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A Szegedi Tudoméanyegyetem Szent-Gyorgyi Albert Orvos- és Gyodgyszerésztudomanyi
Centrum, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Klinikai Mikrobiol6giai Diagnosztikai Intézetében
a kar és a régio betegeinek klinikai mintaibol rutin mikrobioldgiai tenyésztés és diagnosztika
torténik legfobb feladatként, de mint egyetemi intézet a felmer(l6, orvosi mikrobioldgiai
kérdésekben alap és alkalmazott kutatdsi feladatokat is végez. Az intézet bakteriologiai
részlegének anaerob laboratériuma a hazai Anaerob Kérokozok Referencia laboratériumaként
is funkcional, igy valamivel hangsulyosabb az anaerob pathogének vizsgalata, kapcsolatokat
apolunk a megfelelé nemzetkdzi anaerob referencia ill. anaerob témaban kutatdé egyéb
laboratoriumokkal, és a hazai laboratoriumokbdl kiker(lé anaerob izolatumok tovabbi
analizisre gyakran hozzank keriilnek. igy a klinikai mikrobioldgiai alap analizis, a
kitenyészett kdrokozok jellemzése antibiotikum rezisztencigjuk és a megbetegité keépességik
szempontjabol idealis helyzetiinek tekinthet6 intézetiinkben. Az egyszert leird, fenotipusos
vizsgalatoknal azonban a mai tudomanyossag tébbet tesz lehetéve és kivan: a mechanizmusok
hatterének genetikai, molekularis bioldgiai vizsgalatat, amely az antibiotikum rezisztencia és
virulencia mechanizmusok tanulméanyozésa esetén az élet- és kortani tudomanyokban a
modern infraindividualis bioldgia molekularis jellegének megfelel, és a jelenségek 6sszefliggo
és alapveté megérteset szolgalja. A célzott vizsgalataink hidat jelentettek a (mikro)bioldgia
teszt- és tipusorganizmusainak (pl. Escherichia coli) mélyrehatd analizise és a bioldgiali
valtozatossag epidemioldgiai analizise kozott.

A korokozok antibiotikum rezisztencia tulajdonsagai valtozatosak és idében es térben is
valtozhatnak. Ez azt is jelenti, hogy a XXI. sz.-ban is az antibiotikumok nagy szama ellenére
tovabbra is antibiotikum rezisztencia probléméakkal néziink szembe. Ilyenek pl. a kiterjedt-
spektrumu B-laktamézok (ESBL), az inhibitor rezisztens ESBL enzimek, a karbapeneméazok
és a Gram pozitiv mikroorganizmusok glikopeptid rezisztenciai, amelyek jelen projektink f6
célterlletei voltak mind a kivalasztott klinikailag igen fontos aerob és anaerob koérokozok

esetén.



Intézetiink anaerob referencia laboratorium statuszanak megfeleléen jelentés kutatasi
eredmeényeket ért el az anaerob pathogének vizsgalata teruletén, a jelen projektben részt vevok
is eddigi munkéssaganak fobb eredmenyeit ezen teriileten érte el (PhD, nagydoktori
fokozatok).

A Bacterioides fajok klinikai mintakbdl a leggyakrabban izolalt ,strict” anaerob kdérokozok.
Klinikailag a B. fragilis a legjelentésebb, az 6ssz Bacteroides fert6zések 60-80 %-at adja,
ezen felul tipusorganizmusa az anaerob baktériumoknak és egy a torzsfejlodés soran koran
elvalt bakterialis térzsnek, a Bacteroidetes phylumnak (korabban Cytophaga-Flavobacter-
Bacteroides — CFB- phylum). A bacteroidesek rendelkeznek a legtobb antibiotikum
rezisztencia mechanizmussal az §sszes anaerob kdorokozo kozott, szinte minden antibiotikum
csalad ellen van leirt rezisztencia mechanizmusuk, és a rezisztencia szintek is itt a
legmagasabbak. Meg kell emliteni még, hogy a vastagbélfléra legabundansabb tagjai is,
mintegy 10** Bacteroides sejt talalhaté 1 gramm székletben, és a gazdaszervezet szamara
kedvezé Okoldgiai hatasuk is van. A bélfloraban mint antibiotikum rezisztencia faktor
reservoir szerepelhetnek sokszor antibiotikum rezisztenciat kodold specidlis, transzferabilis
genetikai elemek (kis és nagy plazmidok, mobilizalhatd es konjugativ transzpozonok)
hordozésaval. A széles hatasspektrumd karbapenemek és antianaerob nitroimidazolok fontos
terapias lehet6saget jelentenek a bacteroidesek okozta életet veszélyezteté infekciok ellen, de
rezisztens Bacteroides torzsek jelentek meg ellenik szinte vilagszerte, és a rezisztencia szint
emelkedni latszik. E két rezisztencia mechanizmus foként inaktivalo enzimek termelésén
alapul, amelyek fenotipusos expressziojahoz inszercios szekvencia (IS) elemek a rezisztencia
gének (cfiA karbapenemek, nim nitroimidazolok) upstream régiojaba valé megfeleld
orientacioju integracidja szikseéges. Ezen integracio szerepe, hogy feltett, vagy igazolt
Bacteroides specifikus promotereket szolgaltassanak a rezisztencia geneknek. A cfiA gének
kromoszomalis lokalizacidjuak, B. fragilis specifikusak, és transzferiiket eddig nem tudtak
kimutatni. Valamint jellemz6, hogy a cfiA pozitiv B. fragilis torzsek egy genetikai altipusat
jelentik a fajuknak. Ez molekularis tipizalasi mddszerekkel és a torzsek kromoszémalis DNS-
ének hibridizacios fokanak vizsgalataval derilt ki. Valamint megfigyelték a p-laktamaz gének
(cepA normal cefalosporinaz és a cfiA) és az enterotoxin gén, bft, differencialis megoszlasat is
a ket altipusban. A nim génekbd6l A-G altipusokat ismertink, amelyek ca. 75% homologiat
mutatnak egymas kozott. Az eddig legjobban jellemzett A-D gének kozil a B
kromoszomalisan, az A, C, D plazmidon elhelyezkedének bizonyult, és mind a négy génnek a

mobilitasa bizonyitott.



Jelen projektink el6zményeként vizsgaltuk az imipenem rezisztencia és a fontos cfiA
rezisztencia gen prevalenciajat hazai Bacteroides izolatumokon, izoléltuk és jellemeztik az
elsé hazai imipenem és metronidazol rezisztens Bacteroides torzseket.

A bacteroidesek egy masik fontos rezisztenciamechanizmusa a cephamycineket, cefoxitin,
cefotetan, is bontd A osztalyu, klavulansavval gatolhatd CfxA cefalosporinaz termelése. A
rezisztencia gén, cfxA, elhelyezkedése a kromoszoméba specifikus helyen inszertalédo
MTn4555 mobilizalhatd transzpozon. Az MTn4555 szekvencidja és transzfer mechanizmusa
jol leirt, viszont epidemiologiaja mar kevesbé.

Az anaerob bacteroideseken kivil aerob pathogenek fontos rezisztencia mechanizmusai is a
vallalt kutatasi célok kozt szerepeltek. Ezek az Enterobacteriaceae fajok fontos p-laktaméaz
termelésének és egyes fontos Gram pozitiv pathogének p-laktam és glikopeptid
rezisztencigjanak vizsgalatat jelentette, amelyek kutatdsa szintén az intézetlink hagyomanyai
kozott szerepel.

A bacteroides fajok karbapenem és metronidazol rezisztencia mechanizmusainak és a hordoz6
genetikai elemeknek a vizsgalatakor az IS elemek szerepével egydtt felmerilt mas mobilis
elemek tanulmanyozasanak igénye is, igy a specialis cefoxitin rezisztenciat kodold, MTn4555

mobilizalhat6 transzpozon és cfxA rezisztencia gén analizise is vizsgalatra ker(lt.

2. Eredményeink

2.1. A Kklinikailag jelentés anaerob Bacteroides fajok fontos antibiotikum rezisztencia

mechanizmusainak epidemioldgiai vizsgalata és a hordozo genetikai elemek analizise

2.1.1. A hazai elsé imipenem és metronidazol rezisztens Bacteroides izolatumok leirdsa utan
kilfoldi laboratoriumokkal (USA, Kuwait, UK, Svédorszag) valé egyuttmiikodésben Gjabb
karbapenem rezisztens torzsek analizisét kezdtik meg. Elsoként az USA-bol, néhény
Kuwaitbol és ujabb Magyarorszagrél szarmazd izolatumok vizsgalatat végeztik el, és
kozoltlk az eredmenyeket. Roviden 15 ilyen toérzs esetén detektaltuk az impenem rezisztencia
fokat (minimalis gatlo koncentracio, MIC), a karbapenemaz produkcidt, a cfiA géneket és az
aktivalo IS elemeket ill. hidnyukat. Ahol a cfiA gén upstream régidjaban IS inszercid volt
magas imipenem rezisztenciat és imipenemaz termelést tapasztaltunk. Ezeknél a torzseknél az
IS elemek kimutatasanal mar leirt (1S1186, 1S4351, 1S1187, 1S1169, 1S613) és Uj IS elemek
(1S943 és hibrid tipusok, 1S614B és 1S614C Id. késobb is) eléfordulasat tapasztaltuk. Az



1S943 teljes nukleotid szekvenciajat megallapitottuk (GenBank Acc. no. AF519175), a kodolt
transzpozédz enzim aminosavszekvenciaja alapjan az 1S4 1S elem csaléddba volt sorolhato, és
hozza a legnagyobb homoldgiat mutatd protein a B. vulgatus eredetii MTn4555 Orf9/Tpl volt,
jelezve, hogy a Tpl szintén egy IS elem transzpozaza (ld. késébb is). A hazai és kuwaiti
torzsek cfiA pozitivak voltak, az upsream régioban nem hordoztak IS elemet, de emelkedett
imipenemaz produkcidt és emelkedett imipenem MIC értékeket (2-8 mg/l), vagy rezisztens
katagoriaba (>16 mg/l) tartozé rezisztencia szinteket tapasztaltunk. Ezen torzsek esetén a cfiA
gén IS elem fuggetlen aktivaciojat feltételeztiik a cfiA gén egy alacsony aktivitasu sajat
promateren kersztal.

Kozlemény: Soki és mtsai. Molecular characterization of imipenem-resistant, cfiA-positive
Bacteroides fragilis isolates from the USA, Hungary and Kuwait. J Med Microbiol 2004;
53: 413-419.

IF: 2,484

Az IS elemektdl fuggetlen cfiA ,,aktivacio” témajaban igazolni probaltuk az expresszio
fokozOdasat a feltételezett alap cfiA promdter segitségével. A CfiA mRNS-detektaltuk
kvantitativ Real Time RT-PCR segitségevel LightCycler berendezést és Roche RT-PCR
SybrGreen | kitet hasznalva. Folyamatban van a transzkripcios-iniciaciés hely (TIS)
meghatarozasa 5’RACE analizis segitségével. E vizsgalatokat egyéb kiegészité vizsgalatok
elvégzése mellet szintén folytatasra és kozlésre érdemesnek talaljuk.

2.1.2. Egyesult Kiralysagbeli egylttmikodés révén a normal flora bacteroideseiben is
kerestik az impenem rezisztens Bacteroides torzseket és a hattérben 1évo rezisztencia
mechanizmust, amely vizsgalatok felvil&gositast adtak a potencialis rezisztencia veszélyre és
esetlegesen a fert6zési folyamat egyes aspektusaira. A bevont két helyszin (Nottingham, UK
és Szeged, Magyarorszag) nagyjabdl egyezé eredményeket adott: IS elem aktivalta
magasfoku reziszetenciaval rendelkezé torzset nem taldltunk, de valdszinileg 1S elemtol
fuggetlendl aktivalt cfiA pozitiv B. fragilis torzseket igen nagyjabol azonos prevalenciaval.
Talaltunk még egy imipenem rezisztens B. distasonis torzset, amely az irodalomban
részlegesen jellemzett, karbapenem rezisztenciat mutatd B. distasonis torzsek altal termelt
egyeb karbapenemazok tipusdhoz tartozhat, és egyéb nem azonositott rezisztencia
mechanizmussal rendelkez6, az imipenem rezisztencidt nem erésen kifejezé torzseket is.
Leirtuk az IS fliggetlen cfiA aktivacio heterogén megjelenési tipusat az an. preformalt
gradiens rezisztencia detekcio, ismertebb nevén E-teszt, eseten.

Kozlemény: Soki és mtsai. Screening of isolates from faeces for carbapenem-resistant



Bacteroides strains; existance of strains with novel types of reistance mechanisms. Int J
Antimicrob Agents 2004; 24: 450-454.

IF: 2,064

2.1.3. Megkezdtik a B. fragilis torzsgyijteményink molekularis tipizalasi és génmegoszlasi
vizsgalatdt a korabbi eredmények alatdmasztasa ill. finomitdsa céljabol. A bevezetoben
emlitést nyert, hogy a B. fragilis populacio ket f6, jol elkilonilé csoportra oszthato:
Homoldgia I. osztaly, torzsei a cepA es bft géneket hordozzak, és a Homologia Il. osztaly, a
torzsei a cfiA géneket hordozzak.

Osszesen 275 Magyarorszagon izolalt B. fragilis torzs keriilt vizsgalatra, 24 hordozta a bft-1,
vagy bft-2 gent eés 14 a cfiA gent, egylttes hordozast a kordbbiaknak megfeleléen nem
tapasztaltunk. Az enterotoxin gén, bft, tipusanak (néhany aminosavas eltérés az 1-3 altipusok
kdzott) megallapitdsdra PCR-RFLP modszert dolgoztunk ki és alkalmaztunk (a bft gének
1142 bp-os, a gének kddold szakaszat atfogo szegmentjét amplifikélva és azt Mbol restrikcios
enzimmel emesztve bft-1,2 és 3 specifikus mintazatot kaptunk gélelektroforézisben). 14 bft-1
és 7 bft-2 allél eléfordulésat tapasztaltuk. Vizsgaltuk kilonbdzé Klinikai mintakban az bft
allélok eléfordulasat a célbol, hogy kovetkeztetéseket vonjunk le a fert6z6 képességre és a
megbetegedési folyamatokra.

Kozlemény: Terhes G., Soki J., Urban E., Nagy E. Bft-1 is the most prevalent isoform
among enetrotoxinogenic Bacteroides fragilis strains from Hungary. Az Anaerob
folyoiratba kozlésre elkildve.

Terhes G. Investigation of some clinically important toxin-producing anaerobic bacteria
and their epidemiology. PhD Thesis

A targyalt vizsgalat sorén cfiA pozitiv B. fragilis prevalenciaja 5,1 % volt, ami jol egyezik az
altalunk korabban tapasztaltakkal (5,6 %). A pozitiv térzsek IS elem analizise azt mutatta,
hogy hordoznak IS elemeket (1S614B, 1S4351, 1S1186), de nem a cfiA gén upstream
régiojaban. Ennek ellenére volt olyan torzs, amely emelkedett imipenem MIC értéket
mutatott, és E-teszttel vizsgalva heterogén rezisztencia profilja volt. Vizsgaltuk a kimutatott,
transzpozici6jat, a teszttorzseket 10° sejt/ml denzitasti kultGrainak aliquotjait 16mg/ml
imipenemet tartalmazo lemezekre oltva (Podglajen et al. 1992, FEMS Lett. 91: 21-30).
Kisérleteinkben az IS elemek a cfiA gén elé val6 ugrasa variabilitast mutatott: volt olyan,
hogy adott torzs esetén nem kaptunk rezisztens telepeket egy adott kisérletben, mig maskor
kaptunk ugyan, de nagyon kis frekvenciaval (néhanyszor 10 /sejt). Ez megegyezik az

irodalmi ertékekkel, de az, amikor nem kaptunk rezisztens telepeket, a transzpozicid



szabalyozésanak ismeretlen oldalat is felveti. Az alacsony mobilitasbol arra is
kovetkeztettliink, hogy a de novo rezisztencia kialakulas valdsziniileg in vivo is ritka, nem
fenyeget6 veszély, hanem a rezisztens torzsek terjedése jelent nagyobb fenyegetést. Utdbbit
igazolni latszik, hogy bizonyos imipenem rezisztens torzsek, cfiA, nimB, 1S1186 és 1S4351
genetikai konstitucidjuak, és molekularis tipizalasi modszerekkel kdzeli rokonsagot mutatnak.
A fenti eredményeket poszterek formajaban el6zetesen kozoltlk, és in extenso kozlemény
elokeszlletben.

2.1.4. A bft és cfiA egylttes vizsgalatok eredményeként egy olyan B. fragilis torzs kerdilt
analizisre, amely a bft-1 és cfiA géneket is hordozta. A torzset, B. fragilis R19881, az Egyesult
Kiralysagban izolaltdk, kapcsolataink révén Kkerilt hozzank. Jellemzésekor a fentieken
kiderilt még, hogy metronidazol rezisztens, de nim gén fuggetlen, laktat-dehidrogenaz
aktivitas mérések alapjan a sejt redukcios rendszerének atalakulasaval kialakuld rezisztencia
mechanizmusd. A B. fragilis torzsek molekularis tipizalasaval kapcsolatban bevezettik az
RAPD-PCR tipusi ERIC (Enterobacterial-repetitive-intergenic-consensus) szekvencidk
eléfordulasan alapuldé az AP-PCR tipusi M13 primerekkel végzett PCR tipizalasi
modszereket, melyeket elvégezve a bft és cfiA géneket hordozo torzsek elkiloniltek. A fent
emlitett torzs molekularis tipizalasi modszerekkel a cfiA pozitiv torzsekre jellemz6 mintézatot
adott, igy valdszinusitjlk, hogy a bft-1 gén egy cfiA pozitiv tdrzsbe jutasardl van szg, amely
virulenciafokozddas mellett antibiotikum reisztencia fokozddas is végbe ment az adott
torzsben. llyen bft és cfiA gent egylttesen hordozo torzs léte az eddigi nezetek alapjan

kuridzum, a fenti témaban egy rovid kdzlemény kozlésre elkildve.

2.1.5. Megkisereltik a cfiA gén transzforméacidval valo atvitelét érzékeny gazdatdrzsbe
torténd transzformacioval a cfiA gent meghatarozé genetikai elem méretének, és valoszini
tipusdnak (mobilizélhatd vs. konjugativ transzpozon) meghatarozéaséara. Elektrokompetens
Escherichia coli és B. fragilis 638R sejteket preparaltunk (Smith és mtsai. Plasmid 1990; 24:
100-109), mind ampicillin rezisztens E. coli, mind metronidazol rezisztens B. fragilis
transzforméansokat kaptunk 10" telep/ug DNS hatékonysaggal. De cfiA pozitiv B. fragilis
torzsek (n=17) kromoszomalis DNS-ét hasznalva imipenem rezizstens B. fragilis
transzformansokat nem kaptunk. A negativ eredményt okozhatta, hogy a nagy
molekulatomegti kromoszomalis DNS transzformécidés hatékonysdga alacsony volt,
restrikcios-modifikéacios Kizaras volt a gazdatorzsben, vagy a cfiA elem nem volt képes

integralddni.



2.1.6. Tovabbi karbapenem rezisztens torzsekkel rendelkeztiink az Egyesiilt Kiralysagbél
(n=7, 1998-2001 iddszak) és Svédorszaghol (n=8, 1990-2004 id6észak) is, és a J Med
Microbiol 2004; 53: 413-419 emlitett kdzleményhez hasonléan vizsgaltuk a rezisztencia
mechanizmusokat. Mind a 15 torzs, magas foku karbapenem rezisztenciaval rendelkezett, cfiA
gént hordozott, és minden esetben IS elem (1S1186 4 torzs, 1S942 2 torzs, 1S1187 1 torzs,
IS614B 7 torzs, és 1S614C 1 torzs) volt kimutathaté a cfiA gén upstream régidjaban. Az IS
elemek aktivalo szerepe mellett megfigyeltiik, hogy a gyakori 1S1186 és 1S614B id6ben
eltéréen jelentkezett: 1S1186 1990-es élvek elso fele, 1IS614B 1990-es évek masodik felétol.
Az 1S614B és 1S614C elemek részletesebb jellemzését is elvégeztilk, meghataroztuk a teljes
nukleotid szekvencigjukat. Mar az elébb emlitett Soki és mtsai. J Med Microbiol 53:413
kdzleményiunkben feltétleztiik, hogy ezek az IS elemek hibridjei a Japanban korabban leirt
IS614és 1S612, valamint az eurdpai orszagokban és az USA-ban megtalalt 1S942 elemeknek.
A teljes szekvenciaanalizis és ClustalW multiple alignment ezt a feltételezést megerésitette.
Ezen két hibrid IS elem tovabbi jellemzése (promdterszekvenciak meghatarozasa folyamatban
5’RACE analizissel Dr. 1. Podglajennel egyittmtikddésben, kopiaszamok és transzpozicids

képesség meghatarozasa) utan a jelentéségiiknek megfeleléen a kozlemény elékészuletben.

2.1.7. A cfiA gének expresszojanak IS elemeken keresztili szabalyozdsa mellett a hasonld
expresszids mechanizmussal rendelkez6 nim géneket és az 6ket hordozé genetikai elemeket is
vizsgaltuk az aktivald IS elem tipusa, a plazmidon ill. kromoszoman vald elhelyezkedés és
utobbi jelleg a cfiA gén pozitivitassal vald osszefiiggése szempontjabdl. Ot, A-E, nim gén
tipust hordoz6 Bacteroides torzset (n=26) analizaltunk. A nimA-E gének és az aktivald 1S

nimE I1SBf6) tapasztaltuk amellet, hogy az IS inszercids helyek is nim géen specifikusak voltak.
Ez utobbi két jelleg azt, valoszintsiti, hogy az IS inszercidval torténd valtozas ritkdbb mint a
horizontalis terjedés. A nimA-D gének estén kromoszomalis és a mér leirt plazmidoktol eltéro
plazmidokon vald elhelyezkedést is tapasztaltunk. A kromoszomalis nim gének pozitiv
asszociaciot mutattak a cfiA-pozitivitassal, felteveseink szerint azt is jelentheti, hogy a nim és
cfiA genek kozds elemen lokalizalodnak ezen torzsekben.

Az Ujabban leirt nimE gének esetén konjugacids transzferrel és Southern hibridizéacioval
meghataroztuk a hordozo elemet, egy ca. 8.3 kb-os plazmidot (pBF388c), ezen a plazmidon
valé lokalizaciot, 1.5 kb-os EcoRV fragment, és ez utobbi alapjan klénoztuk a nimE

fragmentet. A pBF388c nimE fragmentje nukleotid szekvenciajanak (GenBank Acc. no.



AMO042593) meghatarozasaval a megfelelé strukturalis elemek (invertalt ismétlodések a
vegeken, hipothetikus transzpozdz kodoldsa) megléte révén egy Uj IS elemet, ISBf6 is
azonositottunk. Ezt az elemet megtaldltuk mas hasonl6, 8.3 kb-os, nimE gént hordozé
plazmidon a nimE géntél upstream PCR-mapping segitségével, ami ujfent a horizontalis
terjedés fontossagat emeli ki.

Koézlemény: Soki és mtsai. Molecular investigation of genetic elements contributing to
metronidazol resistance in Bacteroides strains. J Antimicrob Chemother 2006; 57:212-
220.

IF: 3,611

2.1.8. Az 1S943 transzpozaz és a MTn4555 orf-9 kozti homoldgia és az MTn4555 a B.
vulgatus CLA341-es forméjanak jol karakterizalt volta, de megfelel6 survey-ek hidnya, terelte
a figyelmunket a bacteroidesek cefoxitin rezisztenciaja felé. Detektalni kivantuk a cefoxitin
rezsztencia szintjét a Bacteroides torzsgyajteményunk random kivalasztott tagjain (n=86),
cfxA gént, az orf-9-et hordozo IS elemet, amelyet ,,hazilag” 1S944-nek jedltiink, a cfxA gén
szabalyzé régidjanak valtozatait az 1S944-gyel egyiitt, az MTn4555 esetleges egyéb
valtozatait és mobilitasat.

86 Bacteroides izolatumbol 18 cfxA és 2 orf-9 pozitiv torzset talaltunk, az orf-9/1S944 pozitiv
torzsek 2 cfxA gént hordozo B. fragilis vonalban helyezkedtek el, mindkét elem a cfxA gén
szabalyzd régidjaban. Primereket terveztink a cfxA geén teljes upstream régidjanak
amplifikacidjara, és segitségikkel ca. 2 ill. 2,5 kb-os termékeket kaptunk az 1S944 pozitiv
torzsekben, 1 torzshen 2,2 kb-os terméket, amelyben az 1S614 elem valamely nem azonositott
forméja volt kimutathato, 13 térzsben 1 kb-os terméket, 1-1 térzsben pedig 0,5 kb-os terméket
ill. nem volt amplifik&cié. Valoszintleg az 1 kb-os fragment reprezentalja a cfxA pozitiv
torzsek talnyomo részében az alap forméajat az MTn4555-nek. Az 1 kb-os fragment nukleotid
szekvenalassal kapott szekvenciajat osszehasonlitva a B. vulgatus CLA341 megfelelé
régidjanak nukleotid szekvenciajaval azt kaptuk, hogy abbol az 1S944 teljes része és egy 360
bp-os masik rész hianyzik. Az 1S944 inszercidja olyan, hogy hibrid prométert alkot a cfxA
sajat Bacteroides specifikus promotere és az 1S944 terminalis megfelel6 motivuma. Az
I1IS944-et hordozo torzsek cefoxitin rezisztencia szintjei magasabbak voltak a csak alap
szabalyzé régiot hordozo torzsekeinél. A 360 bp-os szegment nagyon érdekes abbol a
szempontbdl, hogy egy ,,mini” IS elem lehet, mivel célszekvencia duplikaciét és ,,inverted
repeat”-eket talatunk jelentésebb CDS nélkil. Ez az elem, amelyet ISSBfl-nek jel6link
(insertion sequence satellite), és valoszintsitett mobilitasat egy a sejtekben rezidens IS elem

transzpozaza aktivitdsanak kdszonheti.



Az MTn4555 egyéb valtozatainak PCR térkepezese lefed6 PCR fragmentek amplifikalasan
keresztul folyamatban van , és 6sszefliggésbe tudjuk hozni a talalt alacsony konjugacios
mobilitasukkal (ca. 10%/ donor sejt).

(Fenti eredmények poszter formaban vald megjelentetésre elfogadottak, valamint

eredményeink in extenso kozlése is elékészuletben.)

2.2 Jelentés aerob pathogének B-laktam és glikopeptid rezisztenciajanak felmérése és

azok molekuléaris analizise

2.2.1. Inhibitor rezisztens TEM (IRT) B-laktamaz termel6 E. coli térzsek prevalenciajanak
felmérése és molekularis vizsgalatuk.

2001-2002 soran intézetinkben izolalt E. coli izoldtumok korong diffazidval
ampicillin/klavuldnsav kombinaciora rezisztens torzsei (n=36) kerlltek tovabbi analizisre. E-
teszt modszerrel detektaltuk a amoxicillin, amoxicillin/klavulansav és ceftazidim,
ceftazidim/clavulansav MIC értékeket, a torzsek jé része amoxicillin és amoxicillin
clavulansav rezisztens volt, de mivel a ceftazidim MIC értékcsokkenés a ceftazidim és
ceftazidim/klavulansav relaciéban minden esetben igen jelent6s volt a torzsket nem
minésitettik inhibitor rezisztens B-laktamaz termelének. Megtortént a TEM és SHV gének
PCR modszerrel vald kimutatdsa, és enzimaktivitds mérés nitrocefin szubsztrattal gatloszer
nélkil és az jelenlétében. De jelentds gatlast nem tapasztaltunk, igy a torzseinket csak alap
ESBL termelének tudtuk minésiteni.

2.2.2. Nozocomials jarvanybdl izolalt ESBL termel6 Klebsiella pneumoniae torzsek analizise.
2003 soran ESBL termels K. pneumoniae térszek halmozodasat tapasztaltuk az SZTE, AOK,
Gyermekgyogyaszati Klinika Intenziv Osztalyan.Molekularis tipizalasi mddszerekkel, ERIC
és M13 PCR vizsgaltuk a ,,jarvanybol” szarmazo és kornyezeti torzsek genetikai rokonsagat,
amely a ,,jarvanyos” torzsek kdzott magas foku volt, amelyet plazmid profil analizissel is meg
tudtunk erésiteni (5,3 , 24 és 60 kb-os plazmidok a ,,jarvanyos” térzsekben). Sajnos tovabbi

viszgalatok elvégzésere nem volt kapacitasunk.

2.2.3. Vancomycin rezisztencia sztirése korhazi bennfekvo betegek szekletébél Enterococcus

torzsek tenyésztésével.



A munkatervben a Staphylococcusok glicopeptid rezisztencia-helyzetének felmérese ellatasi
korzetlinkben szerepelt a meghatarozott témak kozott. Vancomycin rezisztens, vagy
mérsékelten rezisztens Staphylococcus torzset nem izolaltak munkatérsaink, de egy felmeérést
végeztink a fontosabb kérdésnek szamitd glikopeptid rezisztens Enterococcus torzsek
izolaléséara.

2002 és 2004 folyaméan az SZTE, Il. Belgyogyészati Klinika Haematoldgiai Osztalyardl 76 ill.
210 beteg székletmintait vizsgaltuk vancomycin-cefuroxim szelektiv véres agaron. A kindvé
telepeket tovabb vizsgaltuk vancomycin és teicplanin agar diffuzios és E-teszt modszerrel. A
viszgalatban a rezisztens torszek alacsony el6fordulasa volt tapasztalhato, 1 rezisztens térzset
izolaltunk, amely VanA fenotipust volt és a vanA gént hordozta. Egybevetve a korlatozott
glikopeptid felhasznalast az adott osztalyon és Magyarorszagon az alacsony rezisztencia szint
jol magyarazhatd. Ezen eredmények Short communication, vagy Letter formajaban vald

kozlése elokésziletben.

2.2.4. Karbapenem rezisztens Pseudomonas aeruginosa torzsek izolalasa laboratoriumunk
mintaanyagabdl. (Nem szerepelt a munkaterv pontosan meghatarozott tételei kozott, de a
jelent6s aerob kérokozok fontos antibiotikum rezisztenciai kozott szerepel.)

2004 és 2005 folyamén laboartériumunkban pénrezisztens P. aeruginosa torzsek keriltek
izolalasra, amelyek a karbapenem antibiotikumokra - imipenem, meropenem -, is rezisztenciat
mutattak. Felmerilt, hogy a P. aeruginosa jelentés, metallo-B-laktamaz (MBL) termelésen
alapuld rezisztenciamechanizmusardl lehet itt is sz0. Az elvégzett MBL tesztek, MBL E-teszt,
és EDTA gatlas korong diffzidban, VIM gén PCR mas rezisztencia mechanizmust

valészintsit.

(A zéardjelentés terjedelmére a meg nem kozolt eredmények targyalasa miatt a magasabb

korlatot, 25 oldal, vettik iranyadonak.)



