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Bevezetés: A folyamatosan megjelend multirezisztens kdrokozok és a bevetett G antibiotikumok kozott allandé ,,harc”
folyik. A klinikumban és az dllatgy6gydszatban haszndlt antibiotikumok jelentds része mar nem hatékony. Eltérd ha-
tdsmechanizmusa antibakteridlis peptidek alkalmazasa alternativ megolddst jelenthet. A rovarpatogén Xenorbabdus
budapestensis baktérium szintetizalni képes kiilonb6zé antimikrobialis hatast fehérjekomponenseket (Gicornutin-A,
fabclavin). Célkitiizés: Xenorbabdus budapestensis antibakteridlis hatdsinak mérése zoondzist okozé baktériumokon
in vitro. Médszer: Gram-pozitiv (Rhodococcus equi, Erysipelothrix rhusiopathin, Staphylococcus aureus, Streptococcus
equi, Corynebacterium psendotuberculosis, Listeria monocytagenes) és Gram-negativ (Salmonella gallinarum, Salmo-
nella derbi, Bordatella bronchoseptica, Escherichin coli, Pasteurelln multocidn, Aevomonas hydrophila) tesztbaktériumo-
kon sejtmentes fermentlé és a tisztitottfehérje-biopreparatum antibakteridlis hatdsinak mérése agardiffaziéval véres
agaron. Evedmények: A Xenorhabdus budapestensis fehérjéket termel, amelyek higitdsaitdl fiigg&en erds antibakterialis
aktivitast fejtettek ki a tesztelt baktériumokon. A tisztitott frakcié hatdsa erGsebb volt, mint a sejtmentes fermentlé.
A Gram-pozitiv baktériumok érzékenyebbek voltak. Kovetkeztetések: A Xenorbabdus budapestensis antimikrobidlis
hatdst fehérjéi hatékonysagot mutattak a zoondzist okozé baktériumokon, és potencidlis esélyiik lehet e szervezetek
elleni bevetésre, illetve azok megel&zésében a jovEben. Orv. Hetil., 2015, 156(44), 1782-1786.
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Xenovhabdus budapestensis entomopathogenic bacteria cell free conditioned
medium and purified peptide fraction effect on some zoonotic bacteria

Introduction: Many multi-resistant patogens appear continuously resulting in a permanent need for the development
of novel antibiotics. A large number of antibiotics introduced in clinical and veterinary practices are not effective.
Antibacterial peptides with unusual mode of action may represent a promising option against multi-resistant patho-
gens. The entomopathogenic Xenorbabdus budapestensis bacteria produce several different antimicrobial peptides
compounds such as bicornutin-A and fabclavin. Aim: The aim of the authors was to evaluate the i vitro antibacte-
rial effect of Xenorbabdus budapestensis using zoonotic patogen bacteria. Method: Cell-free conditioned media and
purified peptide fractions of Xenorbabdus budapestensis were tested on Gram-positive (Rhodococcus equi, Erysipelo-
thrix rhusiopathia, Staphylococcus aureus, Streptococcus equi, Corynebacterinm pseudotuberculosis, Listeria monocytage-
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nes) and Gram-negative bacteria (Salmonella gallinarum, Salmonelln derbi, Bordatella bronchoseptica, Escherichia coli,
Pastenrelln multocida, Aevomonas hydvophiln) using agar diffusion test on blood agar plates. Results: It was found that
Xenorbabdus budapestensis bacteria produced compounds with strong and dose-dependent effects on the tested or-
ganisms. Purified peptid fraction exerted a more marked effect than cell free conditioned media. Gram-positive
bacteria were more sensitive to this antibacterial effect than Gram-negative bacteria. Conclusions: Antibacterial pep-
tide compound from Xenorbabdus budapestensis exert marked antibacterial effect on zoonotic patogen bacteria and
they should be further evaluated in future for their potential use in the control or prevention of zoonoses.

Keywords: Xenorbabdus budapestensis, tabclavin, bicornutin-A, zoonosis, antimicrobial activity
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Roviditések

CECM = sejtmentes fermentlé; HCL = hidrogén-klorid; LB =
Luria-Broth tipleves folyadék; MBK = Mez8gazdasagi Bio-
technolégiai Kutatékozpont; MeOH = metil-alkohol; MIC =
minimadlis inhibitorkoncentricié; NH,OH = ammonium-hid-
roxid; OD = optikai denzitis; OEK = Orszigos Epidemioldgiai
Kozpont; PF = tisztitottbiopreparatum-frakcié; pH = pondus
Hidrogenii, hidrogénion-kitevs; SZIE = Szent Istvin Egye-
tem; XAMP = Xenorhabdus antimikrobialis hatasa peptid

Az antimikrobidlis peptidek iranti kereslet magyarazata a
sokféle klinikai igény, tobbek kozott els6 helyen all az aj,
egyre nagyobb gyakorisiggal megjelend poli- és multire-
zisztens baktériumok okozta kihivas. A Xenorbabdus bu-
dapestensis rovarpatogén nematodak bélcsovében él6
Gram-negativ baktérium, amelynek anyagcseretermékei
kozott antimikrobidlis aktivitdst peptidek talalhatéak
[1], s bicornutin-A néven kertilt leirasra. 2014-ben pub-
likaltak [2], hogy ez a fehérje nemcsak egy hexapeptid-
bdl dll, hanem egy egész hibridmolekulafehérje-csaldd,
amely a fabclavin elnevezést kapta. Bioszintéziséért egy
géncluster felelés, amelyet molekuldris és bioinformati-
kai elemzéssel sikertilt azonositani.

Az antimikrobidlis hatdssal rendelkez6 fehérje egya-
rant hatékony volt el6zetes kisérleteinkben névényi pa-
togénen (Erwinia amylovora [1]), valamint allat-egész-
ségligyi szempontbdl jelentSs a tehenek mastitisét kivaltd
baktériumokon (Staphylococcus anreus, Klebsiella pnen-
monine) in vitro kisérletekben [ 3, 4].

E tesztelésre kivilasztott baktériumtorzsek azért sza-
mitanak kiilonlegesnek, mert nagy résziiket nem tesztel-
ték az emlitett peptiddel szemben. A kisérleteket a Sem-
melweis Egyetem Egészségtudomdnyi Karan miikodd
mikrobiolégiai laboratériumban végeztiik. A tesztelés-
ben szerepld sejtmentes fermentlé és a tisztitott biopre-
paratum a Pannon Egyetem Vegyészmérnoki Karan m-
kod§ fermenticiés laboratériumban késziilt koopericios
munka keretében.

Mobdszer

A Xenorbabdus budapestensis DSM-16342" EPB torzs
XAMP-termel§ primer varidnsabdl késziilt el a sejtmen-
tes fermentlé és a tisztitott biopreparitum, amely a ko-
rabbi vizsgalatokban a legmagasabb antimikrobialis hata-
st anyag termelésére volt képes [5].

Az antimikrobidlis hatist anyagot termelS baktériu-
mot novesztettitk LB-taplevesben, 25 °C hémérsékleten
razatva (200 rpm) és 3 1épésben léptéket novelve. A sta-
cioner fazis elérését kovetSen centrifugiltuk a sejtkulta-
rakat (15 000 g, 20 °C, 20 perc), majd 0,22 pm pérusat-
mérdji szlir6vel (Merck Millipore) sejtmentesre szlrtiik.
Ebbdl késziilt a kisérletekhez a sejtmentes fermentlé.
A sejtmentes kondicionalt fermentlébdl (CFCM) 3 liter
mennyiség tovabbi tisztitdsra keriilt, és ebbdl késziilt el a
tisztitott peptidekben gazdag (PF) frakcié, amelynek
el6készitése a kovetkezs volt: Az el6készitett oldatokat
48 6ran keresztiil rizattuk 150 rpm fordulaton 20 g/1 -
el6zbleg desztilllt vizben autoklav segitségével (121 °C,
30 perc) aktivilt — Amberlite® XAD 1180® kationcseréld
gyantdval, a bioaktiv anyagok adszorbedldsa érdekében.
A gyanta mosdsa és az extrahdlds ez utan tobb lépésben,
kilonbozd toménységli metanololdatokkal tortént, a
kovetkez6 sorrendben: 1 1 steril desztillalt viz, 500 ml
25%-0s MeOH, 3x300 ml 50%-os MeOH, 3x300 ml
80%-0s MeOH, végiil 300 ml cc. MeOH, amit 3 ml 2 N
HCI-dal savanyitottunk meg. A savas kémbhatdsa, to-
mény metanolos frakciét — amely tartalmazza az antimik-
robidlis hatdssal rendelkez8 komponenseket — roticids
vikuumdesztillicié segitségével (35 °C) beparoltuk hoz-
zévet6leg 50 ml térfogatra, majd 2 N NH,OH-oldat se-
gitségével kozombositettiikk pH = 6 értékig. A neutrali-
zilt mintidt ez utin teljesen szdrazra paroltuk, igy
nyertiink a folyamat végén 47,7 mg,/ml sziraz anyagtar-
talma anyagot, amelyet 10 ml desztilldlt vizben, hit6-
szekrényben tdroltunk steril cs6ben felhasznaldsig.

Az elkészitett CFCM és PF anyagnak (100%, 80%,
60%, 40%, 20%) kiilonboz6 higitasaival végeztiik a kisér-
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| A tesztelt baktériumok antibiotikum-rezisztencidja néhany vizsgalt antibiotikummal szemben

Tesztelt baktériumok Néhdny sajitossig

Antibiotikum-érzékenységi eredmények*

Torzsek forrdsa

(R: rezisztens, 0-15 mm kozotti a gatldsi zona atmérdje)

Rhodococcus equi Gr'coccus AMC: R, AMX: R, CTX: R, IPM: R, QD: R, P: R, RA: R, S: R Makrai L. (SZIE)
Erysipelothrix rhusiopathia  Gr'coccus AMC: R, AMX: R, CM: R, CTX: R, KM: R, RA: R, P: R Makrai L. (SZIE)
Staphylococcus anreus Gr'coccus B: R, CEM: R, CIP: R, IPM: R, OX: R, QD: R, S: R, VA: R OEK torzsgytjtemény
Streptococcus equi Grcoccus B: R, CEM: R, IPM: R, PB: R, S: R Makrai L. (SZIE)
Corynebacterinm Gr'coccus AMX: R, CTX: R, FT: R, IPM: R, KM: R, RA: R, S: R, QD: R, OEK torzsgytjteméy
pseudotuberculosis P: R, PB: R
Listeria monocytagenes Gr*coccus CEM: R, CTX: R, CIP: R, FT: R, KM: R, S: R, P: R, PB: R Makrai L. (SZIE)
Salmonella gallinarum Gr palca AMC: R, AMX: R, CIP: R, CLR: R, CS: R, GM: R, IPM: R, OEK torzsgytijteméy
MUP: R
Salmonella derbi Gr palca AMC: R, AMX: R, CIP: R, CS: R, IPM: R, QD: R, P: R, RA: R OEK torzsgy(ijteméy
Bordatella bronchoseptica Gr palca CLR: R, CTX: R, CEFM:R, FT: R, IPM: R, QD: R, P: R, S: R Makrai L. (SZIE)
Escherichia coli OF280 Gr palca AMX: R, CM: R, E: R, KM: R, P: R, RA: R Olasz F. (MBK)
humain izoldtum
Pastenrelln multocidn Gr pélca AMX: R, P: R Makrai L. (SZIE)
Aeromonas hydrophila Gr palca AMC: R, DO: R, E: R, FT: R, MTR: R, P: R, TE: R Makrai L. (SZIE)

* Antibiotikum-korongok réviditése a gyarté altal megjeloltek szerint: AMC = amoxicillin+clavulinsav, AMX = amoxicillin, B = bacitracin, CFM =
cefixim, CIP = ciprofloxacin, CLR = clarithromycin, CM = clindamycin, CTX = cefotaxim, CS = colistin, DO = doxycyclin, E = erythromycin,
FT = nitrofurantoin, GM = gentamycin, IPM = imipenem, KM = kanamycin, MTR = metronidazol, MUP = mupirocin, OX = oxacillin, P = pe-
nicillin, PB = polymixin, QD = quinupristin-dalfopristin, RA = rifampicin, S = streptomycin, TE = tetracyclin, VA = vancomycin.

leteinket véres agar lemezeken, agardiffizids technika-
val, aerob koriilmények kozott, mindharom parhuzamos
alkalmazasaval [6]. A tisztitott frakcidk és higitdsai az
alabbi szdrazanyag-koncentricidkat tartalmaztik: 100%
(0,47), 80% (0,38), 60% (0,28),40% (0,19), 20% (0,095
pg/ml). Az OD-t minden egyes baktériumnal 0,5-re 4l-
litottuk be 0,5 McFarland-standarddal.

A patogén baktériumbdél 300 pl-t el6zetesen 54 °C
hémérsékletd, 2,7 ml térfogatt lagy agarban szuszpen-
daltunk, majd egy hirtelen mozdulattal riéntottiik a vé-
res agar lemezre. 20” varakozds utdn a lagy agar megder-
medt, és ezekbe készitettiik steril lyukfaréval a 9 mm
atmérgji furatokat. A furatokba 100 pl CFCM és PF
kiilonbozé higitasai keriiltek. Beoltds utan az agardiffa-
z0s lemezeket 37 °C-os termosztatba helyeztiik és a ko-
vetkez6 48 6ran beliil sor keriilt a gatldsi zonak atmérdi-
nek a mérésére. A mérboldatokat és a higitdsok
elkészitését a Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute dltal k6zolt makrohigitisos mddszerben leirtaknak
megfelelGen végeztik. A tesztelt baktériumok antibioti-
kum-érzékenységét papirdiffizios korongtechnikaval ké-
szitettiik el a nemzetkozi ajanliasok betartisa mellett
Miiller—Hinton-agarlemezeken [7]. A tesztelt baktériu-
mok rezisztenciaeredményeit lathatjuk néhany vizsgalt
antibiotikummal szemben az 1. tdbldzatban.

Eredmények

A Xenorbabdus budapestensis baktériumbél készitett sejt-
mentes fermentlé és a tisztitott biopreparatum antimik-
robialis hatast fejtett ki valamennyi, tesztelésben részt

vev§ baktériumra agardifttzids kisérleteinkben. A gatldsi
zonakat 48 6ran beliil mértiik a véres agar lemezeken.
A gatlasi zonak nagysiga a kezelést koveté napon mar
kialakult és azok mérete nem valtozott. A peptid anti-
mikrobidlis hatdsat ezért , baktericidnek” feltételezziik.
A furat koriili feltisztuldst mm-ben mértiik és hasonlitot-
tuk Ossze a két kezelt anyagnil. A biopreparitum eseté-
ben 3—4 mm-nél nagyobb gatldsi zoéndk alakultak ki atla-
gosan, igy erételjesebb antimikrobidlis hatdst fejtett ki
ugyanazon higitdsokndl (1. 4bra), mint a sejtmentes fer-
mentlé (2. abra). Eredményeinkbdl lathatd, hogy a higi-
tasok nagysiga jelentés mértékben befolyasolta a gatlasi
zOna nagysagat.

A Gram-pozitiv baktériumok érzékenyebbek voltak,
mint a Gram-negativ baktériumok, figgetlenil attdl,
hogy azok milyen antibiotikum-érzékenységgel rendel-
keztek. Vizsgilatainkban a legnagyobb érzékenységet a
Gram-pozitiv Rhodococcus equi, a legkisebb érzékenysé-
get a Gram-negativ Aeromonas hydrophila érte el.

Megbeszélés

A Xenorhabdus budapestensis baktériumok sejtmentes
fermentlevében (CFCM) és annak tisztitott bioprepara-
tumdaban (PF) antimikrobialis hatdst (fabclavin, bicor-
nutin-A) fehérjék taldlhatéak. Osszehasonlitottuk 12,
zoonozist okozd baktérium érzékenységét ezen fehér-
jékkel szemben. A tesztelt baktériumok jelentds része
allat-egészségiigyi jarvanyokbol szarmazé izolalt és azo-
nositott baktériumtorzs volt.
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tuberculosis
M 100%-0s 30 27 26 26 27 26,5 27 26,5 27 25,6 25,8 25
W 80%-0s 28,3 26 25,5 25 25 25,6 26,5 24 243 245 23,6 22,3
1 60%-0s 27,6 24,5 24 24 23 24,8 24,5 23 235 23 22 21
W 40%-0s 26 235 22 235 23 23,6 23 22 22 21 20,5 19
W 20%-0s 24 22 215 22 21 22 22 20 21 20 20 20
1. dbra | A Xenorhabdus budapestensis PF tisztitott fehérjékben gazdag frakcidjanak antimikrobilis hatdsa a tesztelt baktériumokon
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coccus equi lothrix coccus | coccus equi pseudo- monocyta | gallinarum derbi E. coli broncho- | multocida | hydrophila
rhusiopathia  aureus tuberculosis genes septica
W 100%-0s 29 26,33 255 26 25,7 25 26 25 25 24,6 24,4 24
B 80%-0s 28 25 24 24,33 24 24,77 24,5 24 255 24 23 22,5
1 60%-0s 27 245 23,7 234 24 235 23 22 24 23 21,8 21
W 40%-0s 25 23 21,67 22,33 21,66 23 22 21 21 20 21 20,8
m 20%-0s 23 22 20 21 21 21 20 20 21 20 20 20
2. ibra | Xenorhabdus budnpestensis CFCM scjtmentes frakcidjanak antimikrobialis hatésa a tesztelt baktériumokon

El6zetesen felmértitk a baktériumtorzsek antibioti-
kum-érzékenységét. Osszefiiggést nem taldltunk a
XAMP-érzékenység és a kiilonféle antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia kozott. Valamennyi vizsgalt bakté-

rium érzékenységet mutatott. A tesztelt (CFCM, PF)
anyagok 20%-os higitasai elérték a baktérium szaporoda-
sdnak gatlasidhoz sziikséges MID-értéket. Eredményeink
alapjan lathat6, hogy a PF hatdsa er6sebb volt a kiilon-
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boz6 higitisoknal. A 20%-os higitisa ,,0,095 pg/ml
hat6anyag-tartalom” mellett elérte a baktériumok
szaporodasinak gatlasihoz sziikséges hatdst, amelyet
,baktericid”-nek feltételeziink.

Kovetkeztetések

Eredményeink megerdsitik azt, hogy XAMP nemcsak a
novényorvoslas [8] hasznos eszkdze lehet, hanem arra is
j6 esély van, hogy az allatgyogyaszatban és talan a human
klinikumban is a j6v6 antibiotikumava valjon, a sziiksé-
ges vizsgalatokat kovetSen [9]. Feltételezziik, hogy a
peptid a sejtmembrant kdrositja, ,kilyukasztja” azt, igy
az a baktérium pusztulasihoz vezet. Eredményeink alap-
jan a hibrid fehérje széles hatdsspektruma, amellyel
szemben gyors rezisztenciakialakulds nem varhatoé.

Az dltalunk felfedezett és korabban leirt bicornutin-A
potenciilis esélyeire utal, hogy a Helix BioMedix gydr az
elmult 20 évben foglalkozik antimikrobialis hatdssal ren-
delkez6 peptidek kutatdsdval. Tobbek kozott hexapep-
tidsorokat dllit el6, amelyet sikeriilt szabadalmaztatni
abbdl a célbdl, hogy bakteridlis és gombapatogének ellen
alkalmazzak [10].

Anyagi tamogatis: A kozlemény megirdsa anyagi timo-
gatisban nem részesiilt.
Szerzdi munkamegosztas: A szerz6k a kézirat megirasa-

ban egyenl$ aranyban vettek részt. A cikk végleges valto-
zatit valamennyi szerzé elolvasta és jévihagyta.

FErdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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