Fobb projektek

1) Invaziv pneumococcus populécio komplex epidemiologiai felmérése

A pneumococcus elleni konjugalt vakcina, a Prevenar Magyarorszagon 2005
decemberében keriilt forgalomba, és 2008 oktoberétél a 2 év alatti gyerekek szamara
ingyenesen hozzaférhetd. Remélhetoleg a jovoben bekerll a kotelez6 védéoltasok kozé.
Mivel a pneumococcus vakcinakat elsésorban a sulyos betegséget okozé invaziv torzsek ellen
fejlesztettek ki, kiilondsen fontos az invaziv pneumococcus populacio felmeérése. Az elmult
évek sordn (2000-2008) tobb rutin diagnosztikai laboratériumbdl (Semmelweis Egyetem
Mikrobioldgiai Intézet, Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobiologiai Laboratérium, Debreceni
Egészségtudomanyi Centrum Mikrobioldgiai Laboratérium, Koranyi Korhdz, Nograd megyei
ANTSZ, Gyéri Petz Aladar Oktatokorhaz, Heim Pal Korhaz) osszesen 150 invaziv
pneumococcus torzset gyjtottiink. Ezek komplex epidemioldgiai felmérését végeztilk el, azaz
meghataroztuk az  antibiotikum  érzekenységiket, szerotipusukat és  genetikali
Osszetartozasukat.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok soran a MIC értékeket hataroztuk meg,
agarhigitdsos modszerrel illetve Eteszt-tel. A kiértékelés az EUCAST breakpointok alapjan
tortént. Az eredmények az 1. tablazatban lathatok osszefoglalva. Osszesen 8 darab penicillin
rezisztens torzset taldltunk, de ezek MIC értéke is csak 2 mg/L (n=6) vagy 4 mg/L (n=2) volt.
Telithromycinre és vancomycinre tovabbra is 100%-os az érzékenység. A makrolid
rezisztencia, ahogy eddig is, 40% koril mozog. A rezisztens torzsek nagyobbik része (n=34)
nagyon magas szintii rezisztenciaval (MIC>256 mg/L) rendelkezik (valoszinileg az erm
gének miatt), egy részik pedig (n=20) az un. M fenotipust mutatja (mef gének). A
fluoroquinolon rezisztencia szerencsére még mindig nem ugrott f6l magas szintre (1. 3. pont).

1. tablazat: Az invaziv pneumococcusok antibiotikum érzékenysége

Antibiotikum MIC range R% S%
Penicillin 0.004-4 5.44% 60.54%
Cefotaxim 0.004-2 0% 91.95%
Imipenem 0.004-2 0% 100%
Erythromycin 0.06->512 36.81% 60.42%
Clindamycin 0.03->512 28.71% 71.29%
Telithromycin 0.004-0.5 0% 100%
Levofloxacin 0.38-8 1.35% 98.65%
Moxifloxacin <0.03-1 3.36% 96.64%
Vancomycin 0.125-1 0% 100%

Osszesen 118 torzset tudtunk sikeresen szerotipizalni (=78,7%), ami nagyon jo
aranynak szamit. A hagyomanyos antiszérumos mddszert 6tvoztik a PCR-alapl technikaval
(I. Metodikai fejlesztések /1. pont). A harom leggyakoribb szerotipus a kdvetkezé volt (1.
abra): 14-es (15,3%), 6A (8,7%) és 23F (7.3%). Emellett a 19-es (19A és 19F), 11A, és 3-as
szerotipusok voltak még gyakoribbak. Ezen adatok alapjan a Prevenar a fert6zesek 52%-at
vedte volna ki. Ez nem tdl magas szam, de figyelembe véve, hogy az oltasban csupéan 7
szerotipus szerepel, nem is rossz az arany es mindenképpen javasolhatdo a kisgyerekek
vakcinalasa. A kozeljovében egyébként két Ujabb konjugélt oltas keril piacra, amelyek 10,
illetve 13 szerotipust tartalmaznak majd; ezek lefedettsége mar 57, illetve 67%-ra javul.



1. dbra: A 118 invaziv pneumococcus szerotipus megoszlasa
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A torzsek genetikai 0Osszetartozasat pulsed-field gélelektroforézissel (PFGE)
vizsgaltuk. A genetikai diverzitas meglehetésen nagy volt (a 6-0s, 14-es és a 19-es
szerotipusok kulondsen diverzek voltak), de néhény kisebb klon jelenlétét igazolni lehetett.
Igy példaul mind a kilenc 3-as szerotipust izolatum teljesen azonos volt, barhonnan és
barmelyik évbél szarmazott (2. dbra). Volt pl. egy masik nagyobb klon, ami 14-es és 9-es
szerotipusu torzseket is magaba foglalt.

2. abra: A 3-as szerotipusu izolatumok klonalitasa
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Az eredmenyeket a 2008. aprilisi ECCMID kongresszuson ismertettik poszter
form4jaban, ezenkivil hamarosan nemzetkdzi folydiratban is (pl. JAC) szeretnénk publikalni
az anyagot. Az egyik TDK hallgaté a 2008 februari TDK konferencian 3. helyezest ért el vele.
Ebbél az anyagbol késziilt az a cikk is, amely az Elet és Tudomany és OTKA Aéltal
meghirdetett kdzOs cikkpalyazaton Il. helyezést ért el (Dobay Orsolya: Egy vedéoltas
eléélete. Elet és Tudomany, 2008, 48:1517-1519.)

2) Ovodéasok orraban hordozott pneumococcusok epidemioldgiai felmérése

Szintén a Prevenar oltas megjelenése ad kilonds jelent6séget a pneumococcus
hordozas felméresenek is. A (kilénbdsen a kdzosségbe jaro, azaz ovodas vagy bolcsodés)
kisgyerekek 50-100%-a hordozza orraban ezt a patogént, ezaltal forrasa lehet egy, a
kornyezetében €l6 gyengébb immunitasu személy (kistestvér, nagyszilé) ferté6zésének.
Szamos orszagban vizsgaltak mar a Kkisgyerekek pneumococcus hordozasat, de
Magyarorszagon nem tortént meg ilyen jellegii felmérés. Ezt a hianyt potolva szeretnénk
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lehetleg neéhany szaz kisgyerektdl (féleg 6vodasoktdl) mintat venni, és nézni a hordozott
pneumococcusok szerotipusat, antibiotikum érzékenységét és genetikai Osszetartozasat. A
Prevenar bizonyitottan hatassal van a hordozésra is, tehat nagyon fontos még a jelenlegi
atmeneti idészakban 6sszehasonlitani a mar beoltott és még oltatlan gyerekek hordozasat.

Egyel6re 34 mintat dolgoztunk fol, ami egy szegedi 6vodasbél szarmazott, és emellett
megkezdtlik tovabbi dvodasok szirését (Hajddszoboszloban, illetve Gyoér kérnyékén). Ez a 34
minta i mar szamos tanulsaggal szolgalt. A 34 tdrzsbol 25 szerotipusét sikerilt meghatarozni
(=73,5%). A keét leggyakoribb szerotipus a 6A és a 14 volt, emellett szerepelt még a 3-as, 13-
as, 9-es, 18-as, 19-es tipus. Eszerint az izolatumok b6 50%-at fedné le a Prevenar. Penicillinre
rezisztens izolatum nem volt, azonban a térzsek harmada rezisztens volt makrolidokra. Ezek
kozul 7 esetben nagyon magas szinti (MIC>256 mg/L) rezisztencia volt mind erythromycinre
mind clindamycinre (ebbél 4 térzsben megtalaltuk az ermB gént), 5 esetben pedig az M
fenotipus alakult ki (Ery MIC = 8-24 mg/L, Clinda: érzékeny). Ez az 5 torzs mind 14-es
szerotipusu volt, a mef génnel rendelkeztek (=efflux pumpa), és azonos PFGE kldon tagjai
voltak (3. &bra). A 3 darab 3-as szerotipusu torzs is klondlis volt. Egy érdekes példét talaltunk
szerotipus valtasra is: egy 14-es és egy 13-as szerotipusu torzs genetikailag azonos volt.
Vagyis mar ilyen kis szamu minta vizsgalatanal is nyilvanvalova vélik, hogy a gyerekek
egymas kozott tovabbadjadk a pnerumococcusokat, és a sikeresebb klénok terjednek jobban
kozottuk.
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Ezt az anyagot a 2009-es ECCMID kongresszusra (Helsinki) kuldtik be, és el is
fogadtak az absztraktot. Ezenkivil egy TDK hallgatdé a 2009 februari SOTE-s TDK
kongresszuson harmadik helyezést ért el vele. Amint meglesz elegendéen nagyszamu
hordozott izolatum, az anyagot feltétlenll kdzolni szeretnénk nemzetkdzi folydiratban is.

3) Fluoroquinolon (FQ) rezisztencia vizsgalata

Pneumococcusokban az FQ rezisztenciat a giraz (gyrA, gyrB) és topoizomeraz (parC,
parE) génben létrejovo pontmutaciok hozzak létre. Az egyik génben kialakult mutacio csak az
érzékenyseg csokkenéséhez vezet, de az ezt kovets, masik génben bekdvetkezé mutécid
azonnal magas szintii rezisztenciat eredményez. 304 pneumococcus torzshol allo
gyiijteményiinkben fenotipusosan 5 bizonyult ciprofloxacin rezisztensnek (= 1,64%), de a
tobbi (Ujabb) FQ-ra (levofloxacin, moxifloxacin, gatifloxacin) még ezek az izolatumok is
érzékenyek voltak. A par és gyr gének szekvendalasa alapjan 0sszesen 6t torzs tartalmazta az
irodalombol mar ismert Lys-137-Asp aminosav-cserét eredmenyezé pontmutaciot a parC
génben, és ezek kozil kett6 az érzékenyek kozé tartozott. Ez azt jelenti, hogy ez a bizonyos
els6 mutacio a MIC alapjan érzékenynek minésitett térzsekben is jelen van, ami kilénos
veszélyt jelent a magas szintii mutacio hirtelen és vératlan megjelenése szempontjabdl.
Jonéhany térzsben jelen volt a PmrA efflux pumpa is.

A Szegedi Tudomanyegyetem Klinikai Gyogyszerészeti Intézetének munkatarsaitol
kapott magyarorszagi antibiotikum felhasznalasi adatok meredek emelkedést mutatnak, a FQ-
ok fogyasztasa bevezetésik 6ta (levo: 2000, moxi: 2001) tébb mint 10-szeresére nétt. Mar



kordbban tapasztaltuk, hogy az egyes FQ-ok évrél évre mért MIC értékei fokozatosan nének;
egyelére még az érzékeny tartomanyban vannak, de talan hamarosan atlépik a rezisztencia
kliszobot.

A vizsgalatok eredményeit dsszefoglald cikk: O. Dobay, F. Rozgonyi, A. Ghidan, M.
Matuz, K. Nagy, S.G.B. Amyes (2006): The first steps towards fluoroquinolone resistance in
Hungarian pneumococci. Journal of Chemotherapy 18:624-627.

Metodikai fejlesztések

1) Pneumococcusok szerotipizalasa PCR-rel

A pneumococcusoknak 91 kiilonb6z6 szerotipusuk lehet a tok antigén (cps) alapjan. A
legUjabb, 91. pneumococcus szerotipust (=6C) 2008. aprilisban irtak le.

Az epidemiologiai vizsgalatokban ennek meghatarozasa egyrészt azért fontos, mert az
egyes szerotipusok 0Osszefliggésbe hozhatok bizonyos betegségtipusokkal (pl. invaziv
fert6zeések), antibiotikum rezisztenciaval vagy virulenciaval, masrészt a pneumococcus elleni
vedooltas is a tok antigéneken alapszik.

A szerotipust konvenciondlisan antitestekkel szoktak meghatarozni, tokduzzadasi
reakcioval vagy targylemez agglutinacidval. Ezek kivitelezése draga reagenseket, sok idét,
nagy ugyességet és tirelmet igényel. Ezek elkerllésére tobb kutatdcsoport is probalkozott mar
a szerotipus PCR-rel val6 meghatarozésaval.

Mi Brito és mtsai (Brito, JCM, 2003) rendszerét vettik alapul és fejlesztettiik tovabb.
A maodszer lényege az, hogy a torzseket el6szor egy multiplex PCR-rel 6 nagyobb csoportba
lehet sorolni a kapott gélkép fliggvényében, majd egyedi primerekkel meghatarozhato a
konkrét szerotipus az adott csoporton belul. Egyre tobb cps gén szekvencidja hozzaférhetd,
ami lehetéséget adott Ujabb primerek tervezésére. Mi a Brito altal eddig leirt szerotipus-
specifikus primerek (1, 3, 4, 6, 14, 19A, 19F, 23F) mellett a Magyarorszagon el6fordulé mas
szerotipusokra is primereket terveztink (2. tablazat). Kulondsen fontosnak tartottuk az
invaziv izolatumok kozott el6forduld szerotipusok meghatarozasara alkalmas primerek
tervezését.

2. tablazat: Az altalunk tervezett szerotipizalo PCR primerek

Szerotipus | PCR termék | Target gén Mivel reagél még:
5 366 bp wzy -

6A-6B 303 bp wzg -

7F 528 bp wzy 7A

9V 242 bp cpsIVG 9A

11A 379 bp wzy 11F, 11D

13 308 bp wzy -

15A 409 bp wzy 15F

15B 493 bp wzy 15C

18C 285 bp wzy 18A, 18B, 18F
20 195 bp wzy -

23A 823 bp wzy -

33F 171 bp wzy 33A, 37

42 492 bp wzy 35A, 35C

Az 0 primerek tervezésénél harom dologra kellett odafigyelni: ezek mikddjenek az
adott PCR ciklusban, ne amplifikaljanak mas szerotipus esetén és a PCR termék nagysaga



legyen eltéré a csoport tobbi tagjaétol, hogy szilkség esetén multiplex PCR-ben el lehessen
végezni a reakciot.

Legnehezebb a 6A és 6B szerotipusok megkulonboztetésére alkalmas primerek
tervezése volt, mivel ez a két cps 16kusz nagyfoku (>97%) azonossadgot mutat egymassal.
Végll egyetlen olyan helyet talaltunk a cps régidban, ami kell6 mértékii kildnbdzéseget
mutatott (4. abra), azaz amire megfelelé primert tudtunk tervezni, de igy is csupan a forward
primer kilonb6zo, a reverse ugyanaz — ezért a termék ugyanakkora mind 6A, mind 6B esetén
(2. tablazat), vagyis ezt a reakciot mindenképpen kilon-kilon kell elvégezni (célszeri elébb a
gyakoribb 6A-val prébalkozni). Ezen nehézségek ellenére nagyon fontos volt ezt a két,
egyebkeént rezisztencia tulajdonsagaiban igen eltéré szerotipust PCR-rel megkilénbdztetni.

4. dbra: Az altalunk tervezett 6A-6B primerek

éA TAC--ATGGGAAGTTCCATTTCCCAGTAGGGAATGTCCATCTAGACTCTGAGCAGGCTCT 1291

6B TACGAATGGAAAGT---ATTACCCTGTAGGCAATGTTCATCTTGATTCAGAACAGGCTCT 2276
**x*x **x*k*k KhkkXx E kI = = I S e S o I S S

6A AGGTTTTGTACGTGAACGCTACTCACTAGCCGATGGAGACCGTGACCGTGGTCGCAACCA 1351

6B CGGTTTTGTTCGTGAGCGCTACTCACTAGCAGATGGCGATCGTGACCGTGGTCGCAACCA 2336
AEAIAIAAAKAA A KAAXAKA AAXAAXAXAAXAXAAAXAKAA A XAAXxKA KXk AAXAAXAXAAAXAXAAXAXAAAAAAXX

6A ACAAAAGGTCATTGTAGCAATTATTAAGAAGTTAACTTCTACAGAGGTTTTGAAAAACTA 1411

6B ACAAAAGGTCATTGTAGCAATTATTAAGAAGTTAACTTCTACAGAGGTTTTGAAAAACTA 2396
R R o o S e e e S R e e S e R S S R

6A TAGTAGTATTCTTCAAGGATTGCAGGATTCTCTTCAAACAAATATGCCGATTGAGACTAT 1471

6B TAGTAGTATTCTTCAAGGATTGCAGGATTCTCTTCAAACAAATATGCCGATTGAGACTAT 2456
AEAAAAAAAAAAAAAAAXAAAAAAAXAAAXAAAAXAAAXAAAAXAAXAXAAAXAXAAXAXAAAXAAAAAAAXXX

6A GATAGATTTAGTGAATACTCAGTTGGAGAGTGGAGGGAATTATAAAGTAAATTCGCAAGA 1531

6B GATAGATTTAGTGAATACTCAGTTGGAAAGTGGGGGGGATTATAAAGTAAATTCTCAAGA 2516
FTEEEXEAEAAAXAXAAXAXAAXAAAXAXAXAXAAAXAAAAXA dXxXxdxdx *khkkdx XXxXxIxIxAAXAXxXxdxdxkxihikhx *Xxidkk

6A CTTGAAAGGTACAGGTCGGATGGATCTTCCTTCTTATGCAATGCCAGACAGTAACCTCTA 1591

6B TTTAAAAGGGACAGGTCGGATGGATCTTCCTTCTTATGCAATGCCAGACAGTAACCTCTA 2576

FEE FAEIEEAEA AEAAITAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAIAAAXAAAAIAAAIAIAAAIAALAdAddhddX

Az eredményeket a 2007-es ECCMID kongresszuson, illetve egy 2007-es svajci
pneumococcus-0s kongresszuson ismertettem poszter formajaban. Hamarosan nemzetkozi
folydiratban is szeretnénk publikalni az anyagot (pl. Letters in Applied Microbiology), a
kdvetkez6 pontban leirt optimalizacioval egyiitt.

2) Multiplex PCR beédllitasa Taguchi optimalizaciés modszerrel

Az el6z6 pontban ismertetett elsé multiplex PCR eleinte nem mindig mukddott
megbizhatoan, ezert egy kordbban &ltalunk ELISA-hoz sikerrel alkalmazott optimalizacios
rendszerhez folyamodtunk segitségért ennek beallitasara. A Taguchi mddszerrel a kisérletben
szerepl6 paraméterek kozil hatot lehet valtoztatni, ezek kdzil az egyiknek 6 kiillonbozo értéke
lehet, a tobbinek 3-3, vagyis idealis egy olyan komplex rendszer optimalizalasahoz, mint pl.
egy multiplex PCR. Az ortogonalis Kisérleti elrendezés miatt az 0sszes lehetséges variécid
helyett 0sszesen csupan 18 Kkisérletet kell elvégezni, és igy is minden egyes parameter
individudlis hatasa megnyilvanul.

Mi a kovetkezé paramétereket valtoztattuk: (1) DNS templat (fézéssel feltart
baktérium vagy csak belemartva a kacs), (2) polimeraz (Taq, Tth, AmpliTag Gold) és
pufferje, (3), primer koncentraciok, (4) MgCl, koncentracié és (6) nukleotid koncentracio. Az
eredmeény az 5. abrén latszik. A legfontosabb paraméter a templat volt: csak akkor miikddik
jol a reakcio, ha a taptalajrol levett baktériumot a PCR mixbe kaccsal belemartjuk,



valésziniileg ekkor megfelel a templat/primer arany. Erdekes, hogy mindharom polimeraz
esetében talaltunk megfelel6 beallitast, de a legjobb a Tth polimeraz volt, de Taq pufferrel (3.
beallités, a 2. &bran nyillal megjelélve). A primerek mennyiségét a cikkben eredetileg
szereplé szokatlanul nagy koncentracio helyett lecsokkenthettiik 1/10-ére. A Kisérlet
eredményeképp megbizhatéan és reprodukalhatéan mikdédé multiplex PCR-t sikerdilt
beallitani, amit azota mar kozel 100 torzsnél alkalmaztunk.

5. abra: A Taguchi optimalizacio eredménye (jé az, ahol 2 band latszik)
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3) PEGE optimalizacio Taguchi médszerrel

Az el6z6 pontban ismertetett Taguchi modszert alkalmaztuk a hasonléan bonyolult
pulsed-field geélelektroforézis (PFGE) optimalizalasara is. Ez Streptoccocus pneumoniae
esetében a nemzetkdzileg is hasznélt ,,gold standard” mddszer, és valamennyi epidemioldgiai
felmeérésben ezt alkalmazzuk, csak néha nem latszanak élesen a bandek. A sokszori ismétlés
pedig sok id6t és pénzt emészt fel.

Az optimalizacio sordn a kovetkez6 paramétereket valtoztattuk: i) Baktérium
szuszpenzid készitése 1 vagy 2 véres agarrol, vagy BHI-bél (,,brain heart infusion” tapleves),
illetve eredeti szuszpenzios pufferrel, SDS-sel (natrium-lauril-szulfat), PBS-sel (foszfat
puffer), EDTA-val (etiléen-diamin-tetra-ecetsav); ii) A baktérium bedgyazésa agaroz ,,plug”-
okba: plug agaroz készités EC lizis pufferrel, PBS-sel, TBE-vel (TRIS-borat-EDTA), SDS-
sel, TE-vel (TRIS-EDTA), TAE-vel (TRIS-acetat-EDTA); iii) Lizis-1: sejtfal bontés
lizozimmal 37°C-on, 25°C-on, 52°C-on, illetve litikazzal, SDS-sel, EDTA-val kilonb6zé
ideig (1-2-3 ora); iiii) Lizis-2: fehérje-mentesités proteindz K-val (1 oOra, 3 o6ra, vagy

Eredmények: baktérium szuszpenzié készitése 1 plate-rél és BHI-b6l hasonldéan jé
eredményt adott, a szuszpendalasra az eredeti pufferen kivil PBS és EDTA is hasznalhato,
SDS viszont nem. A plug agaréz EC lizis pufferrel, PBS-sel és TBE-vel is készithets, SDS
viszont erre sem volt alkalmas. A sejtfal feltarasa lizozimon kivil litikazzal és SDS-sel is
muikddott, sot a lizozim nem csak 37°C-on, hanem 25°C-on is aktiv volt. Sem a lizis-2 id6nek,
sem az emesztesi idének nem kell overnight-nak lennie, elég 3 illetve 4 6ra is, ezéltal a
folyamat jelentésen lerdviditheto.

Ezt a munkat az egyik TDK hallgatom végezte el, aki az anyaggal a februari SOTE-s
TDK konferencian szerepelt.



4) Genotipizalé médszerek (PFGE és MLST) dsszehasonlitasa

Az epidemiologiai vizsgalatokban a PFGE mellett leggyakrabban hasznalt
genotipizal6 modszer a multilocus sequence typing (MLST). Ezt a két mddszert szerettiik
volna kozvetlenll dsszehasonlitani egyméssal a pneumococcusok esetében. A kiserletben
szerepelt 30 olyan 14-es szerotipust skociai pneumococcus izolatum, amelyek MLST
eredmeénye (sequence type, ST) azonos volt, illetve 26 olyan magyar térzs, amelyek azonos
vagy nagyon hasonlé PFGE mintazatot mutattak, és kétféle szerotipusba tartoznak (12 db 6A
és 14 db 23F). Ez utdbbi torzseket elkildtem a glasgow-i Skét Pneumococcus Referencia
Laboratériumba MLST vizsgalatra, mig a 30 skdciai torzs PFGE analizisét mi vegeztik el.

A 30 skot torzs PFGE vizsgalata nagyon kis (1-3 band) eltérést mutatott. Ugyanakkor
a PFGE alapjan hasonlo torzsek két teljesen kilonbdzo f6 ST-be tartoztak. Az egyik a 12 6A
szerotipusu izolatumot foglalta magaba, mig a masikba a 14 23F szerotipusu torzs kdzul 11
tartozott (ezek kismertéki eltérést mutattak PFGE-vel). A masik harom 23F szertipusu torzs
két tovabbi ST-be tartozott, de ezek is csak 1-3 band eltérést mutattak a tobbiekhez képest. Ez
arra vezetheté vissza, hogy az MLST hatarozottabban, élesebben kategorizal, mivel ez a
modszer a szekvenciabeli killonbségeken alapul, mig a PFGE érzékenyebb a kisebb genetikai
valtozasokra. Ezért egy olyan genetikailag igen véltozatos baktérium esetében, mint a
pneumococcus, a PFGE alkalmasabb mddszer a kisebb, regiondlis valtozadsok
nyomonkdvetesere egy rovidebb idéintervallumon belul, mig az MLST inkabb nagyobb
lélegzetii, nemzetkdzi 6sszehasonlitdsokra alkalmas, mivel felilemelkedik ezeken a
lenyegtelenebb valtozasokon.

Az eredményekbdl a 2007-es ECCMID kongresszuson poszter formajaban szdmoltunk
be. Majd nemzetkdzi folydiratban is szeretnénk publikalni az anyagot.

5) Pneumococcusok tenyésztése aktiv szeén tartalmu taptalajon

Ez a kutatasi rész szintén egy TDK hallgaté feladata. Kodztudoméasu, hogy a
pneumococcusok szallitds soran aktiv szén tartalmua transzport kozeget igényelnek, ezen akar
egy heétig is életképesek maradnak, jollehet rendes korilmények kozott mar 2 napon belil
autolizis miatt kihalnak. Az a hipotézisunk, hogy valoszintileg az aktiv szén megkéti az
autolizint, és ezért nem csupan a transzportalas soran, de a mindennapi rutin feladatokban is
hasznosithatdé lenne. Ezért kivalasztottunk 10 kilénbdz6 szerotipusu pneumococcust, és
kioltottuk 6ket sima véres agarra, valamint 0,5 illetve 1% aktiv szen tartalmu véres agarra. A
telepekbdl elvégezve az autolizin gén amplifikaciojat, az a tendencia volt megfigyelhet6, hogy
legerésebb terméket a sima agaron novesztett torzsek esetén kaptunk, azaz mintha az aktiv
szén génrepressziot is okozna. Természetesen ezt a hatast még tovabb vizsgaljuk, olyan
kisérletet tervezlink, amiben megfigyeljuk méas gének amplifikalhatosagat is.

Ezenkivil a torzsek hosszabb ideig tartd talélése szamos kisérletben nagyon hasznos
lenne. A pneumococcusok két nap alatt az autolizisuk kovetkeztében kipusztulnak a
tptalajokon. Ha ezt az idétartamot meg lehetne hosszabbitani, és nem kellene naponta
feltétleniil atoltani Sket, az nagy konnyebbség lenne. Igy példaul az 5 napos PFGE protokoll
esetében elkezdhetnénk a kioltast el6z6 héten, és nem lenne probléma a hétvége.



