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1. BEVEZETES

1.1. A Staphylococus aureus B-laktam-rezisztenciaja

A Gram-pozitiv Staphylococcus aureus az egyik legjelentdsebb embereket is
megbetegiteni képes fakultativ patogén baktérium. Az elsé antibiotikumot, a B-laktdm gytriit
tartalmazo penicillint is az altala okozott fert6zések kezelésére vezették be. Par éven beliil
megjelentek az elsd B-laktamazt termeld penicillin-rezisztens torzsek, ezért Uj
antibiotikumokat kellett keresni illetve eldallitani. A penicillint B-laktaméaz gatlokkal
(klavulansav, szulbaktdm) kombinacioban, illetve a penicillin félszintetikus penicillinaz-
rezisztens valtozatait (PRP-kat), a methicillint, oxacillint, nafcillint, cloxacillint alkalmaztak
az ilyen torzsek okozta fert6zések kezelésére. A nem B-laktamazok termelésével methicillin-
illetve oxacillin-rezisztenss¢ valt nozokomidlis €s Gjabban egészséges kozosségekben fert6zo
torzsek elterjedésével mas tipusu antibiotikumok (példaul glikopeptidek) alkalmazésa kertilt
elotérbe, de ezek az utolsod védelmi vonalat jelentik a multirezisztens torzsek ellen.

A B-laktam antibiotikumok a sejtfalszintézis transzpeptidacids 1épésére hatnak. Ez a
1épés mar a sejten kiviil megy végbe, miutan a sejtben eldallitott sejtfalegység (N-acetil-
muraminsav — N-acetil-gliikozamin diszacharid, melynek N-acetil-muraminsav egységéhez
kapcsolodik egy L-alanin — D-glutaminsav — L-lizin — D-alanin — D-alanin pentapeptid, és
annak L-lizinjéhez kapcsolddik a majdani keresztk6td pentaglicin rész) atjutva a membranon
beépiilt a sejtfalba (transzglikozilezés). A keresztkotéseket a penicillin-kotd fehérjék
(penicillin-binding proteins, PBPs) transzpeptidaz doménje alakitja ki a pentapeptid terminalis
D-alaninjanak lehasitasaval és egy masik sejtfalegység pentaglicinjének hozzakapcsolasaval a
maradék tetrapeptid D-alaninjahoz. A B-laktdm gytira szerkezete hasonl6é a D-alanin-D-alanin
dipeptidéhez, ezért a PBP-k ezeket az antibiotikumokat szubsztratként felismerik és megkotik,
de nem képesek elhidrolizélni.

A Staphylococcus aureus PRP-kkal szembeni rezisztenciaja kiilonboz6 okokra
vezethetd vissza. Okozhatja a rezisztenciat csokkent B-laktam kotoképességli PBP termelése,
amilyen az MRSA (methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus) torzsek rezisztenciajat
okozo PBP2a, melyet a mecA koédol. Ez a gén egy fontos patogenitasi sziget, az SCCmec
(staphylococcal cassette chromosome mec) teriileten helyezkedik el, tobbnyire mas
rezisztencia gének tarsasagaban. Alacsonyabb mértékii rezisztencia kialakitasaért feleldsek a
B-laktamazok, melyek aktiv centruma 4altaldban szerint tartalmaz. Ennek a szerinnek a

hidroxil-csoportjaval a CO-N kotés kozt felhasitott B-laktam gytirii penicilloil enzimet képez.



A kiilonbség a PBP-khez képest az, hogy az enzim gyorsan el is hidrolizalja az
antibiotikumot, ¢és vizfelvétellel regeneralja hidroxil-csoportjat. Ezeket a baktériumok

tobbnyire kivalasztjak a kdrnyezetiikbe, bar membrankotott formak is eléfordulnak.

1.2. A borderline methicillin rezisztens Staphylococcus aureus (BORSA) torzsek
jellemzoi

Az altalunk vizsgalt BORSA (borderline methicillin rezisztens Staphylococcus aureus)
torzsek oxacillin-rezisztencidja atmenetet mutat az érzékeny és a methicillin-rezisztens
torzsek kozott. Az emelkedett MIC-ért (minimal inhibitory concentration: minimalis gatlo
koncentracio) legtobbszér nagy mennyiségli B-laktaméaz (a BlaZ penicillindz) termelése a
felelds, de az oxacillin MIC emelkedéséhez nem elég a B-laktamaz génjét bejuttatni egy
érzékeny torzsbe, és ott tiltermeltetni azt. A blaZ-t hordozo 17,2 kD pBW15 plazmid
transzformalasaval csak a 94/96 (V.) fagcsoportba tartozo torzsek tehetdk borderline oxacillin
rezisztenssé. Ha a plazmidot elveszti a torzs, akkor érzékennyé valik a PRP-kra, vagyis a
plazmidon jelen kell lennie a megndvekedett rezisztenciaért felelds faktor génjének.

Massidda és munkatarsai kimutattdk, hogy methicillin indukcié hatisara az altaluk
vizsgalt torzsek membranjaban a BlaZ mellett (32 kDa) megjelent egy kisebb, 31 kDa
molekulatomegli enzim. Ez a nitrocefin és a penicillin mellett hidrolizalta a methicillint,
oxacillint és a PADAC-ot is (a nitrocefin és a PADAC - Pyridinium-2-Azo-p-
Dimethylaniline Chromophore = piridinium-2-azo-p-dimetilanilin kromofér is szines
cefalosporin szdrmazék, mely kivalod B-laktamaz jelenlétének kimutatdsara, mivel ha a B-
laktamaz hidrolizalja, akkor megvaltozik a szine sargardl pirosra, illetve sotétlilarol sargara).
Ugy gondoltdk, hogy ez valdsziniileg egy 10j, a BORSA torzsekre specifikus
methicillindz/oxacillindz enzim.

Ezt a feltevésiiket megerdsitette, hogy a blaZ-t hordoz6 plazmidot transzformalva
Escherichia coli-ba, a transzformalt torzs altal termelt B-laktamaz nem hidrolizalta a PRP-ket,
vagyis vagy amiatt, hogy csaktigy, mint a nem V. fagcsoportba tartozo Staphylococcus aureus
torzsek esetében, az E. coli esetében is genetikai hattere kiilonbdzésége miatt nem fejezddik
ki a borderline methicillin-rezisztenciat kialakitoé faktor, vagy ez a faktor mégsem a blazZ-t
hordozé plazmidon taldlhato. Azt feltételezték, hogy ez az 10j enzim a BlaR1 (egy

crer

de biztosat nem tudtak a mibenléte fel6l.



2. CELKITUZES

A Gram-negativ Enterococcusoknal leirtak egy enzimet, mely képes hidrolizalni az
oxacillint. Dr. Orietta Massidda ¢és munkatarsai leirtak egy olyan enzimet borderline
meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus-ban (BORSA), mely szintén képes volt bontani
az oxacillint illetve a meticillint, meticillin indukcid6 hatdsara jelent meg a
membranfrakcioban, 31 kDa volt a molekulatomege (a BlaZ penicillindzé 32 kDa), és nem
lehetett atvinni E. coli-ba a blaZ-t hordozo6 plazmid transzformalasaval. Végs6 célunk az volt,
hogy ezt az oxacillinazt azonositsuk.

Munkank soran a kovetkezd 1épéseket terveztiik elvégezni:

1. Staphylococcus torzsek gyijtése kiillonbozé forrasokbol, és azonositani kozottiik
oxacillin €és methicillin MIC érték meghatdrozasdval a borderline methicillin-rezisztens
torzseket.

2. Az igy gyljtott BORSA torzsek karakterizaldsa, igymint esetleges PBP2a termelésiik
kimutatéasa, fagtipusuk azonositasa, 3-laktam bontasuk kimutatésa.

3. A hipotetikus methicillindz/oxacillindz kimutatasa ¢és azonositasa proteomikai
modszerekkel.

4. Annak megvizsgalasa, hogy van-e kiilonbség a human izoldtumok és a szarvasmarha

togygyulladasbol izolalt torzsek B-laktamazai kdzott.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Human és bovin torzsek gyiijtése

A vizsgalt humén izolatumok a Debreceni Egyetem Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum (DE OEC) Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézet humén beteganyagbol
szarmazo torzsgyljteményébe tartozo torzsek és referencia torzsek. A referencia torzsek Dr.
Douglas S. Kernodle-tdl (Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, USA) szdrmaznak. Az
56, human mintabol izolalt térzset (52 Staphylococcus aureus, 4 Staphylococcus epidermidis)
a DE OEC Microbiologiai Intézet azonositotta és bocsatotta a Farmakologiai ¢és
Farmakoterapiai Intézet rendelkezésére. Korabbi kisérletek soran az dsszes torzs penicillin,
methicillin és oxacillin MIC értékét meghataroztuk Onalléan és szulbaktdammal illetve
klavulansavval kombindcioban makrodilacids technikdval a Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, korabban NCCLS — National Committee for Clinical Laboratory
Standards) iranyelvei szerint. Ez alapjan 6t torzsrol allapitottuk meg, hogy BORSA torzs. Két
tovabbi human izolatum (a36 és a53) az Institute of Microbiology, University of Ancona
Medical Scool, Italy gyljteményébdl szadrmazik, melyeket Dr. Orietta Massidda
kozbenjarasara Dr. Marina Mingoia-tol kaptunk. Kaptunk még tovabbi torzseket Dr.
Rozgonyi Ferenctdl (Semmelweis Egyetem, Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest), két
Staphylococcus aureus és négy Staphylococcus epidermidis torzset. Az allati fertézésekbdl
illetve élelmiszerbdl izolalt 28 torzset az Orszagos Allategészségiigyi Intézettél (OAI,

Budapest) kaptuk.

3.2. Makrodiluciés MIC meghatarozas

A torzsek besorolasat makrodiluciés MIC meghatarozas segitségével végeztik el,
melyet a CLSI irdnyelvei szerint kiviteleztiink. Mivel munkédnk Dr. Orietta Massidda és
munkatarsai kisérleteinek a folytatdsa, ezért a térzsek borderline methicillin-rezisztensként
valé besorolasakor az O kisérleteik soran alkalmazott kritériumrendszert alkalmaztuk

(oxacillin MIC 1-2 pg ml™, mely B-laktamaz gatlé hatdsara 1 pg ml™ ala csokken).

3.3. PBP2a termelés kimutatasa
A human torzsgylijtemény esetében kozvetleniil a PBP2a termelését mutattuk ki latex
agglutinaciods teszttel (PBP2a latex agglutanation test, Oxoid, Basingstoke, UK). A t&bbi torzs

esetében izolalasukkor PCR-rel tortént a mecA kimutatasa.



3.4. Fagtipizalas

A fagtipizalas a debreceni Allami Népegészségiigyi és Tisztiorvosi Szolgalat (ANTSZ)
nemzetkozi fagsorozataval tortént, a helyi faglabor kivitelezésében a WHO (World Health
Organization) el6irdsainak megfeleléen. A felhasznalt fagcsoportok: 1. fagesoport: 29, 52,
52A, 79, 80; II. fagcsoport: 3A, 3C, 55, 71; III. fagcsoport: 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A,
84, 85; IV. fagcsoport: 42D; V. fagesoport: 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. A membran izolalasa

A 16 o6ran at 37°C-on 1%-0s, pH 7,4 CY (casein-yeast — kazein-¢élesztokivonat)
taptalajban 0,5 pg ml" methicillin jelenlétében tenyésztett sejteket mosas utan 1 mg ml’
lizozim oldatban val6 inkubacioval és ozmotikus lizissel tartuk fel, majd sorozatos
centrifugaldssal membran izolaltunk. Ha a lizozimos emésztés nem volt elégséges, akkor
ultrahangos sejtfeltaroval (Branson Sonifier 250) végeztiik el a sejtek feltarasat, illetve az a53
torzs esetében X-Press késziilékkel (X 25, AB Biox, Goteborg, Svédorszadg) Dr. Emri Tamas
(DE TTK Mikrobialis Biotechnologiai €s Sejtbioldgiai Tanszék) kivitelezésében.

3.6. A fermentlé ultrasziirése

A tenyésztéskor nyert fermentlé 50 ml-ének sterilre szliréséhez 0,45 pm porusatmérdjii
membrant (Millipore, Bedford, USA) hasznaltunk, mig az ultrasztirést Diaflo PM10 (10000
Da molekulatomeg kizarasa) illetve YMS (5000 Da molekulatomeg kizarast) Amicon
ultrafiltracios membrannal (Millipore, Bedford, USA) végeztik 2 atmoszféra nyomasi
nitrogén gazzal, 4°C-on, allando kevertetés mellett, végezetiill a mintdt Centricon YM-3

szirdegységekkel (Millipore, Bedford, USA) centrifugaltuk.

3.7. Oxacillinaz aktivitas meghatarozasa bioldgiai titralassal

A BORSA torzsek membrankotott és extracellularis oxacillindz aktivitasat izolalt
membranfrakcid és ultrasziirt fermentlé oxacillin-bonté képességének meghatarozasaval
on eléinkubaltunk, és a megmaradt oxacillin mennyiségét hataroztuk meg Bacillus subtilis
ATCC 6633 teszttorzs kiilonb6zd oxacillin koncentraciokra kapott kioltasi gytiriii alapjan

felallitott kalibracidos gorbe segitségével 24 6ras tenyésztés utan.



3.8. B-laktamaz aktivitas kimutatasa poliakrilamid géleken

A torzsek membrankotott és extracelluléris fehérjéit 1-D illetve 2-D gél elektroforézis
segitségével valasztottuk el. Az utdbbi esetben izoelektromos fokuszalds elézte meg a
molekulatdmeg-szerinti elvalasztast, mely sordn a membrankotott fehérjék esetében a ,,cup
loading”, az extracellularis fehérjék esetében pedig a klasszikus technikat alkalmaztuk, és 2%
CHAPS  (3-[(3-kolamidopropil)dimetilammonio]-1-propanszulfonat), 50 mM DTT
(ditiotreitol), 0,2% Bio-Lyte 3/10 amfolit, 0,002% bromofenolkék mellett 7 M ureat és 2 M
thioureat illetve csak 8 M uredt tartalmazé minta puffert hasznaltunk.

A Na-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) soran a Laemmli
altal leirt modszer szerint jartunk el.

Az SDS-PAGE utan a két parhuzamos gél koziil az egyiket 8-10 6ran at inkubaltuk

37°C-on az 1% Triton X-100-at és 0,1 mM cink-szulfatot tartalmazé regeneralod oldatban,

cre

crer

megjeledlése utdn a gélt megfestettik Coomassie Brilliant Blue G-250 (Blue Silver)
festboldattal. A masik gélt is megfestettik Coomassie Brilliant Blue G-250-nel, és a
regeneralt gélen detektalt enzimaktivitas segitségével azonositottuk rajta a B-laktamaz

aktivitasa fehérjéket.

3.9. B-laktamazok tomegspektrometrias azonositasa

A fehérjék azonositaisa MALDI-TOF (matrix assisted laser desorption ionization—time
of flight) detektorral vagy LC-MS/MS (liquid chromatography—tandem mass spectrometry)
elrendezésben tortént Dr. Medzihradszky Folkl Katalin Proteomikai Kutatocsoportjanak
(Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Bioldgiai Kdzpont) illetve a Kromat Kft. (ugyanott)

munkatarsainak kivitelezésében.

3.10. B-laktamaz aktivitas mérése spektrofotometriasan

A B-laktamaz aktivitast fehérjék antibiotikum-bont6d képességének vizsgalatat Perkin-
Elmer A 12 UV/VIS termosztalhatd spektrofotométerrel végeztilk. A fotometralas 37°C-on
tortént, minden esetben 10 percig kovettiik a reakciot. A vak 0,1 ml Na-fosztat-puftert (0,05
M, pH 7,0) és 0,9 ml torzsoldatot tartalmazott, a minta 0,1 ml enzimbdl (illetve 10 mg ml™
lizozim torzsoldatbol 0,1 ml) és 0,9 ml antibiotikum tdérzsoldatbol allt. A nitrocefin

kivételével mindegyik antibiotikum torzsoldatot (penicillin G, oxacillin, cefalorodin,
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cefamandol, cefoperazon) tizszeres higitasban alkalmaztuk. A fotometralds hullamhosszai:
nitrocefin: 486 nm, penicillin G: 233 nm, oxacillin: 260 nm, cefalorodin: 260 nm,
cefamandol: 274 nm, cefoperazon: 273 nm. Az enzimaktivitast az alabbi képlet segitségével
szamoltuk ki:

dA/dt x 1000 1/e x V¢/1000 1 x D, ahol

dA: abszorpcid valtozasa; dt: id6 valtozasa; €: extinkcids (abszorpcids) koefficiens; Vi:
minta térfogata (ml); D.: enzim higitasa. Az ¢ értékei (mM"'em™): nitrocefin: 16,7, penicillin

G: 0,94, oxacillin: 0,45, cefalorodin: 10,2, cefamandol: 10,3, cefoperazon: 9.

3.11. Felhasznalt antibiotikumok és szubsztratok

A kovetkezd vegylileteket alkalmaztuk kisérleteinkben: methicillin  (Bristol
Laboratorium, Parizs, 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), szulbaktdm (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA),
nitrocefin (Oxoid, Basingstoke, UK), lizozim (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. Az Orszagos Allategészségiigyi Intézet és a Semmelweis Egyetem, Orvosi
Mikrobiologiai Intézete altal rendelkezésiinkre bocsatott torzsek MIC meghatarozasa

Az izoldtumok MIC meghatarozasat oxacillinre végeztiik el, klavulansavval illetve
szulbaktdmmal kombinacioban is. Az OAI altal gyiijtott torzsek koziil 4 szarvasmarha
togygyulladasbol izolalt torzset tudtunk a BORSA torzsek kdzé sorolni (19599/3A, 19599/3B,
7789/47, 7789/98). A Semmelweis Egyetemtdl kapott torzsek mindegyike oxacillin-érzékeny
volt. Tgy Gsszesen 11 torzzsel végeztiik el a vizsgalatokat a mar elézetes kisérletek soran
borderline oxacillin-rezisztensnek bizonyuld, a debreceni torzsgylijteménybdl szarmazo
VU94, 822, 14287/1, 9800, 9989 torzseken, és az Orietta Massidda-tol és Marina Mingoia-tol
kapott a36 és a53 torzseken.

4.2. A PBP2a termelés kimutatasa

Az 0sszes klinikai izolatum esetében elvégeztiik a PBP2a kimutatasat. Az eredmények
korrelaltak a makrodilucios MIC-ek alapjan vartakkal, vagyis a methicillin- és oxacillin-
rezisztens torzsek termeltek PBP2a-t, mig az érzékeny és borderline rezisztems torzsek nem.
Ez alol csak egy kivétel volt, a 822-es torzs, melyet a MIC alapjan a BORSA torzsek kozé
soroltunk, de PBP2a termelének bizonyult. Ebben az esetben PCR-rel is megerdsitést nyert a
mecA jelenléte. Valoszinlileg a PBP2a fehérje nem megfelelden miikddik, ezért rendelkezik a
torzs alacsony oxacillin MIC-cel.

Az OAI torzseinél és az a36 és a53 torzseknél maér az izolalaskor elvégezték a mecA

kimutatast, a torzsek mecA negativok voltak.

4.3. Fagtipizalas

A klinikai izoldtumok mind tipizaloédtak az V. fdgcsoportba tartoz6 fagokkal, kivéve a
822-es torzset, mely egyetlen faggal sem volt fertézhetd (MRSA fagokkal sem). Az 19599/3A
és 19599/3B torzs szintén az V. fagcsoportba tartozé fagokkal tipizalodott, de nem volt
tipizdlhaté a bovin fagokkal, ami emberi eredetre utal. A 7789/47 és 7789/98 torzs
tipizalodott bovin fagokkal, de a BORSA torzsekre jellemzd V. fagesoportbeli fagokkal csak

az utobbi tipizalodott.
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4.4. Oxacillinaz aktivitas kimutatasa

Az elészor a kisérletekbe bevont torzsek fermentlevének és membranfrakciojanak
kiilon-kiilon hatdroztuk meg az oxacillinndz aktivitdsat. Spektrofotometrids mdédon nem
sikeriilt aktivitast mérniink, de bioldgiai titralassal igen. A frakciok oxacillinaz aktivitasa 10™
— 107 pmol oxacillin perc'mg™ teljes fehérje tartomanyban volt, minden vizsgalt torzs
indukcio nélkiil is termelt oxacillint bontani képes enzimet. Methicillin indukcié hatdsara a
termelt enzim aktivitdsa (mennyisége) nétt, bar a torzsek tobbségénél nem jelentdsen. A
BORSA torzsekre jellemz6 V. fagesoportbeli fagokkal nem tipizalodo 7789/47 torzs esetében
mértilk a legalacsonyabb oxacillin-bontdé képességet, ami megfelel annak a korabbi
tapasztalatnak, hogy jelentdsebb oxacillinaz aktivitassal csak az V. fagcsoporttal tipizalodo
BORSA torzsek rendelkeznek. Némileg ellentmond ennek, hogy az egyaltalan nem
tipizalhat6 822-es torzs bizonyult a legaktivabbnak.

4.5. B-laktamazok molekulatomegének meghatarozasa 1-D SDS-PAGE-val

Eldszor a B-laktamazok méretét hatdroztuk meg, hogy a 2-D gélelektroforézisnél mar
csak meghatarozott régio(k)ra kelljen koncentralni. A géleken két régidban is detektaltunk B-
laktamaz aktivitast: 30-34 kDa és 10-14 kDa koriil (a méret-meghatarozas bizonytalansagat a

gélek kezelés kozbeni méretvaltozasa okozza).

4.6. A 10-14 kDa molekulatomegii ,,8-laktamaz” azonositasa
molekulatomegi fehérjérdl a MALDI-TOF analiziskor kidertilt, hogy lizozim, ami a membran
izolalasakor maradt a membranhoz kapcsolodva a mintaban. Ellenérzésként 1 mg ml™ lizozim
torzsoldatbol 10 pl-t felvittiik 1-D SDS-poliakrilamid gélre, és a lizozim regeneralasa utan
detektaltuk a nitrocefindz aktivitast, illetve a lizozim nitrocefin és az I. generacios
cefalosporin cefaloridin bontasat is sikeriilt fotometriasan detektalnunk. Nitrocefin esetében a
mért enzimaktivitas 0,162 pmol perc'mg™ lizozim, cefaloridin esetén 0,0784 umol perc'mg™
lizozim volt. Sem penicillinre és oxacillinre (pendm vazas antibiotikumok), sem cefamandolra
(II. generacids cefalosporin), sem cefoperazonra (III. generaciés cefalosporin) nem tudtunk
szamottevd hidrolizist kimutatni.

A lizozim a baktériumok sejtfalanak gerincét alkotd glikanlanc N-acetil-muraminsav
komponensét ismeri fel, és az N-acetil-muraminsav ¢és az N-acetil-glukozamin kozotti
glikozid kotéseket hasitja. Korabbi kisérletek soran kimutattak, hogy a penicillin szerkezete,

funkciés csoportjainak  elhelyezkedése nagyon hasonl6 az N-acetil-muraminsav
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szerkezetéhez. Valoszintlileg ezért képes a lizozim a penicillinhez kotddni, viszont azt, mint
mi is kimutattuk, bontani nem tudja, s6t a penicillinek magas koncentracidja gatolja az enzim
miikddését. Mivel a cefaloridin és a nitrocefin struktiraja némileg eltér a penicillin-tipust
vegyliletek szerkezetétdl, ez lehet a magyarazata annak, hogy a lizozim a molekuldhoz vald

kapcsolodast kovetden azt lassan ugyan, de hidrolizélja.

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

Az azonositast minden torzs fermentlevében és membranfrakciojaban elvégeztik. A 2-
D gél elektroforézis utan az enzimaktivitas detektalasakor altaladban savas (pl 4-5) és bazikus
(pI 9-10) pH értéknél is tapasztaltunk nitrocefin-bont6 aktivitast. A savas €s a bazikus pl-vel
rendelkezd fehérjék molekulatomege is kiillonbozott kissé, a savas pH-nal talalhato fehérjék
kissé nagyobb molekulatomegiinek tiintek, bar ez 2-D gélek esetében nem mindig jelent valos
kiilonbséget. Az extracellularis fehérjéknél MALDI-TOF esetén a szignifikdns csucsok
legalabb 42%-a, LC-MS/MS esetén legalabb 5 peptid fragment illeszkedett a talalt B-
laktaméazra. A membranfrakcidk analizisénél a szignifikdns 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.

A savas illetve a bazikus pl-nél azonositott fehérjék leggyakrabban a BlaZ penicillinaz
enzimnek bizonyultak. Az esetek tobbségében (a biztosan emberrdl szarmazo, vagy emberrdl
szarvasmarhdra atkeriilt torzsek esetében) a gi|33416277 azonositasi szdmu referencia
szekvenciaként azonositottuk a mintdinkat (miutdn a spektrumokat és peptidfragmenteket
atnézve ezekben az esetekben nem taldltunk olyan részleteket, melyek valamely szekvencia
variansra utaltak volna). A 7789/47 torzsben a gi|3603441 azonositasi szaml b-tipustnak
nevezett BlaZ varians volt azonosithatd, a 7789/98 torzsben ennek egy hosszabb és kissé
kiilonbozé variansa (gi|67973147) az extracellularis mintdkban a gi|33416277 azonositési
szamu referencia szekvencidval egyiitt, a membranfrakciokban a nélkiil. A kiilonb6zo
Staphylococcus aureus torzsek adatbazisokban fellelheté B-laktamaz szekvenciai nagyon
hasonloak, de kisebb szekvencia-variaciokat talalhatunk kozottiik. Ezek a varidciok érinthetik
a fehérje méretét és valosziniisithetéen az aktivitasat is, ez is magyarazhatja, hogy a 7789/98
és 7789/47 (kiilondsen ez utdbbi) nem bizonyult hatékony oxacillin-hidrolizal6 torzsnek. Az
a36 ¢és a53 torzsekben is csak egyféle B-laktamdzt, a BlaZ-t tudtuk kimutatni. Elképzelhetd,
hogy a mésodik enzim elveszett a torzsbdl, vagy valamilyen fehérje elfedte, bar ehhez olyan
kis mennyiségben kellett jelen lennie, ami ellentétes a feltételezett fontos szerepével a

borderline fenotipus létrehozdsaban. Az elsd feltételezésnek pedig az mond ellent, hogy
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plazmidvesztésnél (mivel a torzsek egy plazmiddal rendelkeztek) a blaZ-nek is el kellett volna
vesznie. Inkabb elképzelhetd, hogy eredetileg a két fehérjesav ugyanazt a fehérjét tartalmazta,
csak eltér6 molekulatomeggel. Barmi is az igazsag, az olasz kutatdcsoport is csak a BlaZ-t
tudta transzformalni Escherichia coli-ba. Azt, hogy ugyanannak a fehérjének esetlegesen
eltér6 molekulatomegii formait detektaltuk okozhatja a B-laktaméz proteolitikus hatdsok
miatti méretcsokkenése vagy poszttranszlaciés modositdsa. A poszttranszlacids modositasok
lehetdsége nemcsak a molekulatomegbeli, hanem a pl-beli kiilonbségekre is magyardzatot
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, és a
foszfatcsoportok (MW 95 Da) 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 €s 4 glutamin spontan atalakulhat aszparaginsavva illetve glutaminsavva, mely
szintén befolyasolhatja a pl-t, habar 1ényegesen kisebb mértékben. Elképzelhetd, hogy a
modositas csak az V. fagtipusba tartozé torzsekben torténik meg (vagy marad el, hiszen a
methicillin indukci6 hatasara termelddott enzim volt a kisebb molekulatomegii), ez
magyarazhatja, hogy az egyediiliként nem ebbe a fagcsoportba tartozd 7789/47 torzs esetén
miért mértiink alacsonyabb oxacillin-hidrolizal6 aktivitast.

Azonositottunk tovabbd mas nitrocefin-bontd aktivitdst mutatd fehérjéket is: -
hemolizint az a53, a36, 9800, 9989, és 14287/1 torzsben; B3- hemolizint a 822-es és a 14287/1
torzsben; csonkolt B- hemolizint az 14287/1, y-hemolizint a 9989 térzsben, és mas citotoxint
¢és virulencia faktorokat (leukocidint az a53 és a36, SplB serin proteazt az a53 és 14287/1
torzsben). Ezek nagy részérdl elmondhatjuk, hogy valosziniileg aspecifikusan, nem eredendd
funkcidjukbol kovetkezOen bontottdk a nitrocefint, illetve az is el6fordulhatott, hogy nagy
mennyiségben vald jelenlétiik az adott foltban maszkirozta a B-laktamazt (bar ez az LC-

MS/MS-sel azonositott fehérjék esetében nem valdszinii).
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5. OSSZEFOGLALAS

Kiilonboz6 forrasbol szarmazod Staphylococcus aureus torzsek koziil oxacillin MIC
értékek alapjan kivalasztottuk a BORSA torzseket, 6sszesen 7 human ¢€s 4 bovin izolatumot.
A 4 bovin és 6 human izolatum mecA negativ volt, de a 822-es térzs hordozta a mecA-t,
esetében a PBP2a nem miikodhetett megfelelden.

Megallapitottuk, hogy az altalunk gyijtott BORSA torzsekre is jellemzd, hogy
tipizalddnak az V. fagcsoportba tartoz6 fagokkal, és hogy képesek hidrolizalni az oxacillint.
Valoban a nem tipizal6do torzsnél mértiik a legalacsonyabb oxacillin hidrolizis értéket, de a
szintén nem tipizdlodd mecA hordozé 822-es torzs a legaktivabbnak bizonyult, vagyis a
faghordozas az ilyen torzseknél nem eléfeltétele az oxacillin-hodrolizald képességnek (de a
mecA-val nem rendelkez6 torzseknél igen).

Kimutattuk, hogy a membran izoldldsakor hasznalt lizozim rendelkezik antibiotikum-
bontd aktivitdssal. Nitrocefin és cefaloridin esetén spektrofotometridsan is mérhetd volt ez az
aktivitas.

Megallapitottuk, hogy a torzsek oxacillin-bontasaért a BlaZ penicillinaz a felelds.
Minden human eredeti és a két, reverz zoonézissal szarvasmarhara atkeriilt torzs esetében a
21|33416277 azonositasi szamu BlaZ referencia szekvenciat azonositottuk.

A két bovin izolatum BlaZ enzimei kb. 7%-ban eltértek a human eredeti torzsek
enzimeitdl. A torzsek vagy két BlaZ-t tartalmaztak, vagy, ami valoszinlibb, egy 1j
szekvenciavarianst.

Ugyanazt az enzimet markansan eltérd pl értékeken is detektaltuk a kiillonbozo
torzseknél (pl 3-5 illetve pl 9-10), ezért valamilyen poszttranszlacios modositas lehet felelds,
a ProMoST szoftver segitségével elvégzett elemzés alapjan a foszforilacié a legvalosziniibb.

Ez lehet felelos az ~1kDa molekulatomeg-eltérésekeért is.
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