molekulatomeg; Mr(calc): calculated molecular weight = sza-

molt molekulatomeg; ADa: a vart és a szamolt molekulatomeg kiilonbsége; Ion’s score:

ionra szamitott pontérték

Mr(obs) Mr(expt) Mr(calc) ADa szekvencia ion’s
SCOore
721.5600 | 1441.1054 | 1440.7249 | 0.3806 | *YNANIGVYALDTK" 89
437.8300 | 873.6454 |873.4232 02222 | FAYASTSK® 29
844.1200 | 1686.2254 | 1685.9352 | 0.2903 | “’AINSAILLEQVPYNK™ 73
Methyl (DE)
563.2500 | 1686.7282 | 1685.9352 |0.7930 | ®’AINSAILLEQVPYNK®' 23
Methyl (DE)
656.9400 | 1967.7982 | 1967.0728 | 0.7254 | **VHINKDDIVAYSPILEK'"” 43
Methyl (DE)
518.9500 | 1035.8854 | 1035.5964 | 0.2890 | 'YVGKDITLK'" 32
3432900 | 684.5654 | 684.3919 |0.1736 | "°VINPVR'> 21
3433000 | 684.5854 | 684.3919 [0.1936 | "°VINPVR'® 27
561.9300 | 1121.8454 | 1121.5717 |0.2738 | ""KDTSTPAAFGK'” 82
497.9200 |993.8254 [993.4767 |0.3487 | '®KDTSTPAAFGK'” 35
308.3900 | 614.7654 | 614.3751 | 0.3903 | "™*LIANGK'™ 25
380.8900 | 759.7654 |759.4127 |0.3528 |?’NGDTLIK*" 40
380.9100 | 759.8054 | 759.4127 |0.3928 |“’NGDTLIK*" 33
527.4400 | 1052.8654 | 1052.5251 | 0.3404 | *°SGQAITYASR™’ 89
526.8900 | 1051.7654 |1051.5338 | 0.2316 | “°NDVAFVYPK** 43
527.0400 | 1052.0654 | 1051.5338 | 0.5316 | “°NDVAFVYPK** 60
773.1500 | 1544.2854 | 1543.8610 | 0.4245 | **GQSEPIVLVIFTNK™® 87
780.0900 | 1558.1654 | 1557.8766 |0.2888 | **GQSEPIVLVIFTNK*® 54
Methyl (DE)
381.3400 | 760.6654 | 760.4330 | 0.2324 |**LISETAK""” 44

Az adatbazisban az azonositott fragmentek két BlaZ varidnsra is illeszkedtek, egy-egy
fragment pedig, melyeket félkovér betiitipussal emeltem ki a tdblazatban, csak egy-egy vari-
ansra volt jellemzd (szekvencia-lefedettség: Osszesen 42%). Az egyik azonositott BlaZ vari-
ans a gi|33416277 NCBI GI azonositasi szamu tgynevezett referencia szekvencia (22%-0s
szekvencia-lefedettség), a masik ennek egy kb. 7%-ban eltérd variansa, a gi|3603441 azonosi-
tasi szamu, b-tipusu B-laktamaznak nevezett fehérje (23%-os szekvencia-lefedettség).

A vastagitott “* GQSEPIVLVIFTNK®*® a gi|33416277 azonositasi szamu BlaZ fehérjére

jellemzd, a gi|3603441 szamuban nincs jelen, bar ennek az is lehet oka, hogy esetleg a rekord
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nem a teljes szekvenciat tartalmazza. A **YNANIGVYALDTK™ peptid a gi|3603441 szama
variansbol szarmazik, mert a referencia szekvenciaban az alahuzott N (aszparagin) helyén H
(hisztidin) van.

Az 1. minta keverék volt, egy gi|15925406 azonositasi szamu foszfoglicerat mutdzt azono-
sitottunk benne (44 detektalt csucsbol 22 illeszkedett, 53%-at lefedve a szekvencianak), a 44
detektalt csucs masik fele (23 cstics) illeszkedett a gi|21283860 szdmt MW2131 hipotetikus
fehérjére (46%-0s szekvencia-lefedettség). A 3. mintabol tridzfoszfat-izomerazt
(g1|/15923764) lehetett kimutatni (49 detektalt csticsbol 25 illeszkedett, 72% szekvencia-
lefedettség, PSD-vel megerésitettiik az m/z: 1703,82, '“SVVIAYEPIWAIGTGK'™ peptid
jelenlétét); a 4. mintaban 30%-o0s szekvencia-lefedettséggel ugyanez a fehérje, és 46%-o0s

szekvencia-lefedettséggel a gi|21283450 azonositasi szamu transzaldolaz is fellelhetd volt.

4.7.10.2. A 7789/47 torzs membranfrakcidojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkez6 fehérjék

A torzs membranfrakcidjaban harom B-laktamaz aktivitassal rendelkez6 fehérjét sikeriilt

detektalni a bazikus pH tartomanyban (1.: pH 9; 2.: pH 10), amint a 32. dbran lathato.
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32. abra: A 7789/47 torzs membrankotott B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bonto aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-

kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimb6lum a pH 3 véget jelzi.

Az 1. fehérjét nem sikeriilt azonositani (még LC-MS-sel is csak lizozimot lehetett kimutat-
ni a mintabol). A kettes szdmut ,,type b” B-laktaméazként hataroztuk meg (gi|3603441, 29 de-
tektalt csucsbol 20 illeszkedett 60%-o0s szekvencia-lefedettség mellett), a harmadik pedig egy

2149484630 azonositasi szamu extracellularis oldott anyag-kotd lipoproteinnek bizonyult (26-
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bol 15 illeszkedd csucs, 50%-os lefedettség, PSD-vel megerdsitve: m/z: 1714.9000,
"2ESKPYTFSSAVLVIR '),

4.7.11. A 7789/98 torzs azonositott B-laktamaz aktivitassal rendelkezo fehérjéi
4.7.11.1. A 7789/98 torzs fermentlevében azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A torzs elektroforetogramjan csak egy B-laktamaz aktivitassal rendelkezd foltot azonositot-

tunk a savas (pH 4) régidban (33. 4bra).

- —_—

+ N

33. abra: A 7789/98 torzs extracellularis B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

A fehérje szintén a BlaZ penicillinaznak bizonyult. MALDI-TOF detektorral 19 detektalt
peptidbdl 9 illeszkedett a BlaZ fehérjére, ez 34,2%-o0s szekvencia-lefedettséget jelent. LC-
MS/MS-sel a 13. tdblazatban felsorolt peptideket azonositottuk.

A spektrum vizsgalatakor, egy jabb lekeresés alkalmaval 16 detektalt fragmentumbol 13-
at illesztett a program a BlaZ fehérjére. Ezek kozott volt négy olyan csucs, mely nem illesz-
kedett az elézdekben azonositott gi|33416277 azonositasi szamu referencia BlaZ szekvencia-
ra. Ezeket a 14. tablazatban tlintettem fel. A 34. abran lathaté a mintaban jelenlévo B-laktamaz
¢€s a tobbi mintaban detektalt gi|33416277 B-laktamaz tipikus MALDI-TOF MS tomeg spekt-
ruma (az 14287/1 / E3 mintabol). Az abran csillaggal jeloltem meg azokat a fragmentumokat,
melyek csak az adott azonositott B-laktamazra jellemzdek, és semmiképpen sem lehetnek je-

len a masik fehérjében.
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13. Tablazat: A mintiaban LC-MS/MS-sel azonositott fragmentek.

M-+H: tomeg és toltés; m/z: tomeg/toltés; ADa: az adatbazisban azonositott és a mért

(szamolt) tomeg kozotti kiilonbség; Score: ionra szamitott pontérték

M+H m/z ADa peptid score
1053.2527 527.1300 -0.14 “°SGQAITYASR™ 25.9
1052.5327 526.7700 -0.0042 “NDVAFVYPK** 27.0
1954.2254 652.0800 0.054 SVHINKDDIVAYSPILEK'*” 29.5
1672.8127 836.9100 -0.057 5 AINSAILLEQVPYNK® 26.6
1418.5527 709.7800 -0.066 BSTYEIELNYYSPK ' 22.8
994.4127 497.7100 -0.036 "DTSTPAAFGK'"™ 16.7
874.1727 437.5900 -0.13 “FAYASTSK®® 18.0

14. Tablazat: A mintaban azonositott fragmentek.

Mr(obs): a spektrumon detektalt cstiicsok molekulatomege; Mr(expt): a gi|33416277

azonositasi szamu fehérjére jellemz6 csics molekulatomege

Mr(obs) | szekvencia (gi|67973147) Mr(expt) | szekvencia (gi|33416277)

1605.91 | "FNADKRFAYASTSK® 1621.77 | FNSDKRFAYASTSK®

1973.12 | **NQSEPIILVIFTNKDNK™' | 1902.18 | **GQSEPIVLVIFTNKDNK"'

1987,14 | *NQSEPIILVIFTNKDNK™' | 1916.22 | **GQSEPIVLVIFTNKDNK*"'
MethylDE MethylDE

2498.20 | ""DITLKELIEASMKYSDNT | 2413.68 | "'DITLKALIEASMTYSDNT
ANNKlZS ANNK]ZS

Ami érdekes, hogy az elézéekben detektalt “*NDVAFVYPK** (1052.19 Da) szekvencia
(13. tablazat) a gi|67973147 azonositasi szamu variansban “*NDVAFIYPK*** (1066.22 Da),

vagyis a torzs vagy mindkét B-laktamazzal rendelkezik, vagy egy olyan szekvencia-

varianssal, mely még nincs az adatbazisban.
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34. abra: BlaZ szekvenciavariansok spektrumanak osszehasonlitasa. (A): A gi|33416277
-laktamaz tipikus MALDI-TOF MS tomeg spektruma (14287/1 / E3 minta). 38 csucs
illaszkedett 43 detektaltbol. A megfelel6é peptidek a szekvencia 79%-at fedték le. (B): A
7789/98 / E1 minta MALDI-TOF MS spektruma. 13 a detektalt 16 csiucsbdol a
gi|67973147 B-laktamaz szekvencidjara illeszkedett. A szekvencia-lefedettség 44% volt.

A csillagok az azonositott BlaZ szekvencia-variansra jellemzo peptideket jelolik (ame-

lyek nem jelenhetnek meg a masik variansban).
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4.7.11.2. A 7789/98 torzs membranfrakciojaban azonositott B-laktamaz aktivitassal

rendelkezo fehérjék

A regeneralt fehérjéket tartalmazd gélen harom aktivitdst mutatéd foltot tudtunk detektalni
(35. abra). Mivel a parhuzamos gélen nem volt egyértelmii, hogy melyik fehérjékrdl van szo,

igy hat foltot kiildtem el analizisre (1., 2.: pH 9-10; 3., 5.: pH 3; 4., 6.: pH 4 koriil).

— It

35. abra A 7789/98 tii’l“;imembrzinkiitiitt B-laktamaz aktivitasu fehérjéinek detektalasa.
A bal oldali gélben regeneraltuk a fehérjéket és detektaltuk a nitrocefin-bont6 aktivita-
sukat. A jobb oldali CBB G-250-nel festett gélen piros korok jelzik az azonositasra el-
kiildott fehérjéket. A gélek levagott sarkaban a + szimbolum a pH 3 véget jelzi.

Minden foltban lizozimot és riboszémalis fehérjéket is talaltunk (az 1., 2., 5., 6. foltban
még LC-MS-sel sem talaltunk mas fehérjére utald peptidfragmentet), de a 3-as és 4-es foltban
sikerlilt kimutatni ezek mellett az adatbazisban ,,b tipust”-ként feltiintetett B-laktamazt is
(g1|3603441). A 3. mintdban azonositott fehérje szekvencidjaban piros félkovér betiitipussal
kiemelve lathatoak az azonositott peptidek (ezeknek a peptideknek a paramétereit a 15. tabla-
zatban tiintettem fel); aldhtizva azok az aminosavak vannak, melyek eltérnek a gi|33416277
MKKLILLIAI ALVLSACNST SSHAKELNNL EKKYNANIGV YALDTKSGKE
VKFNADKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KELIEASMKY SDNTANNKII NEIGGIKKIK KRLKKL.GDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKKNKNFLLD
LMLNNKNGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPK
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15. Tablazat: A 3. mintaban LC-MS-sel azonositott fragmentek.

Mr(obs): observed molecular weight = tapasztalt molekulatomeg; Mr(expt): expected

molecular weight = vart molekulatomeg; Mr(calc): calculated molecular weight = sza-

molt molekulatomeg; ADa: a vart és a szamolt molekulatomeg kiilonbsége; Ion’s score:

ionra szamitott pontérték

Mr(obs) Mr(expt) Mr(calc) ADa szekvencia ion’s
SCOore
837,4900 | 1672,9654 | 1671,9195 |1,0459 | “’AINSAILLEQVPYNK" 47
461.2100 |920.4054 |919.4684 |0.9370 | '“ELIEASMK'"” 37
366.9200 | 1097.7382 | 1097.6193 |0.1189 | "*LGDKVTNPVR'> 34
527.5100 | 1053.0054 | 1052.5251 | 0.4804 | “°SGQAITYASR™*” 80

A 4. mintdban azonositott fehérje szekvencidjaban piros félkovér betiitipussal kiemeltem
az azonositott peptideket (ezeknek a peptideknek a paramétereit a 16. tdblazatban tiintettem
fel), aldhtizva azok az aminosavak vannak, melyek eltérnek a gi|33416277 azonositasi szamu
B-laktamaz szekvencidjaétol:

MKKLILLIAT ALVLSACNST SSHAKELNNL EKKYNANIGV YALDTKSGKE
VKFNADKRFA YASTSKAINS AILLEQVPYN KLNKKVHINK DDIVAYSPIL
EKYVGKDITL KELIEASMKY SDNTANNKII NEIGGIKKIK KRLKKLGDKV
TNPVRYEIEL NYYSPKSKKD TSTPAAFGKT LNKLIANGKL SKKNKNFLLD
LMLNNKNGDT LIKDGVPKDY KVADKSGQAI TYASRNDVAF VYPK

16. Tablazat: A 4. mintaban LC-MS-sel azonositott fragmentek.

Mr(obs): observed molecular weight = tapasztalt molekulatomeg; Mr(expt): expected
molecular weight = vart molekulatomeg; Mr(calc): calculated molecular weight = sza-
molt molekulatomeg; ADa: a vart és a szamolt molekulatomeg kiilonbsége; Ion’s score:

ionra szamitott pontérték

Mr(obs) Mr(expt) Mr(calc) ADa szekvencia ion’s
SCOre
785.6500 | 1569.2854 | 1568.8198 | 0.4656 | *>KYNANIGVYALDTK" 82
438.0700 | 874.1254 | 873.4232 | 0.7022 | FAYASTSK® 33
527.5000 | 1052.9854 |1052.5251 |0.4604 | “°SGQAITYASR™’ 65

A 15. és a 16. tablazatban a peptidszekvenciakban az alahtizott aminosavak a gi|33416277

azonositasi szamu referencia BlaZ B-laktamdz szekvencidjahoz képesti eltéréseket jelolik. Az

szekvencia a

gi[33416277

azonositasi  szamu

szekvenciaban

"ZALIEASMT'"’(YSDNTANNK), vagyis itt egy Uj tripszin hasitohely keletkezett; a
PKYNANIGVYALDTK® pedig *KYNAHIGVYALDTK™.
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5. MEGBESZELES

Napjainkban egyre nagyobb hangsulyt kapnak azok a kutatasok, melyek az Gjjonnan megje-
lend rezisztens torzsek okozta fertézések kezelésére 0j targeteket €s uj antibiotikumokat ke-
resnek, illetve fejlesztenek ki. Ami lathato, hogy az 1j antibiotikumok bevezetését kovetden
nagyon hamar, egy-két éven beliil megjelennek az elsé rezisztens torzsek. Ugy tiinik, ez ellen
nem sokat tehetiink, legfeljebb azt, hogy az 01j antibiotikumokat minél koriiltekintdbben, csak
igazan indokolt esetekben alkalmazzuk. Ami szerencsés koriilménynek mindsiilhet, hogy a
torzsekben megjelend rezisztencia extra alkalmazkodast, 0j fehérje kifejeztetését, (1j semlege-
sitd vagy éppen metabolikus Gtvonal kialakitasat, stb. igényel a sejttdl, mely, ha sokszor csak
kis mértékben is, de csokkenti a sejt életképességét (Hiramatsu, 2009). Ez alatt azt értem,
hogy ha az antibiotikum nincs jelen, a rezisztens torzsek hatranyba keriilnek nem rezisztens
fajtarsaikkal szemben, és kiszelektalodnak vagy elveszitik a rezisztencia kialakitasaért felelds
gént, esetleg olyan szigort szabalyozast fejlesztenek ki, mely csak lassu reagélést tesz lehetd-
vé az antibiotikum jelenlétében is (Howden, et al., 2010). Az clébbi esetre példa a
Staphylococcus aureus vancomycin rezisztencidja. Staphylococcusban a rezisztenciat az
Enterococcusokbol horizontalis géntranszferrel megszerzett vanA operon alakitja ki (Perichon
& Courvalin, 2009, Palmer, et al., 2010). Magukban az Enterococcusokban mas gének is sze-
repet jatszanak a rezisztencia kialakitdsaban (Courvalin, 2006), de ilyen génekkel rendelkezd
Staphylococcusokat még nem irtak le, valdszinlileg az életképesség csokkenése miatt
(Hiramatsu, 2009, Howden, et al., 2010). A masodik esetre példa a mecA gén expressziojanak
szabalyozasa, mely néha annyira szigort, hogy a mecA génnel rendelkez6 torzsek kozott is ta-
lalunk érzékeny illetve borderline methicillin rezisztenseket is (Chen, et al., 2009). Szintén
szerencsés koriilménynek kell tekinteniink azt is, hogy habar vannak multirezisztens torzsek,
azért a rezisztencia soha nem az G6sszes antibiotikum ellen alakul ki, illetve az 0j antibioti-
kumok ellen rezisztenciat kialakito térzsek sokszor érzékenyek a régi antibiotikumok koziil jo
néhanyra (Perichon & Courvalin, 2009). Ezért az j teriiletek Gttord feltarasa soran nem sza-
bad elfeledkezniink a mar megmiivelt teriiletek apolasardl sem, érdemes a mar bevalt antibio-
tikumok hatdsmechanizmusat, az elleniik fellépd rezisztenciat is Gjra és Gjra alapos vizsgalat-
nak aldvetni.

Ilyen jol bevalt antibiotikumok a B-laktdm vegyiiletek, hiszen tobb mint 60 éves multra te-
kint vissza az alkalmazasuk. Szemben a fehérjeszintézisre vagy DNS/RNS szintézisre hatd

antibiotikumokkal csak a baktériumokon fejtik ki hatdsukat, 1évén a mitokondriumok ¢€s az
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eukariota allati sejtek sejtfal nélkiiliek. Leggyakrabban a penicillinaz-rezisztens B-laktam an-
tibiotikumokat alkalmazzak, vagy a nem penicillindz-rezisztens B-laktdamokat B-laktamaz gat-
l6kkal kombinacioban, melyek még mindig jo hatasfokkal eliminaljak a Staphylococcus
aureus torzsek tobbségét. Ha az elsdként bevezetett penicillindz-rezisztens methicillint mar
nem is hasznaljak betegek kezelésére, de a vele rokon szerkezetli nafcillin, oxacillin
(parenteralisan), flucloxacillin, dicloxacillin (szdjon at) az elsddleges valasztas komolyabb
penicillin- (és ampicillin-, amoxicillin-) rezisztens MSSA fertézések esetén (Rayner &
Munckhof, 2005, Gold & Pillai, 2009). A Gram-negativ fajok szdmos torzse rendelkezik
oxacillindz /karbapenemdz (OXA) enzimmel, mely hidrolizalni képes ezeket az antibiotiku-
mokat (Pfeifer, et al., 2010). Varaldo, Massidda, Mingoia munkacsoportja borderline
methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus torzsekben szintén kimutatott egy enzimet, mely
zsek membranfrakcidojaban (Massidda, et al., 1992, Massidda, et al., 1994, Massidda, et al.,
1996, Montanari, et al., 1996). Mi ezt az oxacillinazt terveztiik azonositani.

Eldszor borderline methicillin-rezisztens torzseket gytijtottiink. Korabbi kisérletek soran
Dr. Gal Zsuzsanna munkacsoportja (DE OEC Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet) 6t
BORSA torzset azonositott (VU94, 822, 9800, 9989, 14287/1), ezekkel dolgoztunk tovabb
(Gal, et al., 2001). Kaptunk térzseket Dr. Rozgonyi Ferenctdl (Semmelweis Egyetem, Orvosi
Mikrobiolégiai Intézet, Budapest) és Dr. Kaszanyitzky Evatol (Orszagos Allategészségiigyi
Intézet, Budapest), melyek koziil oxacillin MIC érték alapjan valasztottuk ki a borderline re-
zisztenseket. Azokat a torzseket tekintettiik borderline rezisztensnek, melyek oxacillin MIC
értéke 1-2 pg/ml volt, és ez a MIC klavulansayv illetve szulbaktdm hatasara 0,5 pg/ml-re vagy
az ala csokkent. Négy torzset valasztottunk ki, melyeket szarvasmarha tégygyulladasbol izo-
laltak (19599/3A, 19599/3B, 7789/47, 7789/98). Ezeken a torzseken mar izolalasuk utan el-
végezték a mecA kimutatasat, mind mecA negativnak bizonyultak (Kaszanyitzky, et al.,
2004). A klinikai izolatumokon PBP2a kimutatast végeztiink latex agglutincios teszttel
(Oxoid), az eredményt PCR-rel is megerésitettiik (Dr. Ghidan Agoston, SOTE Orvosi Mikro-
bioldgiai Intézet). A 822-es torzs hordozta a mecA-t és a PBP2a ki is fejezddott. Alacsony
oxacillin-rezisztencidjat tobb tényezd is magyarazhatja, igy példaul elképzelhetd a PBP2a,
vagy valamely, a 2.4.2. fejezetben felsorolt, a methicillin-rezisztencia kialakuldsaban jarulé-
kosan résztvevo faktor mutacioja. Mivel a torzs oxacillin MIC értéke annak ellenére volt ala-
csony, hogy a PBP2a atirasa megtortént, és MIC értékek meghatarozaskor maximalisan figye-

lembe vettiik a Staphylococcus aureus esetében hasznalatos modositasokat, melyek éppen azt
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a célt szolgaljak, hogy a rezisztens torzsek ne tlinjenek érzékenynek, ezért valdsziniileg a
PBP2a nem mukodhet megfeleléen ebben a torzsben.

Dr. Massidda és munkatarsai megallapitottdk, hogy legalabbis az altaluk izolalt torzsek
esetében az oxacillindz termelésen tul a torzsek fagtipusa is megegyezett, minden torzs az V.
fagtipusba tartozott (Massidda, et al., 1996, Montanari, et al., 1996). Ugy gondoljak, hogy ez
olyan karaktert kolcsonoz a torzseknek, mely hozzajarul a borderline rezisztencia kialakulasa-
hoz, az oxacillindz aktivitds megjelenéséhez, mert hidba vittek 4t borderline methicillin-
rezisztens torzsbol izolalt plazmidot érzékeny torzsbe illetve E. coli-ba, az oxacillinaz aktivi-
tas nem jelent meg (Massidda, et al., 1994, Montanari, et al., 1996). Ezért elvégeztiik a torzse-
ink fagtipizalasat is. A human izoldtumok a 822-es torzset kivéve mind tipizalddtak az V.
fagcsoportba tartozd fagokkal, a VU94 még a vegyes tipusba tartozokkal is. A bovin
izolatumok koziil az 19599/3A ¢és 19599/3B szintén tipizalodott az V. fagcsoport fagjaival, de
bovin fagokkal nem volt tipizalhatd, ezért azt valdszinisitjiik, hogy ez a két torzs reverz
zoonoézissal emberrdl kertilt at szarvasmarhara. A 7789/98 torzs a I1., II1., és bovin fagok mel-
lett tipizalddott az V. csoportba tartozo fagokkal, de a 7789/47 nem.

A torzsek oxacillindz aktivitasat el6szor spektrofotometrias mddszerrel probaltuk meghaté-
rozni. A meghatarozast a legigéretesebb két human tdrzson és a bovin izolatumokon végeztiik
el. Sem teljes sejten, sem a fermentlében nem sikeriilt oxacillin bontast kimutatni, igy biologi-
ai titralassal végeztiik el az oxacillindz aktivitas meghatarozasat a torzsek fermentlevén és
membréanfrakcidjan. A frakciok oxacillinaz aktivitasa 10 — 10~ pmol oxacillin /mg teljes fe-
hérje /perc tartomanyban volt, minden vizsgalt torzs indukcio nélkiil is termelt oxacillint bon-
tani képes enzimet. Methicillin indukcié hatisara a termelt enzim aktivitasa (mennyisége)
nott, de egyediil a VU94 torzs esetén jelentett ez szamottevd novekedést. A leggyengébben az
V. tagcsoportbeli fagokkal nem tipizalodoé 7789/47 torzs bontotta az oxacillint.

Az eldszor vizsgalt torzsek fermentlevében és membranfrakcidjaban talalhato fehérjéket
molekulatdmeg szerint elvalasztottuk SDS-poliakrilamid gélen, a fehérjéket regeneraltuk ¢és
nitrocefinnel azonositottuk elhelyezkedésiiket. A fermentlében egy, a membranfrakcidkban
két B-laktamdz aktivitdsu fehérjét talaltunk, a mindkét mintatipusban jelenlévd B-laktaméz
molekulatdomege 30 kDa koriil volt, a masik fehérjéé 14 kDa koril. A 30 kDa-os sdvban mi
egy fehérjét mutattunk ki, nagyobb gélen néha megjelent két sav egymads alatt, de nem volt
reprodukalhato a jelenség.

A mintdkat 2-D géleken elemezve kideriilt, hogy a kisebb molekulatomegii fehérje a

membran izolalasakor hasznalt lizozim, mely valoban spektrofotometridsan is mérhetd mér-
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tékben hidrolizalta a nitrocefint €s az els6 generacids cefalosporin cefaloridint. Més antibioti-
kumokra spektrofotometriasan nem tudtunk bonté aktivitast kimutatni.

A lizozim a baktériumok sejtfalanak gerincét alkot6 glikdnlanc N-acetil-muraminsav kom-
ponensét ismeri fel, és a N-acetil-muraminsav ¢és a N-acetil-glukézamin kozotti glikozid koté-
seket hasitja. Korabbi kisérletek soran kimutattdk (Felsenfeld & Handschumacher, 1967),
hogy a penicillin szerkezete, funkcios csoportjainak elhelyezkedése nagyon hasonlé a N-
acetil-muraminsav szerkezetéhez. Valosziniileg ezért képes a lizozim a penicillinhez kétédni,
viszont azt, mint mi is kimutattuk, bontani nem tudja, st a penicillinek magas koncentracioja
gatolja az enzim miikodését. Mivel a cefaloridin és a nitrocefin struktiraja némileg eltér a pe-
nicillin-tipust vegyiiletek szerkezetétdl, ez lehet a magyardzata annak, hogy a lizozim a mo-
lekuldhoz val6 kapcsolddast kdvetden azt lassan ugyan, de hidrolizalja.

A 30 kDa koriili molekulatomegti, B-laktamaz aktivitassal rendelkez6 fehérjék analizise so-
ran leggyakrabban a BlaZ penicillindz enzimet azonositottuk. Azonositottunk tovabba mas
nitrocefin-bontd aktivitdst mutaté fehérjéket is: a-hemolizint az a53, a36, 9800, 9989, ¢s
14287/1 torzsben; B- hemolizint a 822-es és a 14287/1 torzsben; truncated (csonkolt) B-
hemolizint az 14287/1, y-hemolizint a 9989 térzsben, és mas citotoxint és virulencia faktoro-
kat (leukocidint az a53 és a36, SplB serin proteazt az a53 és 14287/1 toérzsben). Ezek nagy ré-
szérdl elmondhatjuk, hogy valdsziniileg aspecifikusan, nem eredendd funkciojukbol kovetke-
zOen bontottak a nitrocefint, illetve az is eléfordulhatott, hogy nagy mennyiségben valo jelen-
1étiik az adott foltban maszkirozta a B-laktamézt (bar ez az LC-MS/MS-sel azonositott fehér-
Jék esetében nem valdszinii). Ugyanakkor megallapitast nyert, hogy néhany antibiotikum ké-
pes volt serkenteni (Kernodle, et al., 1995), és néhany B-laktamaz inhibitor képes volt gatolni
(Tawfik, et al., 1996) a hemolizinek termelédését, vagyis legalabbis a hemolizinek termelése
ugy tlinik, kapcsolatban all B-laktdm vegyiiletek jelenlétével. Ez logikus, hiszen ha megnéz-
ziik az 1. és 2. tablazatot, illetve a 2.4.2. fejezetet, lathato, hogy a virulencia faktorok termelé-
sét olyan szabalyozdrendszerek regulaljak, melyek attételesen a B-laktam-rezisztenciat befo-

A 17. tablazatban Osszefoglaltam az azonositott B-laktamazok jellemzdit. A tablazatban
kozolt adatoknal az extracellularis fehérjéknél MALDI-TOF esetén a szignifikans csticsok
legalabb 42%-a, LC-MS/MS esetén legalabb 5 peptid fragment illeszkedett a talalt B-
laktamazra (kivéve a 822 / M4 mintat). A membranfrakciok analizisénél a szignifikans
peptidek legalabb 50%-a illeszkedett a fehérje adatbazisban talalhatd peptidjeivel MALDI-
TOF, és legalabb 3 peptid fragment, melyek score-ja 25-nél nagyobb volt LC-MS/MS analizis

esetén.
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Amint lathatd, Dr. Massidda és munkatarsainak eredményeivel ellentétben (Massidda, et
al., 1992) a B-laktamaz aktivitas forrasanak minden torzsiink esetében a BlaZ penicillinaz bi-
zonyult. Az esetek nagyobbik részében (a biztosan emberrdl szarmazd, vagy emberrdl szar-
vasmarhara atkeriilt torzsek esetében) a gi|33416277 azonositdsi szamu referencia szekvenci-
aként azonositottuk a mintdinkat (miutdn a spektrumokat és peptidfragmenteket atnézve ezek-
ben az esetekben nem taldltunk olyan részleteket, melyek valamely szekvencia variansra utal-
tak volna). A 7789/47 torzsben a gi|3603441 azonositdsi szamu b-tipusunak nevezett BlaZ va-
ridns volt azonosithato, a 7789/98 torzsben ennek egy hosszabb és kissé kiilonb6z6 variansa
(gi|67973147) az extracellularis mintdkban a gi|33416277 azonositasi szamu referencia szek-

venciaval egyiitt, a membranfrakcidokban a nélkiil.

17. Tablazat: Az azonositott B-laktamazok jellemzoi.

'E1, E2, M1, M2, stb. jeloli a kiilonb6zo aktiv foltokat ugyanazon a gélen, az E az
extracellularis, az M a membrankotott fehérjéket jeloli

lleszkedés: MALDI-TOF-fal végzett analizis esetén: az azonositott fehérjére illeszkedé
csucsok/detektalt csucsok, LC-MS-sel végzett analizis esetén: az azonositott fehérjére il-
leszkedo elkiilonitheté peptidek szama

3Sequence covered — szekvencia lefedettség, %-ban megadva

“Mascot score érték

minta' BlaZ vari- | match” | seq. | MW pl PSD vagy
ans cov. Mascot Score vagy
NCBI-GI %> gé- | vart | MS/MS Search Score
azonosito len
VU94 / El 33416277 | 23/43 |55 313495 |4 9,55 | "“SGQAITYASR"*
VU94 / E2 33416277 |25/46 |69 |313495[5 [9,55 | NDVAFVYPK®
VU94 / E3 33416277 |26/57 |67 |[313495]9 9,55 | ®FAYASTSK®
a53/El 33416277 |25/32 |64 |31349,5(3,5 |9,55
a53/E2 33416277 | 24/35 |60 |31349,5 | 4,5 | 9,55 | "VINPVRYEIE
LNYYSPK'®®
a53/ E6 33416277 | 22/37 |49 |313495|9 |95
a36/El 33416277 | 17/37 |47 |31349,5 |45 |9,55 |52°
a36 / E2 33416277 | 7/14 |30 |313495|5 |9,55
a36 / E3 33416277 | 1720 |45 [31349,5[9 9,55 |119*
822 /El 33416277 | 18/27 |64 |313495 |4 9,55 | NDVAFVYPK®
822/ E2 33416277 | 21735 |46 [313495 |5 9,55 | '”SGQAITYASR"*
822 / E3 33416277 | 18/25 |59 |[313495]9 9,55 | ®FAYASTSK®
9800 / E3 33416277 |7 23 [313495 (|5 19,55 |90
14287/1 / El 33416277 |23/38 |58 [31349,5[9 [9,55 | 114
14287/1/E4 | 33416277 |11/26 |50 [31349,5|8 [9,55 | “*NDVAFVYPK**
14287/1/E7 | 33416277 |38/43 |79 |31349,5|5 |9,55 |201*
14287/1/E8 | 33416277 | 17/23 |57 [313495 1[4 |9,55 |102*
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minta’ BlaZ vari- | match® | seq. | MW pl PSD vagy
ans CoVv. Mascot Score vagy
NCBI-GI %> gé- | vart | MS/MS Search Score
azonosito len
17599/3A /E1 | 33416277 |9 31 31349,5 | 4 9,55 |323
17599/3B/E1 | 33416277 | 21 64 313495 |5 9,55 |322
7789/47 / E2 3603441 5 23 27197 14,5 19,74 | 387
7789/47 / E2 33416277 |5 22 31349,5 14,5 19,55 | 381
7789/98 / E1 33416277 | 9/19 34,2 | 31349,5 [ 4,5 19,55 | 166,5
7789/98 / E1 67973147 | 13/16 |44 29205 |4 9,72 | 1629
VU9 /M1 33416277 | 26 71 31349,5 19 9,55 | 3854
VU94 / M2 33416277 | 6 24 31349,5 |9 9,55 | 89,36
VU944 / M3 33416277 | 23 70 313495 | 5 9,55 | 331,54
VU94 / M4 33416277 | 29 74 31349,5 | 4 9,55 |465,03
as3 /Ml 33416277 | 13/26 | 36 31349,5 | 4 9,55 | 113"
as3 /M2 33416277 |30/40 |70 313495 | 4 9,55 |213°
a36 / M3 33416277 | 18/51 [ 65 [31349,5[4 [9,55 | “FAYASTSK™
822 /M1 33416277 | 5 13 31349,5 [ 4,5 9,55 | 61,47
822 / M2 33416277 | 6 23 313495 |5 9,55 | 88,06
822 / M4 33416277 |1 3 31349,5 19 9,55 | 17.61
9800/ M1 33416277 |33 82 31349,5 [ 4,5 | 9,55 |479,83
9800 / M2 33416277 | 22 71 31349,5 19 9,55 |326,37
9989 / M1 33416277 | 22 70 31349,5 | 4.5 9,55 |3373
14287/1 / M3 33416277 | 10/12 | 40 31349,5 | 4 9,55 | 714
14287/1 /M4 | 33416277 | 15/41 |51 313495 | 4 9,55 | 100+
17599/3A / M1 | 33416277 | 32 79 313495 | 4 9,55 4623
17599/3A /M2 | 33416277 | 11 39 31349,5 | 9 9,55 |160,42
17599/3A /M3 | 33416277 | 21 64 313495 |5 9,55 |308,9
17599/3A / M4 | 33416277 | 26 76 313495 | 9 9,55 | 404,04
17599/3B /M1 | 33416277 | 36 79 31349,5 | 4 9,55 |560,16
17599/3B /M2 | 33416277 | 38 79 313495 |5 9,55 |562,1
17599/3B /M3 | 33416277 | 12 45 31349,5 19 9,55 | 181,87
7789/47 / M2 67973147 | 28/45 |70 29205 8,5 19,72 | 130°
7789/98 / M3 3603441 | 4 17 27197 [3,5 19,74 | 194"
7789/98 / M4 | 3603441 3 13 27197 | 4 9,74 | 181°

A b-tipustinak nevezett varidns 7%-ban tér el a referencia szekvenciatol. Az eltérd

fragmentek koziil detektaltuk az 1440 Da molekulatomegii **YNANIGVYALDTK™ triptikus

fragmentnek megfeleld peptidet, 89-es inon score-ral. A referencia BlaZ fehérjében H

(hisztidin) van az aldhuzott N (aszparagin) helyén. A 7789/47tdrzs esetében talaltunk egy
1543 Da-os peptidet is, mely a **GQSEPIVLVIFTNK>® fragmentnek felel meg (ion score

87), és amely megtalalhaté a gi|33416277 szamu BlaZ B-laktamazban. Ez a peptid a

g1|3603441 szamu B-laktamazban nincs jelen, bar lehet, hogy csak az adatbazisban fellelhetd

szekvencia nem teljes. A gi|67973147 szamu variansban N (aszparagin) van az aldhuzott G

(glicin), és I (izoleucin) az aldhuzott V (valin) helyén. Ez azt jelenti, hogy vagy mind a két
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szekvenciavarians jelen van a torzsben, vagy egy olyan szekvenciavarians, mely még nem
szerepel az adatbazisban. A 7789/98 torzsben egy 1973 Da-os cstucsot detektaltunk
(**GQSEPIVLVIFTNKDNK?*") az 1902 Da-os helyett (** NQSEPIILVIFTNKDNK?®"), és
mas karakterisztikus kiilonbségeket is talaltunk, amit a spektrogramokon (34. abra) csillaggal
jeloltem.

A 7789/47 és a 7789/98 térzs membranfrakcioja is a referencia szekvenciatol kissé kiilon-
boz06 variansokat tartalmazott, az el6bbi esetében a gi|67973147, utdbbi esetében a gi|3603441
azonositasi szamu szekvencidt azonositottuk. A 7789/98 torzsnél 1097 Da molekulatomegii
peptidet detektaltunk, mely a "“*LGDKVTNPVR' triptikus fragmentumnak felel meg (ion
score 34). Ez a fragment csak akkor detektalhatd, ha a 145. aminosav K (lizin, gi|3603441,
gi|67973147) és nem E (glutamin sav, gi|33416277). Egy 1568 Da-os peptidet is detektaltunk,
mely a >KYNANIGVYALDTK™ peptidnek felel meg (ion score 82), mely a gi|3603441 és a
2167973147 azonositasi szaml BlaZ variansban van jelen (a gi|33416277 szaml szekvencia-
variansban H helyettesiti az alahtzott N-t). Ez egy 0j BlaZ szekvencia-varians jelenlétét valo-
szinlisiti a torzsben. A 7789/47 torzs tomegspektrogramjan ugyanolyan kiilonbségeket talal-
tunk, mint a 7789/98 torzs extracellularis enzimének spektrogramjan, vagyis valdsziniileg
mindkét torzs ugyanazt a szekvencia-varianst tartalmazhatja.

A kiilonboz6 Staphylococcus aureus torzsek adatbazisokban fellelhetd B-laktamaz szek-
venciai nagyon hasonldak, de kisebb szekvencia-variacidkat talalhatunk kozottiik. Ezek a va-
riaciok érinthetik a fehérje méretét és valdsziniisithet6en az aktivitasat is (Zawadzke, et al.,
1995, Voladri, et al., 1996), ez magyarazhatja, hogy a 7789/98 és 7789/47 (kiilondsen ez
utobbi) nem bizonyult hatékony oxacillin-hidrolizalé torzsnek.

Ami nem vart eredmény, hogy az a36 és a53 torzsekben is csak egyféle B-laktamazt, a
BlaZ-t tudtuk kimutatni. Elképzelhetd, hogy a masodik enzim elveszett a torzsbdl, vagy vala-
milyen fehérje elfedte, bar ehhez olyan kis mennyiségben kellett jelen lennie, ami ellentétes a
feltételezett fontos szerepével a borderline fenotipus 1étrehozasaban. Az elso feltételezésnek
pedig az mond ellent, hogy plazmidvesztésnél (mivel a torzsek egy plazmiddal rendelkeztek
(Massidda, et al., 1994)) a blaZ-nek is el kellett volna vesznie. Inkabb elképzelhetének tar-
tom, hogy eredetileg a két fehérjesav ugyanazt a fehérjét tartalmazta, csak eltéré molekulato-
meggel. Ha megnézziik a 2-D gélek képeit, szdmos helyen lathatd hasonlé jelenség, pl. a
VU94 torzs esetében a 13. dbran. Barmi is az igazsag, az olasz kutatocsoport is csak a BlaZ-t
tudta transzformalni Escherichia coli-ba (Massidda, et al., 1994).

Azt, hogy ugyanannak a fehérjének esetlegesen eltéré molekulatomegii formait detektaltuk

okozhatja a B-laktamaz proteolitikus hatasok miatti méretcsokkenése vagy poszttranszlacios
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modositasa. A poszttranszlacidés modositasok lehetdésége nemcsak a molekulatdmegbeli, ha-
nem a pl-beli kiilonbségekre is magyarazatot adhat. A BlaZ 23 szerint, 13 treonint és 13
tirozint tartalmaz, melyek foszforildlodhatnak. Ha a fele ezeknek az aminosavnak foszforilalt,
az eltolhatja a pI-t 9,55-r61 4-re vagy 5-re, €s a foszfatcsoportok (MW 95) a fehérje molekula-
tomegét is megemelhetik (ProMoST = Protein Modification Screening Tool, University of
Wisconsin, Madison, Medical College of Wisconsin, Proteomics Center segitségével nyert in
silico eredmény). A fehérjében jelenlévd 23 aszparagin és 4 glutamin spontan atalakulhat
aszparaginsavva illetve glutaminsavva, mely szintén befolyasolhatja a pI-t (Zomber, et al.,
2005), habar l1ényegesen kisebb mértékben. Elképzelhetd, hogy a modositas csak az V.
fagtipusba tartoz6 térzsekben torténik meg (vagy marad el, hiszen a methicillin indukcio6 hata-
sara termel6dott enzim volt a kisebb molekulatdmegli), ez magyarazhatja, hogy az egyediili-
ként nem ebbe a fagcsoportba tartoz6 7789/47 torzs esetén miért mértiink alacsonyabb
oxacillin-hidrolizalo6 aktivitast (11. tdblazat).

Osszefoglalva az 0j eredményeink a kdvetkezdk:

1) Megallapitottuk, hogy az altalunk gytijtott BORSA torzsekre is jellemzd, hogy tipiza-
lodnak az V. fagcsoportba tartozo fagokkal, és hogy képesek hidrolizalni az oxacillint.
Valoban a nem tipizalodo torzsnél mértiik a legalacsonyabb oxacillin hidrolizis érté-
ket, de a szintén nem tipizdloddo mecA hordozd 822-es torzs a legaktivabbnak bizo-
nyult, vagyis a faghordozas az ilyen torzseknél nem -eléfeltétele az oxacillin-
hodrolizalo képességnek (de a mecA-val nem rendelkezd torzseknél igen).

2) Kimutattuk, hogy a membran izolalasakor hasznalt lizozim rendelkezik antibiotikum-
bont6 aktivitassal. Nitrocefin ¢és cefaloridin esetén spektrofotometriasan is mérhetd
volt ez az aktivités.

3) Megallapitottuk, hogy a torzsek oxacillin-bontasaért a BlaZ penicillinaz a felelds.
Minden human eredetii és a két, reverz zoonozissal szarvasmarhara atkertiilt torzs ese-
tében a gi|33416277 azonositasi szamu BlaZ referencia szekvenciat azonositottuk.

4) A két bovin izolatum BlaZ enzimei kb. 7%-ban eltértek a human eredetli térzsek en-
zimeitdl. A torzsek vagy két BlaZ-t tartalmaztak, vagy, ami valosziniibb, egy Uj
szekvenciavarianst.

5) Ugyanazt az enzimet markansan eltéré pl értékeken is detektaltuk a kiilonbozo tor-
zseknél (pl 3-5 illetve pl 9-10), ezért valamilyen poszttranszlacios modositas lehet fe-
lelds, in silico elemzéssel a foszforilacio a legvaldszinilibb. Ez lehet felelés az ~1kDa

molekulatomeg-eltérésekért is.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Staphylococcus aureus az egyik legjelentsebb patogén baktérium, ezért a térzsek antibiotikum-
rezisztenciajanak vizsgalata nagy fontossaggal bir. Massidda és munkatarsai leirtak egy olyan enzimet
borderline methicillin-rezisztens S. aureus-ban (BORSA), mely képes volt bontani az oxacillint. Ez a
31 kDa-os enzim methicillin indukcié hatasara jelent meg a membranfrakcioban, és nem lehetett at-
vinni Escherichia coli-ba a BlaZ penicillinaz génjét hordoz6 plazmid transzformalasaval. A célunk az
volt, hogy ezt az oxacillinazt azonositsuk.

Kiilonbozo forrasbol szarmazo S. aureus-ok koziil oxacillin MIC értékek alapjan kivalasztottuk a
BORSA torzseket, 0sszesen 7 human és 4 bovin izolatumot. A 4 bovin és 6 human izoldtum mecA ne-
gativ volt, de a 822-es torzs hordozta a mecA-t, esetében a PBP2a nem miikddhetett megfelelden.

Irodalmi adatok szerint a BORSA torzsek mind az V. fagtipusba tartoznak, és csak az ilyen
fagokkal tipizalhato MSSA (methicillin-érzékeny S. aureus) tdrzsek valtak borderline rezisztenssé, és
mutattak oxacillin-bontd képességet a blaZ-t hordozé plazmid transzformalasa utan. Torzseink eseté-
ben az Osszes human és harom bovin izoldtum tipizalodott az V. fagcsoport fagjaival, kivéve a nem
tipizalhato 822-es torzset. Ezek koziil a bovin izolatumok koziil ketté nem volt tipizalhatdo a bovin
fagokkal, valésziniileg emberrdl kertiltek at szarvasmarhara.

Biologiai titralassal megallapitottuk a torzsek oxacillin-bonto aktivitasat, ami 10~ — 10 pmol/mg
teljes fehérje/perc kozé esett, leggyengébben az V. fagcsoportbeli fagokkal nem tipizalodé bovine
torzs teljesitett. Minden torzs indukci6é nélkiil is termelt enzimet, melynek mennyisége ndvelhetd volt
methicillin jelenlétében valo tenyésztéssel.

Az extracellularis és a membrankotott fehérjék 1-D majd 2-D  SDS-poliakrilamid gél
elektroforézise soran a gélben B-laktamaz aktivitast detektaltunk. A 30 kDa-os €s a 14 kDa-os moleku-
latomeg-tartomanyban mutattunk ki enzimaktivitast, és a fehérjéket tomegspektometriai analizisnek
vetettilk ala. A 14 kDa-os tartomanyban detektalt fehérje a sejtek feltarasara hasznalt lizozim volt.
Spektrofotométerrel meg is tudtuk hatarozni nitrocefin és cefaloridin bonto aktivitasat. A 30 kDa-os
tartomanyban altalaban tobb fehérje volt jelen a 2-D géleken, savas (pl 4-5) illetve bazikus (pI 9-10)
pH tartomanyban, melyeket BlaZ-ként azonositottunk. A két szarvasmarhara adaptalodott torzs eseté-
ben szintén a BlaZ volt a B-laktamaz aktivitas f6 forrasa, de a referencia szekvenciatol egy kb. 7%-ban
eltér6é varians. Mivel a fragmentek kdzott olyanokat is talaltunk, melyek a referencia szekvenciara il-
leszkedtek, és az adatbazisban fellelhetd variansra nem, ezért feltételezziik, hogy a torzsek B-
laktamazanak szekvenciaja még nem szerepel az NCBI adatbazisban.

Mivel a Dr. Massidda altal rendelkezésiinkre bocsatott két BORSA tdrzsben is csak a BlaZ-t tudtuk
azonositani, ezért a végkdvetkeztetésiink az, hogy ezek a torzsek nem egy 1j oxacillindz enzimmel
rendelkeznek, hanem a BlaZ penicillindz rendelkezik megndvekedett oxacillindz aktivitassal. Feltéte-
lezziik, hogy ezt valamilyen poszttranszlacios modositas (vagy éppen egy modositas elmaradasa — el-

tavolitasa) okozhatja, mely magyarazhatja az eltéro pl €s kissé eltérdo molekulatomeg értékeket is.

101



SUMMARY

Staphylococcus aureus is one of the most important pathogenic bacterium, so the investigations of
the antibiotic-resistance of the strains have crucial importance. Massidda and co-workers described an
enzyme in borderline methicillin-resistant S. aureus (BORSA), which was also able to hidrolyse oxa-
cillin. This 31-kDa enzyme was found in the membrane fraction after methicillin induction and it
could not be transformed to Escherichia coli using the plasmid carrying the gene of BlaZ penicillinase.
The aim of our study was to identify this enzyme.

We have selected BORSA strains (altogether 7 human and 4 bovine isolates) from different sources
according to their oxacillin MIC values. All 4 bovine and 6 of the human isolates were mecA negative
but strain 822 carried mecA. In this latter case the encoded enzyme must have been defective.

According to the published data all of the BORSA strains belong to phage type V. and only MSSA
(methicillin-sensetive S. aureus) strains typable with group V. phages became borderline resistant and
showed oxacillin-hydrolysing ability after the transformation of a blaZ bearing plasmid. We have
found that all the human isolates except 822 were typable with group V. phages. Three of the bovine
isolates were also typable with group V. phages, but interestingly two of these strains were not typable
with the bovine phages, so they might had been transferred from human to cow.

The exact oxacillinase activity of the strains was also determined. Oxacillin was hydrolysed at a
107 — 10 pmol/mg total protein/minute activity. The slowest hydrolyser was the bovine strain, which
was not typable with group V. phages. All the strains produced B-lactamase constitutively and the rate
of enzyme production could be increased by culturing the strains in the presence of methicillin.

Extracellular and membrane-bound proteins were separated by 1-D and then by 2-D SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis and the in situ 3-lactamase activity was detected. We have detected
B-lactamases at the 30 kDa and 14 kDa molecular weight range and the proteins were analysed by
mass spectrometry. The protein detected at 14-kDa was identified as lysozyme, which was used in our
experiment to hydrolyse bacterial cell wall. Its nitrocephin and cephaloridin hydrolysing ability could
be determined by spectrophotometric method. 30-kDa proteins with B-lactamase activity were detected
both in acidic (pI 4 — 5) and basic (pI 9 — 10) pH ranges. These proteins were identical to the BlaZ. In
the case of the two bovine specific strains BlaZ was the main source of the B-lactamase activity, too,
however, the identified enzyme was a variant of BlaZ, differing approximately in 7% of its amino ac-
ids compared to that of the reference sequence. Since some such fragments were found, which could
be fitted to the reference sequence, but not to the identified variant, it was concluded that the se-
quences of the B-lactamases present in the two bovine specific strains have not been deposited to the
NCBI database yet.

Since in the two BORSA strains, kindly provided by Dr. Massidda we detected only BlaZ enzyme,
our final conclusion is that these strains do not harbour a new oxacillinase enzyme, but their penicilli-
nases showed elevated oxacillinase activity. The elevated oxacillinase activity could be the conse-
quence of some posttranslational modifications (or the lack of it), which could explain the differences

in the pls and in the molecular weights of the identified B-lactamase enzymes.
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Abstract

Background: Borderline methicillin resistance in Staphy-
lococcus aureus is due to B-lactamase overproduction
and/or specific methicillinases. Methods: p-Lactamase
activity in culture supernatants and in cytoplasmic mem-
brane fractions was estimated by bioassay and by SDS-
PAGE combined with nitrocefin assay. Results: During
the investigation of borderline methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (BORSA) strains VU94 and 822
two B-lactamases were detected in the membranes, with
molecular weights of 13 and 30 kDa. The latter could be
found in the culture supernatants, too. In the presence
of globomycin, this enzyme disappeared from the mem-
brane, and the oxacillin-hydrolyzing activity of the mem-
brane decreased to the level of susceptible strains. Both
B-lactamases were detected in the methicillin-resistant
Staphylococcus aureus strain studied, but the suscepti-
ble strains possessed only the first enzyme. Conclusions:
The 30-kDa B-lactamase proved to be a methicillinase,
and it can be one of the main causes of the borderline
phenotype of BORSA strains. The other enzyme is one
of the smallest B-lactamases published to date.
- Copyright © 2005 S. Karger AG, Basel

Introduction

Staphylococcus aureus strains are mostly associated
with nosocomial and sometimes with community-ac-
quired infections [1]. They are of great importance be-
cause of their wide spectrum of resistance to B-lactam
antibiotics. The first penicillinase-stable B-lactam antibi-
otic, methicillin, was introduced against the penicillin-
resistant S. gureus strains, but methicillin-resistant strains
appeared a few years later [2, 3]. Those strains had an
intrinsic resistance, because they produced a new penicil-
lin-binding protein (PBP) with reduced affinity to B-lac-
tam antibiotics [4-7]. This PBP is called PBP2a, and it is
encoded by the mecA gene. Additionally, Petinaki et al.
[8] showed that PBP4 may be involved in the resistance
of low-level methicillin-resistant S. awreus (MRSA)
strains.

Quite different mechanisms were reported for the bor-
derline resistance of S. aureus to methicillin and other
penicillinase-resistant penicillins., These strains were re-
ported to produce large amounts of B-lactamases and to
become susceptible to penicillinase-resistant penicillins in
the presence of B-lactamase inhibitors [9, 10]. B-Lac-
tamase hyperproducers belong almost exclusively to the
phage group 94/96 and possess a common 17.2-kb B-lac-
tamase plasmid that encodes a type A staphylococcal pen-
icillinase [6, 11]. The borderline phenotype, however, can-
not be attributed solely to the hyperproduction of the clas-
sic penicillinase since the transformants with B-lactamase
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plasmid from a borderline overproducing strain remained
susceptible to methicillin and oxacillin [12]. Moreover, in
some strains a second, methicillin-hydrolyzing mem-
brane-bound B-lactamase (methicillinase) is present [10-
13], which can hydrolyze methicillin and oxacillin effi-
ciently. This enzymatic activity is not caused by the peni-
cillinase, since following cloning of the blaZ gene from a
borderline strain into a multicopy vector and its transfer
to an Escherichia coli host strain the strain was not able to
hydrolyze penicillinase-resistant penicillins [12].

S. aureus retain a substantial proportion of their B-lac-
tamases as hydrophobic membrane-bound forms [10,
13]. The membrane fractions of the studied strains were
proven to hydrolyze methicillin, and this activity disap-
peared when culturing the strains in the presence of the
cyclic peptide antibiotic globomycin [13], which inhibits
the processing of the precursors of some membrane pro-
teins [14-16].

The aim of this paper is to further characterize the
methicillin-hydrolyzing enzymes of two BORSA strains
(VU94 and 822) selected by Gal et al. [13].

Materials and Methods

Bacterial Strains and Growth Conditions

S. aurews VU94 (borderline resistant, type A B-lactamase pro-
ducer) was provided by Dr. D.S. Kernodle (Vanderbilt University,
Nashville, Tenn., USA). S. aureus 822 (borderline resistant, type A
B-lactamase producer), 1931/2 (methicillin resistant, p-lactamase
producer) and 10278 (methicillin susceptible) are clinical isolates and
ATCC 25923 (methicillin susceptible) is a reference strain from the
collection of the Department of Microbiology, Medical and Health
Science Center, University of Debrecen. Borderline strains were cho-
sen on the basis of minimum inhibitory concentrations determined
by the macrodilution method in the Department of Pharmacology,
Medical and Health Science Center, University of Debrecen [13],
and on the basis of their oxacillin-hydrolyzing activity [13].

Bacteria were grown in a 1% CY (casein-yeast) broth prepared
as described by Novick and Brodsky [17] and supplemented with
0.5 pg/ml methicillin as inducer of B-lactamase production, or
without it as a control culture.

Antimicrobial Agents

Methicillin sodium salt was purchased from Bristol Laborato-
ries, Paris, France, and oxacillin sodium salt from Sigma, St. Lou-
is, Mo., USA. The chromogenic cephalosporin nitrocefin was pur-
chased from Oxoid, London, UK. Globomycin was a generous gift
from Dr. Masatoshi Inukai (Sankyo Company, Tokyo, Japan).

Detection of PBP2a

The latex agglutination test (Oxoid) was used to determine the
PBP2a production of the strains according to the manufacturer’s
instructions.

Oxacillin-Hydrolyzing B-Lactamase in
Staphylococeus aureus

Isolation of Bacterial Membranes
Bacterial membrane fractions were prepared according to
Barabas et al. [18].

Detection of B-Lactamases with SDS-PAGE

Membrane and culture supernatant fractions (100 pg of total
protein) were subjected to SDS-PAGE according to Laemmli’s
method [19]. The resolving gels contained 13% of acrylamide. The
gels were run at 35 mA of constant current. After electrophoresis,
the gels were soaked in a renaturating buffer for 6-8 h at 37°C[20].
Enzymatic activity was detected directly by nitrocefin, placing the
gel on an agar plate containing 100 pg/ml nitrocefin [21], or during
a later period of our research, filter paper strips soaked in 1 mg/ml
nitrocefin solution were placed on the appropriate areas of the gels
to get sharper bands. After the detection and marking of the B-lac-
tamase bands, the gels were stained with Coomassie brilliant blue
R-250.

Rainbow-colored protein molecular weight markers of the low-
molecular-weight range (Amersham Biosciences, Little Chalfont,
UK) were used to estimate the molecular weight of the B-lactamases
and to estimate their position in the gel before the detection of ni-
trocefin-hydrolyzing activity.

Measurement of Oxacillin-Hydrolvzing Activity (Bioassay)

50 plof culture supernatants or membrane fractions were mixed
with 50 pl of 80 pg/ml oxacillin. After 30 min of incubation, the
decreased oxacillin concentration was measured by agar diffusion
method using Bacillus subtilis ATCC 6633 as a test strain. The con-
trol contained 50 pl 0.05 M phosphate buffer and the same oxacil-
lin solution as in the case of the samples. The oxacillin-hydrolyzing
activity was evaluated after incubation at 37°C for 24 h by measur-
ing the inhibition zones.

Statistical Analysis

Statistical analysis of the data was performed with a statistical
software program (GraphPad package) using Student’s unpaired t
test. Differences were regarded statistically significant at p < 0.05.

Results

We had intended to further characterize methicillin-
ase-producing BORSA strains VU94 and 822 described
previously by Gal et al. [13] and to compare their B-lac-
tamase production with other non-borderline strains (S.
aureus 1931/2, MRSA, S. aureus 10278 and ATCC 25923,
methicillin-susceptible). BORSA strains were selected
from several clinical isolates on the basis of the decreased
minimum inhibitory concentrations in the presence of
p-lactamase inhibitors [13].

Performing the PBP2a latex agglutination test, strain
822 possessed PBP2a, so it seems to be a pre-MRSA with
a borderline phenotype.

The membrane proteins were separated by SDS-PAGE
and detected by nitrocefin after renaturation of the en-
zyme. In the renatured electrophoretograms of mem-
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Fig. 1. Detection of the B-lactamase activities in the membranes of
two BORSA strains, of a methicillin-susceptible S. aureus strain
and of an MRSA strain by SDS-PAGE. followed by gel renatur-
ation. Filter paper strips soaked in 1 mg/ml nitrocefin solution were
placed on the appropriate areas of the gel. Induced samples were
isolated from strains growing in the presence of 0.5 pg/ml methicil-
lin. Lane 1 = VU94 induced; lane 2 = VU94 not induced; lane 3 =
8§22 induced; lane 4 = 822 not induced; lane 5 = ATCC 25923 not
induced; lane 6 = 1931/2 induced; lane 7 = molecular weight stan-
dards.
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Fig. 2. Detection of the B-lactamases in the culture supernatant and
membrane fractions of two BORSA strains by SDS-PAGE, fol-
lowed by gel renaturation, Nitrocefin was used as a substrate. After
the appearance of the B-lactamase bands, the gel was stained with
Coomassie brilliant blue R250. Strains were grown in the presence
of 0.5 pg/ml methicillin. Lane 1 = 822 membrane; lane 2 = VU94
supernatant; lane 3 = 822 supernatant; lane 4 = molecular weight
standards.
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Fig. 3. Detection of the B-lactamase activities in the culture super-
natants of two BORSA strains, of two methicillin-susceptible S.
aureus strains and of an MRSA strain by SDS-PAGE, followed by
gel renaturation. Filter paper strips soaked in | mg/ml nitrocefin
solution were placed on the appropriate area of the gel. Induced
samples were isolated from strains growing in the presence of
0.5 pg/ml methicillin. Lane 1 = VU94 not induced: lane 2 = VU94
induced; lane 3 = 822 not induced; lane 4 = 10278 not induced;
lane 5 = 1931/2 not induced; lane 6 = 1931/2 induced; lane 7 =
ATCC 25923 not induced:; lane 8 = 822 induced; lane 9 = molecu-
lar weight standards.

B-lactamase
30 kDa

B-lactamase
13 kDa

Fig. 4. Detection of the effect of globomycin on the membrane-
bound B-lactamases of the BORSA strain 822 by SDS-PAGE, fol-
lowed by gel renaturation. The gel was placed on an agar plate con-
taining 100 pg/ml nitrocefin. Lane 1 = Strain 822 was grown in the
presence of 0.5 pg/ml methicillin; lane 2 = strain 822 was grown in
the presence of 0.5 pg/ml methicillin and 50 pg/ml globomycin.
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Table 1. Effect of B-lactamase induction by 0.5 pg/ml methicillin
on the oxacillin-hydrolyzing activities of BORSA strains using a
bioassay (means * SD)

Samples Oxacillin, pmol/10 pg total protein/min  Induction
not induced induced ratio
VU94 supernatant  0.045+0.0071  0.176 £0.0015 391
822 supernatant 0.098£0.0036 0.182+0.0106 1.86
VU9 membrane 0.136+0.0031 0.644+0.0368 4.74
822 membrane 0.501£0.1380 0.888x0.1450 1.77

Table 2. Effect of 50 pg/ml globomycin on the oxacillin-hydrolyz-
ing activities of the membrane-bound and extracellular 3-lactama-
ses of BORSA strains using a bioassay (means + SD)

Samples Oxacillin, pmol/10 pg total protein/min
induced in the presence of
globomycin induced
VU94 supernatant 0.176 £0.0015 0.312+0.0052
822 supernatant 0.182+0.0106 0.424+0.0032
VU94 membrane 0.644+0.0368 0.105%0.0041
822 membrane 0.888 £0.1450 0.005 £0.0006

brane fractions developed with nitrocefin, two p-lac-
tamase bands appeared, one with a molecular weight of
30 kDa and another with a molecular weight of 13 kDa
(fig. 1, 2). Both of these enzymes were present in the mem-
brane fractions of MRSA and BORSA strains. In the sus-
ceptible strains, only the B-lactamase of lower molecular
weight was present (fig. 1).

We also examined the cell-free ultrafiltered culture su-
pernatants. Susceptible strains did not produce any ex-
tracellular B-lactamase, but MRSA and BORSA strains
secreted a B-lactamase, and its molecular weight corre-
sponded to the molecular weight of the larger membrane-
bound enzyme (fig. 2, 3).

Comparing the activity of membrane-bound and ex-
tracellular 3-lactamases, we performed a bioassay with
50 pl of membrane fractions or cell-free ultrafiltered cul-
ture supernatants of BORSA strains. Oxacillin was added
to these fractions, and after 30 min of incubation the
amount of intact antibiotic was measured by agar diffu-
sion method. Both membrane fractions and supernatants
showed low oxacillin hydrolyzing activity, and this could
be increased by the addition of 0.5 pg/ml methicillin to
the growing culture. This increase was a moderate one in
the case of strain 822 (p > 0.05). A significant increase

Oxacillin-Hydrolyzing B-Lactamase in
Staphylococcus aureus

was only noted in the culture supernatant (p <0.01) and
in the membrane fraction (p < 0.05) of strain VU94
(table 1).

Previous experiments [13] showed that in the case of
bacteria grown in the presence of 50 pg/ml globomycin,
the enzyme responsible for the splitting of oxacillin could
not be attached to the membrane. Globomycin at 50 pg/
ml did not affect the growth of S. aureus, but there was a
decrease in membrane methicillinase accumulation while
the total amount of B-lactamase in the culture was unaf-
fected [13]. Performing SDS-PAGE and renaturing the
separated proteins in the gel, the 30-kDa B-lactamase did
not appear (fig. 4). The bioassay showed a decrease in the
oxacillin-hydrolyzing activity of the membrane fractions
(table 2). Globomycin inhibits the processing of mem-
brane proteins with a glyceride-thioether modification on
their NH, terminus, which is responsible for membrane
anchorage [14-16]. Because of the disappearance of the
larger B-lactamase from the membrane we concluded that
the larger membrane protein is bound via a glyceride-
thioether modification to the membrane, and because of
the decrease in oxacillin-hydrolyzing activity of the mem-
brane fractions this B-lactamase is responsible for split-
ting the majority of methicillin and oxacillin.

Discussion

Previous findings of Massidda et al. [11] and Gal et al.
[13] suggest that BORSA strains possess a membrane-
bound methicillinase. The former found an inducible en-
zyme with a molecular weight of 31 kDa in two clinical
isolates, and the latter found constitutive enzymes in four
other clinical isolates.

In the membrane fractions of the BORSA strains ex-
amined, we found two enzymes with molecular weights
of 30 and 13 kDa, respectively. The one with a molecular
weight of 30 kDa seems to be responsible for the hydro-
lysis of oxacillin, because this enzyme cannot be found in
the membrane fractions of the examined methicillin-sus-
ceptible strains. Otherwise, when BORSA strains were
grown in the presence of 50 pg/ml globomycin, this larg-
er protein did not occur in the renatured electrophoreto-
grams, and in the bioassay a decrease in the oxacillin-hy-
drolyzing activity of the membrane fraction could be ob-
served. The remaining low activity was caused by the
13-kDa B-lactamase.

Former experiments [13] suggested that oxacillinase
activity could not be detected in culture supernatants us-
ing a spectrophotometric method. In our experiments,
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when we used 40 p.g/ml oxacillin in the bioassay, we could
detect enzymatic activity. This more sensitive method
seems to be adequate for studying the moderate methicil-
linase activity in BORSA strains.

In the supernatants of BORSA strains, an extracellular
enzyme with a molecular weight of 30 kDa was present,
which corresponded to the membrane enzyme, and ac-
cording to its capability of splitting oxacillin, this enzyme
was supposed to be the secreted form of the methicillin-
ase. This result was supported by the examination of the
susceptible strains, which did not produce extracellular
B-lactamase, and the larger B-lactamase did not occur on
the electrophoretograms of their membrane fractions and
culture supernatants.

The methicillinase was produced constitutively in
strains VU94 and 822, but its production could be in-
creased by the addition of 0.5 pg/ml methicillin to the
cultures.

When the bacteria were grown in the presence of
50 pg/ml globomycin, only the 13-kDa enzyme was pres-
ent in the membrane fractions, and oxacillin-hydrolyzing
activities of the membrane fractions were reduced to 6—

16% of their original level (p < 0.01 in each case), indicat-
ing a very low enzyme activity. According to this result,
this enzyme did not play a major role in the development
of a borderline methicillin-resistant phenotype.

In our opinion, the smaller B-lactamase is independent
of the 30-kDa protein, because it is the only B-lactamase
which appears in the susceptible strains. Furthermore,
the types of the attachment to the membrane are differ-
ent, because the globomycin inhibited only membrane
binding of the larger B-lactamase. Therefore, we suppose
that this extremely small enzyme cannot be a degradation
product of the larger B-lactamase, and, to our knowledge,
a similarly small B-lactamase has not been published pre-
viously.
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1. Introduction

Methicillin and the other penicillinase-resistant peni-
cillins (PRPs) are narrow spectrum semisynthetic penicil-
lins that share the property of being stable to the
staphylococcal [3-lactamase. Shortly after methicillin
was introduced into clinical practice, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) strains emerged and spread
rapidly since then (de Lencastre et al., 2007). In contrast to
penicillin-resistance that is due to the production of B-
lactamase, a penicillinase encoded by the blaZ gene,
methicillin-resistance is due to the production of a
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penicillin-binding protein with reduced affinity to -
lactams, encoded by the mecA gene.

A distinct mechanism seems to account for the low-
level or borderline resistance of 5. aureus to methicillin and
the other PRPs. Typical borderline methicillin-resistant S.
aureus strains have an oxacillin MIC between 2 and 4 g/
ml, produce large amounts of [3-lactamase and become
susceptible to PRPs in the presence of B-lactamase
inhibitors (Massidda et al., 1996). In addition, different
from truly MRSA, that may show similar MICs to oxacillin,
they do not carry the mecA gene. These B-lactamase
hyperproducer strains harbour plasmids that encode a
type A staphylococcal penicillinase, BlaZ (Chambers,
1997). The borderline phenotype was initially attributed
solely to the hyperproduction of the BlaZ (McDougal and
Thornsberry, 1986). Subsequent studies revealed that
some borderline strains produce a second (3-lactamase, a
membrane-bound methicillinase, able to hydrolyze PRPs
(Gal et al., 2001; Kaszanyitzky et al., 2004; Keserd et al.,
2005; Massidda et al., 1992). This enzymatic activity did
not appear to be due to BlaZ (Massidda et al., 1994, 1996,
2006).

In this paper our aim was to identify the PRP-
hydrolyzing enzyme by proteomic analysis of the extra-
cellular and membrane-bound [3-lactamases of previously
characterized borderline S. aureus strains isolated from
clinical samples derived from different species.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains and growth conditions

10 borderline methicillin-resistant and 1 MRSA isolates
(Table 1) were included in the study. The bovine isolates
were selected from a previously described collection
(Kaszanyitzky et al., 2004), accordingly to the guidelines
specified by the CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute, former National Committee for Clinical Labora-
tory Standards [NCCLS]) (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2000). The human isolates were
selected according to the same criteria as bovine isolates as

Table 1

described (Gal et al, 2001; Kaszanyitzky et al., 2004;
Keser et al., 2005; Massidda et al., 1992). The discrimina-
tion between borderline methicillin-resistant strains that
were truly MRSA was done testing mecA (Table 1) as
previously described (Gal et al., 2001; Keserti et al., 2005;
Massidda et al., 1996).

Bacteria were grown in a 1% CY (casein-yeast) broth
prepared as described (Novick and Brodsky, 1972) and
supplemented with 0.5 pg/ml methicillin to induce -
lactamase production.

2.2. Preparation of bacterial supernatants

Cells were harvested by centrifugation at 4000 = g for
30 min at 4 °C. 50 ml aliquots of supernatants were filtered
via a Millipore sterile filter (0.45 wm) then concentrated
with ultrafiltration (PM-10 membrane, Amicon) and with
Centricon YM-3 Centrifugal Filter Units (Millipore).

2.3. Isolation of bacterial membranes

Harvested cells were washed twice with a 50 mM
sodium-phosphate-buffer (pH 7.0), resuspended in the
same buffer containing 1 mg/ml lysozyme (Sigma), then
were incubated at 37 °C for 1.5h. The intact cells were
pelleted by centrifugation at 1100 x g for 10 min at 4 °C
and the protoplasts were collected by centrifuging the
supernatant at 27,000 x g for 20 min at 4 °C. The proto-
plasts were resuspended in distilled water for 5 min then
0.5 mgfml MgCl; and 0.09 mg/ml DNase were added. The
burst protoplasts were incubated at 37°C for 1h then
centrifuged at 3000xg for 10min at 4°C. Cellular
membrane fractions were collected by centrifugation of
the supernatant at 27,000 x g for 20min at 4°C, then
washed three times with distilled water and stored at
-20°C.

When the yield of that protocol was not satisfactory
cells were sonicated by Branson Sonifier 250 (micro tip
limit output control=3; 50% duty cycle; on ice) then
centrifuged at 3000 x g for 10 min at 4 °C to remove heavy
cell degradation products. Cellular membrane fractions

Methicillin-resistant and borderline methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates of human and animal origin.

Designation Source mecA B-Lactamase production Origin

Vua4 Human - Type A, extracellular and membrane-bound Provided by Dr. D.5. Kernodle (Vanderbilt University,
Nashville, TN, USA)

as3 Human - Type A, extracellular and membrane-bound Clinical isolate from the collection of the Institute of
Microbiology, University of Ancona Medical School, Italy

a36 Human - Type A, extracellular and membrane-bound Clinical isolate from the collection of the Institute of
Microbiology, University of Ancona Medical School, Italy

822 (MRSA) Human + Type A, extracellular and membrane-bound Clinical isolate from the collection of the Department
of Microbiology, University of Debrecen, Hungary

9800 Human - Type A. extracellular and membrane-bound Clinical isolate from the collection of the Department
of Microbiology, University of Debrecen, Hungary

9989 Human - Type A, extracellular (weak) and Clinical isolate from the collection of the Department

membrane-bound of Microbiology, University of Debrecen, Hungary

14287 Human - Type A. extracellular and membrane-bound Clinical isolate from the collection of the Department
of Microbiology, University of Debrecen, Hungary

17599/3A Bovine - Type A. extracellular and membrane-bound Isolate from Central Veterinary Institute, Hungary

17599/3B Bovine - Type A, extracellular and membrane-bound Isolate from Central Veterinary Institute, Hungary

7789/47 Bovine - Type A extracellular and membrane-bound Isolate from Central Veterinary Institute, Hungary

7789/98 Bovine - Type A, extracellular and membrane-bound Isolate from Central Veterinary Institute, Hungary
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were collected also by centrifugation of the supernatant at
27,000 x g for 20 min at 4°C.

Because of the high lysozyme-resistance of strain a53
French press was used to disrupt the cells and whole cell
lysate was used instead of membrane fraction.

2.4. 2-D gel electrophoresis of extracellular proteins

100-100 g of concentrated proteins were precipitated
and desalted using the ReadyPrep™ 2-D Cleanup Kit (Bio-
Rad Laboratories), then redissolved in 125-125pl of
rehydration buffer (IEF buffer, sample buffer) containing
8 M urea, 2% CHAPS (3-[(3-cholamidopropyl)dimethylam-
monio]-1-propanesulfonate), 0.2% 3/10 IPG (immobilized
pH gradient) buffer (Bio-Rad Laboratories), 50 mM DTT
(dithiothreitol) and 0.002% Bromophenol Blue. For first-
dimension isoelectric focusing (IEF) 7cm pH 3-10 IPG
strips (Bio-Rad Laboratories) were rehydrated overnight in
IEF buffer containing the sample at room temperature in a
rehydration/equilibration tray. IEF was performed using
Bio-Rad Protean IEF Cell. Proteins on the IPG strips were
focused at 20 °C at 4000V to a total of 10,000 Vh initiated
by a slow voltage gradient from 0 to 250 V in 20 min, then
from 250 to 4000V in 2 h. Following the IEF, IPG strips
were processed for the second-dimension separation by a
10 min equilibration in 6 M urea, 2% SDS (sodium dodecyl
sulfate, or sodium lauryl sulfate), 50 mM Tris—HCI (pH 8.8),
30% glycerol, 1% DTT followed by a second 10 min bath in a
similar solution in which DTT was replaced by 2.5%
iodoacetamide. Second-dimension separation was per-
formed essentially as described (Laemmli, 1970). Strips
were applied to a Mini-Protean 2-D Cell (Bio-Rad
Laboratories, Paris) with a 5% stacking gel, 13% separating
gel and electrophoresis was performed at constant voltage
of 200 V.

2.5. 2-D gel electrophoresis of membrane proteins

100-100 g sample was desalted with ReadyPrep™ 2-
D Cleanup Kit (Bio-Rad Laboratories, Paris) and was
dissolved in maximum 50 p.l rehydration buffer containing
7 M urea, 2 M thiourea, 2% CHAPS, 0.2% 3/10 IPG buffer,
50 mM DTT and 0.002% Bromophenol Blue.

Isoelectric focusing was performed using Bio-Rad
Protean IEF Cell. 7cm long pH 3-10 IPG strips were
incubated for 16 h at room temperature with 135-135 pl
sample buffer without sample. Samples were applied
before IEF via cups at the anodic site. IPG strips were
focused at 20 °C and the following voltage gradient was
applied: from 0 to 250V in 30 min, from 250 to 4000V in
2 h and 4000V to 10,000 Vh.

In case of the whole cell lysate of strain a53 350-
350 p.g protein was applied to 17 cm long pH 3-10 strips
in 100 pl. The strips were rehydrated in 330-330 .l of
sample buffer. Samples were applied before IEF via cups at
the anodic site. IPG strips were focused at 20°C and the
following voltage gradient was applied: from 0 to 250 V in
30 min, from 250 to 10,000V in 2h and 10,000V to
40,000 Vh.

After isoelectric focusing the strips were handled as in
the case of extracellular proteins.

2.6. Detection of 3-lactamases on SDS-PA gels

Membrane and culture supernatant fractions (100 g
of total protein) were subjected to IEF and SDS-polyacryl-
amide gel electrophoresis (PAGE) in duplicates. One of the
gels was soaked in a renaturating buffer for 6-8 h at 37 °C
(Massidda et al.,, 1992). Enzymatic activity was detected
directly by placing: filter paper strips soaked in 1 mg/ml
nitrocefin (O'Callaghan et al, 1972) solution on the
appropriate areas of the gels corresponding to areas where
we detected activities on 1-D SDS-PAGE previously
(Kaszanyitzky et al., 2004; Keserti et al., 2005; Massidda
et al., 1994). After the detection and marking of the [3-
lactamase dots or bands the gels were stained with
Coomassie Brilliant Blue G-250 (Blue Silver) (Candiano
et al., 2004).

The parallel gels were stained with Coomassie Brilliant
Blue G-250 and appropriate spots were cut out from the
gels.

2.7. Mass spectrometric analysis

MALDI-TOF analysis was performed as described by
Birko et al. (2009). Peak picking was done manually, using
X-Mass/X-Tof (ver.: 5.1.1) software from Bruker Daltonics.
Peak lists were subjected to database search either using
ProteinProspector MS-Fit on-line search engine or Mascot.

LC-MS/MS analyses were carried out on an Agilent XCT
Plus ion trap mass spectrometer on-line coupled with
an Agilent 1100 nano-HPLC system. An aliquot of the
samples were injected to a Zorbax 300SB-C18 5pm
5mm = 0.3 mm trap column and washed onto the nano-
column (Zorbax 300SB-C18 3.5 pm 150 mm x 0.75 mm)
using a short gradient elution of 5-45% solvent B in 20 min
(flow rate: 300 nl/min, solvent A: 0.1% formic acid in water,
solvent B: 0.1% formic acid in acetonitrile). Mass spectro-
metric analyses were carried out using information
dependent mode acquiring the MS/MS spectra of the three
most intense multiply charged precursor cations.

To identify the proteins present, mass spectrometry
data were searched against the unrestricted NCBI protein
database [NCBInr 20070926 (5519594 sequences)] using
the Mascot search engine. The parameters used for the
database search identical to those described by Birko et al.
(2009). Protein lists were revised manually taking into
consideration only the significant peptide hits (p < 0.05),
minimum two significant peptides/protein.

3. Results
3.1. Analysis of the extracellular B-lactamases

For the analysis of extracellular enzymes we used the
conventional rehydration buffer and technique of sample
preparation and of IEF. One pair of representative gel
pictures (Fig. 1) shows the result obtained with the
supernatant fraction of strain VU94. 3-lactamase activity
appeared in wide areas of the gels (Fig. 1A). In most cases
we found enzymes at pl 4, 5 and 9. All active dots were
analyzed (1-10dots/gel), and the unambiguously identi-
fied proteins are listed in Table 2. At least 42% of the
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Fig. 1. 2-D gel electrophoresis pattern of the supernatant fraction proteins of borderline methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain VU94. (A) The gel
was regenerated, and the nitrocefin-hydrolyzing activities detected. (B) Blue Silver stained 2-D gel. The encircled areas are equivalent to the nitrocefin-

hydrolyzing areas in (A). The + sign shows the acidic (pH 3) end.

significant peaks match with the database peptides of the
appropriate protein in case of MALDI-TOF, and at least 5
peptide fragments in case of LC-MS/MS analysis.

In all cases BlaZ (gi|33416277) was identified as the
extracellular B-lactamase (Table 2). In strain 7789/47 a
BlaZ variant (gi|3603441, erroneously called “type-b” -
lactamase), and in strain 7789/98 its longer variant
(gi|67973147) was found together with BlaZ
(gi[33416277) or alone. The “type-b" variants differed
slightly (7%) from BlaZ because of the presence of a peptide
with molecular weight of 1440Da corresponding to
34YNANIGVYALDTK?® tryptic fragment with an ion score
of 89. In gi|33416277 BlaZ H is present instead of the
underlined N. In case of 7789/47 we also found a peptide
with molecular weight of 1543 Da corresponding to
295GQSEPIVLVIFTNK?%® (ion score was 87), which is
present in gi|33416277 BlaZ (in gi|3603441 it is not
present, in gi|67973147 N is present instead of the
underlined G, and 1 is present instead of the underlined

Table 2

V). This probably represents a new sequence variant of
BlaZ in this strain. In strain 7789/98 a peak with molecular
weight of 1973 (***GQSEPIVLVIFTNKDNK?®') instead of
1902 (***NQSEPIILVIFTNKDNK?®') was found, and also
some other characteristic differences are labelled with
asterisks on the spectrograms in Supplemental Fig. 1.

Besides BlaZ hemolysins (a-hemolysin in strains a53,
a36, 9800, 9989, and 14287, 3-hemolysin in strains 822
and 14287, truncated B-hemolysin in strain 14287, ~y-
hemolysin in strain 9989), some lipases (lipase 1 and 2 in
strain 9800) and other cytotoxins and virulence factors
(leukocidin in strains a53 and a36, serine protease SplB in
strains a53 and 14287/1) were also able to hydrolyze
nitrocefin (data not shown).

3.2, Analysis of the membrane-bound B-lactamases

In human samples the membrane-bound enzymes
were attached to the membrane via a thioether-bond

Nitrocefin-hydrolyzing extracellular enzymes of methicillin-resistant and borderline methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains.

Sample” NCBI-GI Protein name Match®  Seq. Nominal plon  Theoretical PSD or Mascot score
cov. &° mass M, zel pl or MS/MS search score

VU94/[E1 gi[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 2343 55 31,3495 4 9.55 1255GQAITYASR'**
VU94/E2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  25/46 69 31,3495 5 9.55 *SNDVAFVYPK®?
VU94/E3 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  26/57 67 31,3495 9 9.55 STFAYASTSK®®
a53/E1 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  25/32 64 31,3495 315 9.55
a53/E2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  24/35 60 31,3495 45 9.55 SOVTNPVRYEIELNYYSPK'5®
a53/E3 gi[33416277  Beta-lactamase (Blaz)  22/37 49 31,3495 9 9.55
a36/El £i|33416277 Beta-lactamase (BlaZ) 17/37 47 31,3495 4.5 9.55 524
a36/E2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 714 30 31,3495 5 9.55
a36/E3 gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  17/20 45 31,3495 9 9.55 1194
822(E1 gi[33416277  Beta-lactamase (Blaz)  18/27 64 31,3495 4 9.55 *SNDVAFVYPK®?
822(E2 gi[33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  21/35 46 31,3495 5 9.55 1255GOAITYASR
822/E3 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  18/25 59 31,3495 9 9,55 STFAYASTSK®®
9800/E1 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 7 23 31,3495 5 9.55 90
14287/E1 £i|33416277  Beta-lactamase (Blaz)  23/38 58 31,3495 9 9.55 1149
14287/E2 gi[33416277  Beta-lactamase (Blaz)  11/26 50 31,3495 8 9.55 2IENDVAFVYPK?*
14287/E3 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  38/43 79 31,3495 5 9.55 201
14287 €4 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ)  17/23 57 31,3495 4 9.55 102¢
17599/3A/E1  gi|33416277  Beta-lactamase (Blaz) 9 31 31,3495 4 9.55 323
17599/3B/E1  gi[33416277  Beta-lactamase (Blaz) 21 64 31,3495 5 9.55 322
7789/47/E1 £i|3603441 “Type-b" 5 23 27,197 4.5 9.74 387

beta-lactamase (BlaZ)
7789/47/E1 gi[33416277  Beta-lactamase (Blaz) 5 22 31,3495 45 9.55 381
7789/98/E1 gi|67973147  Beta-lactamase (BlaZ)  13/16 44 29,205 4 9.72

? E1, E2, etc, correspond to the different active dots of the same gel.

b MALDI-TOF: matched/observed masses, LC-MS: total number of distinct peptides.

¢ Sequence covered.
9 Mascot score.
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o
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Fig. 2. 2-D gel electrophoresis pattern of the membrane fraction proteins of borderline methicillin-resistant Staphylococcus aureus strain VU94, (A) The gel
was regenerated, and the nitrocefin-hydrolyzing activities detected. (B) Blue Silver stained 2-D gel. The encircled areas are equivalent to the nitrocefin-

hydrolyzing areas in (A). The + sign shows the acidic (pH 3) end.

(Galetal., 2001; Keserti et al., 2005), so we used a modified
rehydration buffer and cup-loading technique to dissolve
and apply the membrane proteins to the strips. One
representative pair of gels (Fig. 2) shows the result
obtained with the membrane fraction of strain VU94.

Similarly to the supernatant fractions we found
enzymes at pl 4, 5 and 9 on the gels. All the active dots
were analyzed (1-4dots/gel), and the unambiguously
identified proteins are listed in Table 3. At least 50% of the
significant peaks match with the database peptides of the
appropriate protein in case of MALDI-TOF, and at least 3
peptide fragments giving protein score larger than 25 in
case of LC-MS/MS analysis.

All of the membrane fractions contained the same
BlaZ (gi|33416277). In strains 7789/47 and 7789/98 a
longer and a shorter “type-b" BlaZ variant was found

(gi|67973147 and gi|3603441, respectively). In case
of strain 7789/98 we detected a peptide with
molecular weight of 1097 Da, which corresponded to
1481 GDKVTNPVR'®® tryptic fragment with an ion score of
34. This can be produced only, when at position 145 a
Lysine (gi|3603441, gi|67973147) is present and not
Glutamic acid (gi|33416277). We also found a peptide
with molecular weight of 1568 Da corresponding **KYNA-
NIGVYALDTK?® (ion score was 82), which is present in
gi[3603441 and in gi|67973147 BlaZ (in gi|33416277 H
replaces the underlined N). This probably represents a new
sequence variant of BlaZ in this strain. On the mass
spectrogram of strain 7789/47 we found the same
differences like in the case of the spectrogram of the
extracellular enzyme of strain 7789/98, so probably both
strains contain the same sequences variant.

Table 3

Nitrocefin-hydrolyzing membrane-bound enzymes of methicillin-resistant and borderline methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains,
Sample® NCBI-GI Protein name Match®  Segq. Nominal plon  Theoretical  PSD or MS/MS search

cov. % mass M, gel” pl score or Mascot score

Vug4/m1 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 26 71 313495 9 9.55 385.4
Vug4/m2 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 6 24 31,349.5 9.55 89.36
Vua4/m3 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 23 70 313495 5 9.55 331.54
Vua4/m4 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 29 74 313495 4 9.55 465.03
as53/M1 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 13/26 36 31,3495 4 9.55 113¢
as3jmz2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 30/40 70 31,3495 4 9.55 213°
a36/M1 €i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 18/51 65 31,3495 4 9.55 SIFAYASTSK’®
822/M1 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 5 13 31,3495 45 9.55 61.47
822/M2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 6 23 31,3495 5 9.55 88.06
9800/M1 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 33 82 313495 45 9.55 479.83
9800/M2 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 22 71 313495 9 9.55 326.37
9989/M1 £i[33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 22 70 31,3495 45 9.55 3373
14287 /M1 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 10012 40 313495 4 9.55 71°
14287/M2 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 15/41 51 313495 4 9.55 100°
17599/3A/M1  gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 32 79 313495 4 9.55 4623
17599/3A/M2  gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 11 39 313495 9 9.55 160.42
17599/3A/M3  g£i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 21 64 313495 5 9.55 308.9
17599/3A/M4  gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 26 76 313495 9 9.55 404.04
17599/3B/M1  gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 36 79 313495 4 9.55 560.16
17599/3B/M2  gi|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 38 79 313495 5 9.55 562.1
17599(3B/M3 £i|33416277  Beta-lactamase (BlaZ) 12 45 31,3495 9 9.55 181.87
7789/47/M1 gil67973147  Beta-lactamase (BlaZ) 28/45 70 29,205 85 9.72 130°
7789/98/M1 £i[3603441 “Type-b" beta-lactamase (BlaZ) 4 17 27,197 35 9.74 194°
7789/98/M2 £i[3603441 “Type-b" beta-lactamase (BlaZ) 3 13 27,197 4 9.74 181°

* M1, M2, etc. correspond to different active dots of the same gel.

" MALDI-TOF: matched/observed masses, LC-MS: total number of distinct peptides.

© Sequence covered.

4 Different proteins having the same pl in the case of the same strains mean different observed molecular weights on the gel.

© Mascot score,
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4. Discussion

Our results show that all [B-lactamase activities
detectable in the supernatant and the membrane fractions
of the borderline methicillin-resistant S. aureus isolates,
derived from human or bovine clinical samples, were all
attributable to the BlaZ penicillinase produced by these
strains. All BlaZ proteins detected are highly similar to each
other, however slight sequence variations seem common
and may account for the different sizes and, probably, the
substrate specificity of the proteins (Voladri et al., 1996;
Zawadzke et al., 1995). In strains 7789/47 and 7789/98 an
additional enzyme with slight sequence variations was
found.

Interestingly, in the supernatant fractions besides
BlaZ that constitutes the main part of the B-lactamase
activity detected, we found cytotoxins and other viru-
lence factors in some nitrocefin-hydrolyzing dots. It was
established that some [3-lactam antibiotics are able to
trigger (Kernodle et al., 1995) and some [3-lactamase
inhibitors are able to inhibit the production of hemoly-
sins (Tawfik et al., 1996). So, hemolysin production seems
to be connected to the presence of B-lactams and thus
may have a role in the reduction of local antibiotic
concentration.

BlaZ was the only B-lactamase activity found in the
membrane fractions and in the whole cell extract of the
borderline methicillin-resistant 5. aureus strain a36 and
a53, as shown in Fig. 2 (see spots M1 and M2, respectively).
A likely explanation is that the two bands originally seen
on SDS-PAGE renatured gels (Massidda et al., 1992, 1996)
contained the same protein with different sizes rather than
two distinct 3-lactamases. These results do not confirm the
previous hypothesis proposing that a second [3-lactamase,
distinct from BlaZ, was responsible for the hydrolysis of
PRPs in borderline strains (Massidda et al., 1996). However,
the argument was based on the experimental findings that
a recombinant E. coli strain, constitutively expressing the
blaZ gene from a borderline strain, was not able to
hydrolyze PRPs (Massidda et al., 1996) and the blaZ gene
showed a wild-type sequence (Massidda et al., 2006) and
did not rule out different posttranslational modifications
that could occur in a borderline methicillin-resistant
background.

The different sizes and perhaps the substrate specificity
of the same enzyme could be the consequence of the
proteolysis of 3-lactamases or posttranslational modifica-
tion. A posttranslational modification (mainly phosphory-
lation) can explain the shift in the pl of the proteins. There
are 23 Serine, 13 Threonine, and 13 Tyrosine residues in
BlaZ, which can be phosphorylated. When 20 of them are
phosphorylated it shifts the pl from 9.55 to 7 (result by
ProMoST: Protein Modification Screening Tool, University
of Wisconsin, Madison, Medical College of Wisconsin,
Proteomics Center), so phosphorylation of all possible sites
can shift the pl to 5 or 4 easily, and phosphate groups (MW:
95) also can cause an increase in the molecular weight of
the protein. The 23 Asparagines and 4 Glutamines can be
spontaneously hydrolyzed to Aspartic acid and Glutamic
acid, respectively, which also can alter the pl (Zomber et al.,
2005).

Bovine strains contained the same BlaZ [-lactamase
like the human ones. Moreover, in two strains (7789/98
and 7789/47) we found an enzyme called erroneously
type-b (-lactamase and its longer variant, having 7%
sequence divergence compared to the gi|33416277 se-
quence. During the selection of the bovine strains also the
phage type of them was established in the phage
laboratory of the Hungarian National Public Health and
Medical Officer Service, Debrecen, Hungary (unpublished
data), and it showed that the 17599/3A and 17599/3B
isolates could not been typed with bovine series of phages
but only with the human series, suggesting that those
strains may have a human origin. It is interesting that
“type-b” B-lactamase or its longer variant was found only
in strains with bovine origin. In these strains the shorter
and longer variants of “type-b” BlaZ were found alterna-
tively in the supernatant or membrane fractions. It is also
possible that the longer variant is present in all cases, but
we could not detect the C-terminal fragments. Because in
the supernatant of strain 7789/47 a peptide also was
identified that can be found in BlaZ (gi|33416277) we
suppose that two enzymes are present in this strain, or it is
more likely that a sequence variant that is not found in
NCBI database is present in both strains.

5. Conclusions

In summary our results show that all B-lactamase
activities detectable in the supernatant and the membrane
fractions of our borderline methicillin-resistant S. aureus
isolates, derived from human or bovine clinical samples,
were similar and all attributable to the BlaZ staphylococcal
penicillinase produced by these strains. In many isolates an
extracellular and a membrane-bound form of 3-lactamase
were present. The extracellular form might have role in the
reduction of local antibiotic concentration, while the
membrane-bound enzyme could act at a more concentrat-
ed way. The “type-b" sequence variants were found only in
the cow isolates. In two cases, it was shown that the bovine
isolates have a human origin.
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Supplementary Fig. 1. Comparison of the spectra of BlaZ sequence variants. (A) Typical
MALDI-TOF MS mass spectrum of gi|33416277 B-lactamase present in 14287/E3 sample. 38
matched out of 43 detected masses. The corresponding peptides covered 79% of the protein
sequence. (B) MALDI-TOF MS spectrum of 7789/98/E1 sample. 13 out of 16 detected peaks
matched to the gi|67973147 beta-lactamase protein sequence. Sequence coverage was 44%.

Asterisks show the peptides characteristic to the BlaZ sequence variants.
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