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ADAM ATTILA L.!, OLAH BRIGITTA'?, KERENYI ZOLTAN? KESZTHELYI ANITA'?
HORNOK LASZLO'?

Jelatviteli utvonalak a Gibberella fujikuori-ban

'SZIE Mezbgazdasagi Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszék; "MTA Mikologiai Kutatocsoport, Godolls

A fonalas gombak mitogén aktivalt protein kinaz (MAPK) génjeit az I, a VIB ¢és a VII kinazdomén
alcsoport specifikus konszenzus szekvencidi alapjan harom nagy csoportba sorolhatjuk: a Yerkl (yeast
extracellularly regulated kinases), a Yerk2 és az Osrk (osmoregulatory kinases) csoportba. A MAPK
fehérjék funkcionalis valtozatossaga még ennél is nagyobb. Fehérje gélelektroforézis segitségével
azonositottunk a Gibberella fujikuroi (Fusarium proliferatum MP-D) gomba micélium-kivonataban egy
49 kDa molekulatomegii MBP (mielin bazikus protein) kindzt, amely feltehetéen a Saccharomyces
cerevisiae HOG1 illetve a human MAPK™ proteinek funkciondlis homolégja. Ezt a kinaz aktivitast
mind a héstressz (45C°), mind az ozmotikus sokk (1,0 M szorbit), mind pedig az oxidativ stressz (H,O,)
kivaltotta a kezelt micéliumban, jelezve, hogy a fehérje tobbféle stresszvalasz kozvetitésében vesz részt.
Amikor az ozmotikus stresszt 4% NaCl hozzaadasaval valtottuk ki, az emlitetten kiviil még egy masik
MBP kinaz is aktivalodott, amelynek molekulatdmege a protein kinaz A (PKA) molekulatdmegéhez (40
kDa) volt hasonl6. A konidiumcsirazas korai szakaszaban tovabbi két kinaz aktivitast (62 és 70 kDa)
észleltiink. A tobbszords kinaz aktivitasok jelenléte a csirazd konidiumban a morfogenetikus és
stresszadaptacios folyamatok komplex foszforilacios szabalyozasat sejteti.

A MAPK ¢és cAMP-PKA szignalatviteli ttvonalak stressz alatt megnyilvanuld kdlcsonhatasanak
vizsgalatara klonoztuk az adenilat ciklaz gént (gacl) a gombabol a genomi konyvtar specifikus PCR-
fragmentummal torténé sziirésével. A gén inaktivalasara iranyuld kisérletekben egy sor olyan
transzformanst kaptunk, amelyek optimalis tenyésztési koriilmények mellett is torz ndvekedést mutattak,
ami arra enged kovetkeztetni, hogy a gacl alapvetd szerepet jatszik a taplalkozasi viszonyokban
bekdvetkezd valtozasokhoz torténd alkalmazkodasban.

A kutatast az OTKA T43221 és T46529 palyazatok tamogattak.

AGOSTON REKA', BECZNER JUDIT?, CSERHALMI ZSUZSANNA®
Egyedi és kombinalt kezelések hatasa Alicyclobacillus acidoterrestris spérakra és vegetativ sejtekre
'BCE Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszék; “Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutato Intézet, Budapest

Az élelmiszeriparban az egyik legnagyobb gondot a spéras baktériumok jelentik, mivel a sporak
nagysagrendekkel ellenallobbak a tartositasi eljarasokkal szemben, mint a vegetativ sejtek. A
mikrobioldgiailag hatékony kezelések azonban gyakran kedvezdtleniil befolyasoljak az élelmiszerek
élvezeti mindségét. A kombinalt kezelési lehet6ségek hatékonyak lehetnek a sporakkal szemben,
valamint kielégithetik az élelmiszerbiztonsag és mindség kettds kovetelményét.

Az Alicyclobacillus acidoterrestris egy fontos, gyliimdlcslevek romlasat okozo ho- és savtiird sporas
baktérium. A pulzald elektromos térer6 (PEF), besugarzds és nizin egyedi €s kombindlt hatasat
vizsgaltam két kiilonb6z6 szaporodasi tulajdonsagu Alicyclobacillus acidoterrestris torzson. A
kombinalt kezelésekre vonatkozdan szinergenciaszamitasokat végeztem. A besugarzds és a PEF
onmagaban hatékonyan csokkentette a vegetativ sejtek szamat. A spoérak ellenallobbak voltak mindkét
kezeléssel szemben. A hatas erésen torzsfliggd volt, a gyorsan szaporodd torzs érzékenyebb volt a
kezelésekkel szemben, mint a lassan szaporodd. A besugarzas és a PEF kezelés kombinacioja minden
esetben additiv volt. A nizin mind a spordk, mind a vegetativ sejtek esetében mar igen alacsony
koncentraciéban gatolta a baktérium novekedését.

ANTAL ZSUZSANNA', HOPP BELA’, SMAUSZ TAMAS?, KRESZ NORBERT’, BOR ZSOLT’,
CHRISEY DOUGLAS*

Egy Trichoderma torzs konidiumainak iranyitott, 1ézeres, térbeli mozgatasa

'"MTA-SZTE Mikrobiologiai Kutatocsoport; “MTA-SZTE Lézerfizikai Tanszéki Kutatocsoport; *SZTE Optikai és
Kvantumelektronikai Tanszék, Szeged; “Naval Research Laboratory, Washington, USA



A lézeres eljarasokat, szokasos modszereket felillmilo lehetdségeiknek koszonhetden, egyre gyakrabban
alkalmazzak biologiai anyagok és szervezetek levalasztasara és szabalyozott atvitelére is. Harom-
dimenzids biologiai struktarak épitéséhez, a fejlett szovetmérnokséghez, Ujgeneracios szovetalapt
érzékeld eszkozok kialakitasahoz vagy mikroorganizmusokkal torténd ,.épitkezéshez” technikai oldalrol
sziikséges az Osszetett rendszerek és rétegek €16 sejtekbdl és bioldgiai anyagokbol torténd felépitésének
kidolgozasa. A 1ézerfény altal kivaltott elore iranyuld atvitel (LIFT) egy koézvetlen irasi modszer,
melynek soran egy egyedi lézer impulzus szolgal egy fényelnyeld vékonyréteg, atlatszo hordozorol valo
eltavolitasara, és egy parhuzamosan elhelyezett befogadé feliiletre torténd atvitelére. Feltételezésiink
szerint ezzel a mddszerrel lehetséges a biologiai anyagok kiméletes, kémiai-bioldgiai szerkezetiik, sot
¢életképességiilk megdrzésével torténd atvitele. Az alabbiakban egy elnyeld réteg altal eldsegitett,
lézerfénnyel kivaltott elore iranyuld atvitelrél (AFA-LIFT) szamolunk be, ahol a cél él6 Trichoderma
konidiumok szabalyozott térbeli athelyezése volt egy hordoz6 lemezre.

A Trichoderma nemzetség tagjai elterjedt talajlako fonalasgombak. Szamtalan izolatum rendelkezik
kiemelkedd extracellularis lebontoenzim termeld képességgel, mely tulajdonsag megfelel okologiai
szerepiiknek, a névényi hulladékanyagok lebontdsdban valé részvételiiknek. Extracellularis enzimeikkel
a Trichoderma torzsek képesek megtamadni €s parazitdlni mas gombakat, megalapozva ezzel a
mezdgazdasagban ndvénypatogén gombakkal szemben biokontroll szervezetként valé alkalmazasukat.
Az AFA-LIFT modszer €16 sejteken torténd vizsgalatdhoz egy Trichoderma longibrachiatum torzs
konidiumait szélesztettiik eziist réteggel bevont, kvarc targylemez feliiletére. Az atvivé KrF excimer
lézernyalab a kvarc targylemez atlagosan 0,08 mm2-es teriiletére volt fokuszalva. A fogadd oldalon egy
taptalajjal bevont iiveg targylemezt alkalmaztunk hordozoként. Az atvitelt kdvetd inkubacids ido
leteltével szadmos csirazd konidiumsziget jelent meg a taptalajon, a besugarzott célteriileteknek
megfeleld térbeli elhelyezkedésben. A kihajtott konidiumok altal lefedett teriiletet a lézernyalab
energiastiriiségével Osszevetve megallapitottuk, hogy a legnagyobb teriilet (0,25 mm2) a 355 mJ/cm2
energiastiriségli besugarzassal érhetd el, melybdl szamolva az AFA-LIFT-tel végzett sikeres atvitel és
csirazds maximalis hatasfoka 75 %-nak adodott. Kisérleteink bebizonyitottak, hogy az AFA-LIFT
technologia megfeleld modszer Trichoderma konidiumok iranyitott térbeli mozgatasara, mivel azok
megorizték életképességiiket a folyamat alatt. Eredményeink alapjan megallapithat6, hogy az altalunk
kidolgozott médszer egy rendkiviil igéretes technika €10 sejtek, szervezetek iranyitott atvitelére, s ennek
eredményeképpen akar €10 szovetek felépitésére is.

A kutatdbmunka az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap F037663, T34825 és TS 040759 szdmu palyazatainak
tamogatasaval késziilt.

ANTAL ZSUZSANNA', KREDICS LASZLO', SZEKERES ANDRAS?, MANCZINGER LASZLO?,
HATVANI LORANT?, NAGY ERZSEBET"”

Klinikai mintakbdl izolalt Trichoderma torzsek extrakromoszémalis elemeinek vizsgalata
'"MTA-SZTE Mikrobiolégiai Kutatocsoport; *SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; SZTE OEK  Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

Extrakromoszomalis genetikai elemek néven mindazon valtozatos nukleinsav molekuldkat foglaljuk
Ossze, melyek a magi DNS mellett még el6fordulhatnak a sejtekben. E csoportba tartozik a
mitokondridlis DNS, mely minden eukaridta sejben megtalalhatd. Restrikcidos fragment hossz
polimorfizmusanak vizsgalata széles korben elterjed gombak 6sszehasonlitd tanulmanyozasanal. Egyéb
kettdsszala DNS vagy RNS (dsRNS) molekulak jelenléte nem minden sejtre jellemz6, de a gombak
vilagaban meglehetdsen gyakori. A dsRNS gombavirusok a citoplazmaban helyezkednek el, s bar latens
illetve kriptikus voltuknak megfelelden a fertézott gomban tiinetek tobbnyire nem figyelhetdoek meg,
néhany esetben jellegzetes fenotipus tarsul jelenlétiikhéz, mint példaul a killer tulajdonsag
Saccharomyces cerevisiae-ben, vagy a csokkent mértékii virulencia Cryphonectria parasiticaban.

A Trichoderma fajok fonalasgombak, melyek gyakran megtalalhatdak miivelésbe vont és természetes
talajokban egyarant. Egyes izolatumok tulajdonsaga, miszerint képesek ndvénypatogén gombakat
megtamadni, igéretes bioldgiai kontroll jeldltekké teszik Oket gombak okozta betegségekkel
kapcsolatban. Bar a Trichoderma torzseket régebben veszélytelen mikroorganizmusként tartottak
szamon, az utdbbi két évtizedben bizonyos tdrzsek termesztett gombakon eldidézett zoldpenész
jarvannyal okoztak jelent0s gazdasagi veszteségeket. Mindezeken tul, a nemzetség néhany tagja iijabban



opportunista gombafert6zéseknél bukkant fel, melyek eldfordulasa ndvekvd gyakorisagot mutat.
Elsésorban Trichoderma longibrachiatum torzsekkel kapcsolatos egészségiigyi problémakrol talalhatok
hiradasok, melyekben a lokalizalt fert6zésektdl egészen a haldlos kimenetelli, szétterjedt
megbetegedésig terjedd hatasrol tudositanak.

Kisérleteink célja klinikai-, illetve talajmintdkbol szdrmazd Trichoderma longibrachiatum torzsek
extrakromoszomalis elemeinek vizsgalata, tovabba a fellelheté kiillonbségek felderitése volt. Kilenc,
klinikai mintabol szarmazo, valamint 8, talajbol izolalt torzsbol allitottunk eld teljes DNS kivonatot,
majd a nukelinsavakat BsuRI illetve Hin6l restrikcids enzimekkel emésztettiik. A Hinbl-es emésztés
utan eléallt mtDNS RFLP mintazatok kiilonbozdségeinek alapjan a klinikai torzsek 5, a talajizolatumok
pedig négy mtDNS tipusba sorolhatoak. Bar azonos méretii fragmentek megfigyelhetdek a klinikai- és a
talajbol szarmaz6 torzsek mintdiban, teljesen egyezd mintazatot nem talaltunk. A BsuRI enzimmel
végzett kisérletek alapjan a mtDNS tipusokba valé sorolas hasonldonak mutatkozott. Ezen eredmények
alapjan a T. longibrachiatum fajon belill nagyfoki polimorfizmus jellemzi az izolatumokat mtDNS
szinten. Mivel egyes dsRNS virusok hatast gyakorolnak a hordozo torzs fenotipusara illetve
virulencidjara, e szempontbdl is vizsgalatnak vetettiik ald a 7. longibrachiatum torzseket. A dsRNS
molekulak teljes nukleinsav mintabodl valo, CF11 celluléz kromatografiaval torténd tisztitasa és agaroz
gélelektroforézissel valo elvalasztasa az izolatumok dsRNS virusoktol valé mentességét jelezte.

A kutatdmunka az Orszagos Tudoményos Kutatasi Alap F037663 szam palyazatanak tamogatasaval késziilt.

ANTAL ZSUZSANNA', SZEKERES ANDRAS?, KREDICS LASZLO', MANCZINGER LASZLO?,
HATVANI LORANT?, NAGY ERZSEBET"?

Kettdsszali RNS molekulak jelenlétének vizsgalata, szantofoldrdl izolalt Trichoderma torzsekben
'MTA-SZTE Mikrobiologiai Kutatocsoport; *SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; *SZTE OEK Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

A kettdsszali RNS (dsRNS) gombavirusok olyan extrakromoszdémalis genetikai elemek, melyek szamos
élesztd és fonalasgomba torzs citoplazmajaban megtalalhatoak. Mivel e gombavirusok zommel latensek
vagy kriptikusak, a megfert6zott gombakon tiinetek tobbnyire nem figyelhetéek meg, néhany esetben
azonban jellegzetes fenotipus kotddik a jelenlétiikhoz. Ilyen példaul a Saccharomyces cerevisiae killer
tulajdonsaga vagy a Cryphonectria parasitica esetében megfigyelhetd csokkent mértékli virulencia. Bar
ép sejtekre nézve nem fertdézéek, és egyedek kozotti terjedésiik is csak hifa anasztomoézissal mehet
végbe, néhany dsRNS virust virulenciat csokkentd hatdsa miatt mar hasznalnak, illetve tovabbiak
biologiai kontroll elemként valo alkalmazasat is javasoljak.

A Trichoderma fajok elterjedt fonalasgombak, melyek nagy gyakorisaggal talalhatdak meg mind mivelt
mind természetes talajokban. Gombak altal okozott ndvényi megbetegedésekkel szembeni harcban
biologiai kontroll elemként valé alkalmazhatoésaguknak vizsgalata tobb mint 70 éves multra tekint
vissza, de hasznaljak 6ket novényvéddszerek €s celluloztartalmi anyagok lebontasara is. Mindezek
mellett azonban az utobbi két évtizedben termesztett gombak Eurdpaban és Eszak Amerikaban is
terjedd, zold penész jarvanyanak korokozojaként is Trichoderma torzseket azonositottak. A tdmado
biotipus azonositasara, jellemzésére, valamint visszaszoritasara kiterjedt kutatasok folynak napjainkban.
A Trichoderma nemzetségen beliill eddig csak egyetlen hiradas jelent meg dsRNS molekulak
jelenlétérol. Ezek 2,7 kbp nagysagu plazmid molekulak voltak, melyek részletes vizsgalatara nem kertilt
sor. Az altalunk vizsgalt, magyarorszagi talajmintadkbdl szarmazd torzsek dsRNS tartalmanak
vizsgalatdhoz a micéliumokbol eldallitott teljes nukleinsav kivonatot CF11 celluloz kromatografiaval
tisztitottuk, €s a nukleinsav molekulakat agardz gélelektroforézissel elvalasztottuk. A molekulak
Osszetételét S1 nukledzzal, RN-4zzal illetve DN-4zzal torténd emesztéssel vizsgaltuk. Osszesen harom,
dsRNS hordozo torzset talaltunk 105 Trichoderma izolatum kozott, melyek koziil kettd egy-egy 7 kbp
nagysagi dsRNS molekulat tartalmazott. A masik dsRNS elem méretben eltért az elébb emlitett
molekulaktol, és koriilbeliil 10 kbp nagysadgunak mutatkozott. Mivel a tenyésztés hdmérséklete gyakran
befolyasolja az extrakromoszomalis genetikai elemek jelenlétét és stabilitasat, a 7 kbp méretii dsSRNS-sel
fert6zott torzsek 25 illetve 34 C fokon nevelt mintaibol is allitottunk elé nukleinsav preparatumot. Mint
megallapithatd volt, a magas homérsékleten tenyésztett torzsek nukleinsav mintaibol a dsRNS
molekuldk eltlintek. Tovabbi terveink kozott szerepel a felfedezett dsRNS molekuldk behatobb
vizsgalata és annak megallapitasa, vajon ezek a dsRNS-ek okoznak-e valtozast a hordozd torzsek



fenotipusaban illetve virulencidjaban, mely megfigyelések hasznos informaciokat nyujthatnak biologiai
kontroll elemként valé alkalmazasukhoz.
A kutatdomunka az OTKA F037663 szamu, és az OMFB 00219/2002 palyazatanak tamogatasaval késziilt.

ANTAL ZSUZSANNA', SZEKERES ANDRAS?, KREDICS LASZLO', MANCZINGER LASZLO?,
HATVANI LORANT?, NAGY ERZSEBET'?

Szaprofita Trichoderma viride torzsek mitokondrialis DNS-ének polimorfizmus vizsgalata
'"MTA-SZTE Mikrobiologiai Kutatocsoport; *SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; *SZTE OEK  Klinikai
Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

A mitokondrialis DNS extrakromoszomalis genetikai elem, mely minden eukariota sejtben megtalalhato.
A kromoszémalis DNS-hez viszonyitva aranylag kis mérettel rendelkezik, mely tulajdonsaganak
koszonhetéen a mtDNS elemzése gombak Osszehasonlitdé tanulmanyozasaban széles korben elterjedt
modszerré valt. A gombak mtDNS polimorfizmusanak vizsgalatira egy egyszerii eljaras all
rendelkezésiinkre, melyben a micéliumbol kivont teljes DNS mintat olyan restrikciés enzimekkel
emesztik, melyek elsdsorban a GC-gazdag DNS-t vagjak. Ez a modszer a magi €s a mitokondrialis DNS
eltér6 GC-AT tartalméan alapszik. Gélelektroforézist kovetden a kismolekulasilyt régioban
elhelyezkedd, a magi DNS felaprozodasabol szarmazo folt mellett a sokpéldanyos mtDNS viszonylag
nagy fragmentumai jol lathaté mintdzatot adnak.

A Trichoderma fajok elterjedt talajlaké fonalasgombak. Gazdasagi jelentOségiiket részben
gombaparazita képességiiknek koszonhetik, mely lehetévé teszi ndvénypatogén gombak elleni
biokontroll elemként valo alkalmazasukat. A Trichoderma torzsek altal termelt extracellularis enzimek
fontos szerepet jatszanak a gombak megtamadasaban és parazitalasaban. Mindezeken tul, egyes torzsek
kiemelkeddek celluloz-, és xilan bonté enzimek eldallitasaban, mely tulajdonsagukat a papir-,
fermentacios-, és allati taplalék eléallito iparban hasznositjak. Ugyanakkor, az elmult két évtizedben
mind Eurépaban mind Eszak-Amerikaban egyre tobb problémat okoz a termesztett gombak jarvanyos
megbetegedése, mely néhany Trichoderma nemzetségbe tartdzo, igen agressziv biotipusnak tudhato be.
Kutatasunk célja, Trichoderma torzsek mtDNS-e RFLP mintazatanak vizsgalata volt. Kisérleteinket
magyarorszagi talajmintdkbol szarmazd, morfologiai tulajdonsidgok alapjan 7. viride fajba sorolt
torzsekre Osszpontositottuk. Huszonkilenc izolatum micéliumabol vontunk ki teljes DNS-t, majd a
mintakat BsuRI (GG/CC) illetve Hin6l (G/CGC) restrikcios enzimekkel emésztettiik. A BsuRI kezelés
eredményeként kapott kiilonb6z6 mtDNS RFLP mintdzatok alapjan ezek a torzsek 6t mtDNS tipusba
sorolhatéak. A Hin6l enzimmel tortént kezelés utan kapott mintazat hasonld eredményt adott, és a
torzsek besoroldsa a két enzim esetében azonos volt. Osszefoglaléan elmondhatjuk, hogy eredményeink
alapjan a T. viride faj izolatumai kdzotti nagyfoka mtDNS polimorfizmust mutattunk ki. A tovabbiakban
tervezzilkk a mtDNS RFLP mintazatok mas izolatumokban torténd elemzését, valamint Gjabb enzimek
vizsgalatokba vald bevonasat, melyek megerdsithetik a kapott mtDNS tipusok 1étét, illetve 0j tipusok
felfedezését is vonhatjak magukkal.

A kutatomunka az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap F037663, és az OMFB 00219/2002 palyazatanak
tamogatasaval késziilt.

ANYOS JOZSEF ', DITROI JANOS', TARR EVA', PANDUR JOZSEF ?, *VERECZKEY GABOR’,
HEGOCZKI JOZSEF’

A csemegekukorica gyartas szennyvizeinek tisztitasa a debreceni szennyviztisztito telepen
'Debreceni Vizmii Rt., Debrecen; “Investchem Kft., Erd; 3Kézponti Elelmiszer—tudoma’myi Kutatd Intézet,
Budapest

Az EU-ban forgalmazott mélyhiitétt csemegekukorica 50%-at Magyarorszagon termesztik. Az
alapanyag feldolgozas - amelyet hiit- és konzervipari cégek végeznek- soran magas szervesanyag
tartalmi technologiai vizek keletkeznek, amelyek a telepiilések biologiai szennyviz tisztitdinak
tizemszer(i mikodését felboritjak, s emiatt a gyartokat jelentds szennyviz birsaggal sujtjak.

A termbhelyrél betakaritott, csoves csemegekukorica feldolgozasihoz tonnanként 6-7 m’ vizet
hasznalnak fel, amely a gyartosorrol kikeriilve erésen szennyezett, KOI értéke 5000+500 g/m’, azaz



kozel négyszerese - a 204/2001. Kormanyrendelet szerint - a csatornaba bocsatasra eldirt 1200g/m’
hatarértéknek. A szennyviznek jellemzéen magas a szuszpendalt szilard anyag valamint, a szerves cukor
és keményito tartalma.

A kommunalis szennyviz feldolgozoé telepek nem képesek a sziikséges mértékben biologiailag lebontani
ezt a szennyezddést, ha az ilyen viz az Osszes fogadott szennyviz 10%-4anal nagyobb mennyiségben
érkezik. Ha a telepiilés szennyviz tisztitd kapacitisa a csemegekukorica feldolgozoktol szezon
idészakban (julius-szeptember) érkezd viz fogadasara nem képes, akkor vagy a tisztito mivet kell a
sziikséges mértékben felboviteni, vagy az iizemnek kell telepiteni egy szennyviztisztitoé rendszert.

2002. év végén a Debreceni Vizmii Rt. dontési kényszer elétt allt a kukorica feldolgozo iizemek
szennyvizeinek befogadasa, illetdleg azokra helyi eldtisztitas megépitésének kotelezése tekintetében. A
szennyviztisztitd adottsagait 2003. év tavaszan, illetdleg nyar elején sikeriilt technikai szempontbol
lényegesen bdviteni. Ez egyrészt a levegObevitel ndvelését, masrészt az iszapfeldolgozas intenzifikalasat
jelentette.

A szennyviztisztitdé adottsagai bovitésének masik formaja egy biotechnologiai fejlesztés. Az
eleveniszapos biologiai tisztitot olyan specidlis mikroorganizmusok (fonalas gombak, élesztok)
keverékébol elballitott starter kultaraval oltottuk be, amelyek az amilolitikus enzimrendszer mellett
peroxidaz és oxidaz enzimekkel is rendelkeznek, igy a keményitd és lignocelluléz tartalmu
szennyezéseket is jo hatasfokkal bontani képesek.

Hatésara, valamint a mar emlitett, viszonylagosan jobb oxigénellatds eredményeként a tisztitas a
rendszerben kedvezébbé valt. Az iszap eliszasa az utdiilepitokbdl megsziint. 2003 julius-augusztusban a
biologiai tisztitoba érkezé szennyviz KOI értéke 900+400, a rendszerbél tavozéé pedig 30+20 g/m’,
azaz a tisztitasi hatasfok 95+3,5% volt. A vizsgalt idészakban a torvényben eldirt tisztitott vizre
vonatkoz6 kibocsatasi hatarértéket soha nem értiik el.

A nitrifikaci6 is kozel a hatarértékre, illetdleg a csemegekukorica feldolgozasa el6tti idoszak értékére
allt vissza. Az iszap kiiilepithetdségét biztositd, s ugyanakkor a megfeleld tisztitdshoz, KOI
eltavolitashoz sziikséges 3-4 g/l iszapkoncentracio is tarthato volt ezzel a rendszerben.

Mindezek egylittes eredményeként a biologiai részre szamithatd tisztitasi hatasfok jelentsen javult
2003-ban az el6z0 évihez képest.

BAKONYI TAMAS', FERENCZI EMOKE’, IVANICS EVA®, NORBERT NOWOTNY"

A Nyugat-nilusi virus magyarorszagi torzseinek filogenetikai analizise

'SZIE Allatorvos-tudoményi Kar Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék; “Johan Béla OEK Virusdiagnosztikai
Osztaly, *Orszagos Allategészségiigyi Intézet, Budapest; *University of Veterinary Medicine Institute of Virology,
Vienna, Austria

A nyugat-nilusi virus (West Nile Virus, WNV) magyarorszagi eléforduldsa régota ismert, tobb mint
harminc éve izolaltdk az elsd hazai torzseket ragcsalokbol. Ennek ellenére klinikai tiinetekben
megnyilvanuldé WNV fert6zésekrél sem emberbdl, sem pedig hazi- vagy vadon él6 allatfajokbol nem
érkezett jelentés. Az utdbbi években mind tobb WNV jarvanykitorést irtak le a Mediterraneumban,
Eszak-Afrikaban és a Kozel-Keleten, emberekben, lovakban, hazi- és vadmadarakban. A virust 1999-
ben behurcoltak az Egyesiilt Allamokba, ahol kezdetben New Yorkban, allatkerti és vadon é16 madarak
kozott idézett eld stlyos elhullasokat, majd késobb szamos emberi megbetegedést is okozott. Azota a
virus széles korben elterjedt és endémidssa valt az USA-ban is. Magyarorszagon 2003-ban allapitottunk
meg elészor emberben és hazilidban idegrendszeri megbetegedésekhez vezetdé WNV fertézéseket. A
betegség klinikumaban és jarvanytanaban tapasztalt valtozasokra magyarazatot adhat a torzsek genetikai
Osszehasonlitasa. Egy 1972-ben, erdei pocokbdl és egy 2003-ban, haziludbol kimutatott WNV
nukleinsav-sorrendjét hasonlitottuk dssze a génbankban hozzaférhetd szekvenciakkal. A *70-es években
izolalt virus a WNV Kklasszikus, afrikai-, és eurazsiai torzsével mutatta a legkozelebbi rokonsagot. A
2003-as hazilid-jarvanyboél viszont az utobbi években az Eurdpaban, a Kozel-Keleten, Eszak-Afrikaban
és az USA-ban izolalt torzsekhez nagyon hasonlod virust mutattunk ki. Valoszinti, hogy a korabbi
évtizedekben Eurdpaban, és igy Magyarorszagon is cirkulald klasszikus torzseket fokozatosan egy uj,
nagyobb virulencidji genotipus valtotta fel, amely idérél-idére visszatéré emberi és allati
megbetegedések eléfordulasat valdszinlisiti hazankban is az elkovetkezd években.



BAKOS AGNES', BANATI FERENC'!, TAKACS MARIA?, SALAMON DANIEL', FRITZ
SCHWARZMANN’, HANS WOLF °, HANS HELMUT NILLER®, MINAROVITS JANOS'

DNS metilacio és protein-DNS kolcsonhatasok vizsgalata latens Epstein-Barr virus promoterek
szabalyozo régiéiban c666 nazofaringealis karcinéma sejtekben

'Johan Béla OEK Mikrobioldgiai Kutatocsoport; *Virologiai Féosztaly, Budapest; *University of Regensburg
Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Regensburg, Germany

A C666 nazofaringealis karcindma sejtvonal latens Epstein-Barr virus (EBV) genomokat hordoz. A
virdlis genom BamH1 C fragmentumara lokalizalt C promoéter (Cp, mely az EBNA 1-6 nuklearis
antigének atirasaért felelos) ezekben a sejtekben inaktiv. Ezzel szemben a BamHI Q fragmentumon
célja a Cp-t elcsendesitd és a Qp-t aktivalo epigenetikus mechanizmusok megismerése volt. Ezért nagy
feloldasti metilacios térképet készitettiink a Cp és Qp szabalyozé régidkban a biszulfit-modositott DNS
mintak automata genomikus szekvenalasaval. A Cp mitkodését regulald szekvenciak erésen metilaltnak
bizonyultak, a Qp regulator régio viszont teljesen metilalatlan volt. A protein-DNS koélcsonhatasokat az
"in vivo footprinting" moddszerével analizaltuk. Szemben az EBV genomokat hordozo limfoblasztoid
"lenyomata" detektalhatd, C666 sejtekben az inaktiv C promoterrdl a tipikus CBF1 "lenyomat" hidnyzik.
A Qp regulalo szekvenciak esetében a protein-DNS kolcsonhatasok dsszehasonlithatéak voltak a limfoid
sejtekben észleltekkel. Fentiek alapjan arra kovetkeztettiink, hogy a CpG dinukleotidok metilacidja
hozzajarulhat a C promoter kikapcsolasahoz C666 sejtekben. A tipikus CBF1 "footprint" hidnya arra
utal, hogy a CBF1 protein nem kotédik e sejtekben felismerési szekvencidjahoz. Az erételjes protein-
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cellularis fehérjék szabalyozzak limfoid és nazofaringealis karcinoma sejtekben.

BALINT BALAZS'?, BAGI ZOLTAN', TOTH ANDRAS?> RAKHELY GABOR'? PEREI
KATALIN', KOVACS KORNEL'~

Allati eredetii hulladék, mint megiijulé energiaforras

'SZTE TTK Biotechnolégiai Tanszék; “MTA SZBK Biofizikai Intézet, Szeged

Napjainkban komoly igény mutatkozik olyan eljarasokra, melyekkel a kiilonb6z6 ipari miiveletek soran
felhalmoz6do szennyezddéseket lehet kdrnyezetbarat moédon megsemmisiteni. A sertések, szarnyasok
feldolgozasa soran példaul igen nagy mennyiségii szor illetve toll hulladék keletkezik, mely természetes
koriilmények kozott lassan bomlik le. Munkank arra Osszpontosit, hogyan Ilehet ezeket a
szennyezOdéseket - a kdrnyezetvédelmi szempontoknak eleget téve és gazdasagi hasznot is termelve -
bontani.

Tanszékiink korabban izolaltunk egy torzset, mely kivalo keratinbontd képességgel rendelkezik.
Izolatumunkat B. licheniformis KK1 torzsként azonositottuk. A baktérium exrtracellularis keratin bonto
proteazat, a keratinazt részlegesen tisztitottuk és jellemeztiikk. A keratintartalmi hulladék egészsejtes
lebontasakor értékes aminosavak valnak szabadda, melyeknek csak egy részét hasznalja fel a bonto
torzs, mig mas része a degradacié soran keletkezd fermentlében halmozdédik fel, mely értékes
tapanyagforrasként szolgalhat mas — pl. fermentativ - mikroorganizmusok szamara.

Szamos mikroba a fermentativ ndvekedés soran melléktermékként hidrogént termel. A masodik
lépcsében azt teszteltilkk. hogy van-e olyan mikroorganizmus, amely a keratin hidrolizatumot
tapanyagként hasznositva képes hidrogént termelni. Tobb, a laboratoriumban elérhetd, potencialis
hidrogéntermeld mikroorganizmus toll hidrolizatumon valé névekedését €s hidrogéntermelését nyomon
kovettiik. Ezek koziil a hipertermofil Thermococcus litoralis-szal biztaté eredményeket értiink el: a
kiilonb6z6 keratin tartalmu allati hulladékok bontasabdl szarmazoé fermentlén novesztett sejtek joval
tobb hidrogént termeltek, mint azok, amelyeket a hidrolizdtumot nem tartalmazé minimal tapoldaton
tartottunk.

Ezzel sikeriilt demonstralni, hogy az allati eredeti keratin-tartalmii hulladékot egyrészt biologiai
eszkozokkel sikerrel tudjuk artalmatlanitani, masrészt az igy kapott termék energiatermelésre
hasznalhaté. A moddszert sikerrel alkalmaztuk laboratériumi kisérletekben, azonban a folyamatok



optimalizalasa, 1éptéknovelése a jovo feladata.

BALKA GYULA', HORNYAK AKOS? KECSKEMETI SANDOR®, KISS ISTVAN’, SZABO
ISTVAN®, RUSVAI MIKLOS'

A sertések reprodukcios zavarokkal és légzdszervi tiinetekkel jaré szindromajanak (PRRS)
diagnosztikajaban hasznalt médszerek 6sszehasonlitasa

'SZIE AOTK Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék; “Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék,
Budapest; *Debreceni Allategészségiigyi Intézet, Debrecen; *Pfizer Animal Health, Budapest

A sertések reprodukcios zavarokkal és 1€gzdszervi tiinetekkel jard szindroméja (Porcine Reproductive
and Respiratory Syndrome, PRRS) magzatkarosodassal, tobbnyire koraelléssel és 1€gzdszervi tiinetekkel
jérd, gyorsan terjedo, fert6z6 virusos betegség. A fertdzés vilagszerte eléfordul, Eurdpa nagy sertéstarto
hagyomannyal rendelkezé orszagaiban az allomanyok jelentds része szeropozitiv. Magyarorszagon
szintén jelen van a virus, jelenlegi adatok szerint alloméanyaink mintegy 10%-a fert6zott.

A PRRS virusa (PRRSV) a Nidovirales rend Arteriviridae csaladjaba tartozd Arterivirus genus tagja. A
burkos, pozitiv iranyultsigit RNS genommal rendelkezd virust elsdként Hollandidban, a lelystadti
allategészségiligyi intézetben izolaltdk sertés alveolaris macrophag sejtvonalon, és ezért nevezték
kezdetben Lelystadt virusnak. Magyarorszagon els6ként 2000-ben a Jarvanytani és Mikrobiologiai
Tanszék virologiai osztdlyan Medveczky €s munkatarsainak sikeriilt izolalnia a PRRSV-t, ezzel is
bizonyitva a virus jelenlétét hazai sertéstelepeken.

Jelenlegi kutatasaink soran igyeksziink atfogd képet kapni a PRRS pontos hazai jarvanytani helyzetérol,
az allomanyokban eléforduld virustorzsek filogenetikai tulajdonsagair6l, valamint a direkt- és indirekt
diagnosztikai modszerek hatékonysagarol.

Munkénk sordn a mar igazoltan fert6zott, vagy a betegségre jellemzo tiineteket mutatd allomanyok
helyszini vizsgalata alkalmaval, vér-és ondomintakat gyijtiink a beteg és tliinetmentes allatokbol, majd a
szerologiai vizsgalatok eredményeinek tiikkrében RT-PCR modszerrel kiséreljiik meg a virusnukleinsav
kimutatasat. Ezzel parhuzamosan primer sertés alveolaris macrophag tenyészeteken probalunk a
mintakbol PRRSV-t izolalalni.

Eddigi eredményeink alapjan négy, enyhe légzdszervi tiineteket mutatd ¢€s szaporodasbiologiai
problémakkal kiizd6, PRRSV szeropozitiv sertésallomanybol két esetben sikeriilt a virus jelenlétét
igazolni mind RT-PCR, mind virusizolalasi technikaval.

A tovabbi vizsgalatok soran, a PRRSV-re iranyuld diagnosztikai munka mellett az altalunk izolalt
virustdrzsek molekularis szintii jellemzésével, és filogenetikai analizisiikkel is szeretnénk foglalkozni.

BANATI FERENC', HANS HELMUT NILLER’, HANS WOLF’, KOROKNAI ANITA',
MINAROVITS JANOS', SALAMON DANIEL', TAKACS MARIA®

In vitro metilacié hatasa az Epstein-Barr virus eber-1 génjének expressziojara

Johan Béla OEK 'Mikrobiologiai Kutatocsoport; “Virologiai Osztily; *Regensburgi Egyetem, Orvosi-
mikrobiologiai és Higiéniai Intézet, Regensburg, NSzK

A human felnétt populacionak tobb mint 90 %-a Epstein-Barr virus (EBV) pozitiv. A virus szamos
koérkép kialakulasaval hozhato kapcsolatba, amelyek soran tobbnyire latens formaban perzisztal. A
mintegy 100 latens génje koziil az RNS-polimeraz III (Pol III) altal atirt, fehérjét nem kodolo EBER-1 és
-2 génjei mindig expresszalodnak. Antiapoptotikus, tumorigenikus hatasuknal fogva hozzajarulnak az
EBV betegségokozd hatasahoz. Az altalunk vizsgalt sejtvonalakban korabban biszulfit szekvenalas
modszerével megallapitottuk, hogy az EBER régioban talalhato CpG dinukleotidok dontd tobbsége
teljesen metilalatlan. Az RNS-polimeraz II (Pol II) altal atirodo gének tobbségénél a promoter
metilaltsaga forditott ardnyban all az adott gén aktivitasdval, vagyis a régi6 metilalodasa a gén
inaktivalodasat eredményezi. A Pol III altal atirodd gének esetében ugyanakkor a DNS metilacio
hatasara vonatkozo, eddig publikalt kisérletes adatok ellentmondasosnak bizonyultak. Ezért vizsgalni
kivantuk, hogy az EBER-1 gén metilacioja hogyan befolyasolja e gén transzkripcidjat. Az EBER-1, -2
régiot tartalmazo PBS- plazmidot MSss1 CpG-metilaz enzimmel kezeltiik. Az in vitro metilalt és nem
metilalt konstruktot parhuzamosan transzfektaltuk Hela sejtvonalba. 48 ora mulva RNS-t izolaltunk
mindkét sejtkultarabol, majd DN-4z kezelést kovetden gén-specifikus primerek segitségével reverz
transzkripcidt végeztiink, majd a termékbol higitasi sort készitettiink. Az ezt kdvetd PCR reakcidokbol



megallapithatd, hogy a metilalt konstruktrol képzodott EBER atiratok szama hozzavetdleg mintegy
tizedét teszi ki a nem metilaltrdl atirddokénak. Ezt az eredményt ,real time” PCR-rel is sikeriilt
alatamasztani. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a CpG metilacioé gatolja az EBV EBER-1 génjének
transzkripciojat.

BARNA BALAZS
Hdkezeléses prediszpozicié hatasa az arpa lisztharmat gombaval szembeni ellenallosagara
MTA Novényvédelmi Kutatod Intézet, Budapest

Kiilonbozo tipusu rezisztenciagénekkel rendelkezé kozel-izogén arpa vonalak csirandvényeinek rovid
idejii ho-sokk kezelése csokkentette ellenallésagukat lisztharmat (Blumeria graminis f. sp. hordei)
gombaval szemben. Az arpa lisztharmat kapcsolatban a rezisztencia kiilonb6z6 formai fordulnak eld. Az
ugynevezett Mla tipusu rezisztencia esetében szemmel lathaté nagy nekrotikus 1ézidk keletkeznek a
fertdzés utan; a hiperszenzitiv reakcio (HR) a mezofil sejtekre is kiterjed. Az Mlg tipust rezisztens
reakci6 csak a megtamadott epidermisz sejt elhalasaval jar, hatékony sejtfalvastagodas, papilla képzddés
kozben. Az elébb emlitett mindkét rezisztencia tipus rassz (patotipus) specifikus, a gén a génnel
szemben elméletnek megfeleléen. A harmadik az mlo rezisztencia tipus, amely nem jar hiperszenzitiv
reakcioval, de altalanosan és 100%-o0san hatdsos minden lisztharmat rasszal szemben. Nyolc-tiz napos
Mla, Mlg vagy mlo rezisztenciagénnel rendelkezd, illetve fogékony arpa csirandvényeket rovid idore
hékezeltiik (49 °C, 20 sec) és néhany oraval késébb lisztharmat gomba A6-0s rasszaval fertéztikk. A
gomba fejlodését fény- és UV epifluoreszcens mikroszkdppal kovettiik a levélszegmensek szintelenitése
és a gomba festése utan. Egy reaktiv oxigén, a H,O, felhalmozodasat diaminobenzidin (DAB)
segitségével mutattuk ki. Hokezeléssel minden esetben csokkenteni tudtuk a rezisztenciat, ami a gomba
fokozott fejlédésében (masodlagos csiratomld, hausztorium) és a rezisztens reakciok (papilla képzodés,
epidermisz HR, H,0, felhalmoz6das az epidermiszben) csdkkentésében nyilvanult meg. Mindemellett a
szemmel-lathato tiinetek is a ndvények fogékonysaganak szignifikans fokozodasat mutattak. A
fogékonysag novekedés mechanizmusanak megértésére membran ateresztoképesség, antioxidans, ho-
sokk fehérje és DNS lebomlas vizsgalatokat végeztiink.

BECK ZOLTAN, NAGY ETELKA, CSOMA ESZTER
Gyakori P16"** ES P14""F gén deléci6, valamint promoter metilaci6 HTLV-1 altal fertézott t-

sejtvonalakban
DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Debrecen

Az INK4A/ARF 16kusz két olyan tumor-szuppresszor fehérjét kédol (pl6™**, pl14*RF) melyek
aminosav sorrendje teljesen eltéré. A p16™<** a ciklin dependens kindz 4 és 6 aktivitasat gatolja, ezaltal
a retinoblasztoma fehérje hipofoszforilalt marad; a p14**F a p53 utvonal szabalyozasaval a sejtciklust
szintén a G,/G, fazisban tartja. Ezen gének megfeleld expresszioja nélkiilozhetetlen a normalis sejtciklus
fenntartasahoz. Sok daganatos betegségben, igy leukémidkban és lymphomakban is, megfigyelték ezen
expresszios szintjének csokkenését eredményezték. Vizsgalataink sordn meghataroztuk a p16™** és a
pl14™" géneket érintd genetikai eltéréseket és a promoter régiokban bekovetkezd metilacios véaltozasokat
8 HTLV-I fertézott €s 3 HTLV negativ T-sejtvonalban.

A pl16™* ¢s a pl4™™ génekben bekovetkezd delécidt polimeraz lancreakcio-egyszalii konformacios
polimorfizmus (PCR-SSCP) technikaval mutattuk ki. A p16™*** &s a p14** kodolé szekvenciginak egy-
illetve mindkét allélt érinté mutacidit ABI automata szekvenatorral vizsgaltuk. A tumor-szuppresszor
gének promoter metilacigjat metilacio-specifikus PCR (MSP) alkalmazasaval hataroztuk meg.

Az INK4A/ARF lokusz deléciojat, amely mindkét tumor-szuppresszor gén inaktivalasat eredményezte, a
3 HTLV negativ és a beldliik kialakitott 6sszes HTLV fert6zott T-sejtvonalban ki tudtuk mutatni. A
tovabbi 4 HTLV-t hordozo sejtvonalban INK4A/ARF delécidé nem volt, és a szekvencia analizissel is
csak heterozigdta mutaciot talaltunk a gének kodold szakaszaiban. Ezen esetek koziil haromban egyik
vagy mindkét gén promoter régidinak részleges illetve teljes metilaciojat figyeltiik meg. Az Gsszes
vizsgalt sejtvonalat tekintve az MSP mindkét gén promoterét metilalt allapotban mutatta ki 2 HTLV+



sejtvonalban, mig csak a p/4*®" promoterét 4 esetben, és csak a pl6™*** promoterét 1 esetben. A
periféridas vérbol szarmazd, negativ kontrollként hasznalt T-sejtekben a vizsgalt tumor-szuppresszor
géneknek mind a genetikai, mind a metilacios statusza normalis volt.

Ezek az adatok a HTLV-I fertézés és az INK4A/ARF 16kusz metilacios inaktivalasa kozotti szoros
Osszefiiggést mutatjak. A pl6™ * és a pl4**" fehérjék altal szabalyozott sejtciklus kontroll HTLV-
okozta inaktivalasa pedig egy fontos 1épés lehet a sejtciklus deregulalasaban és a virus altal okozott
transzformacioban.

BECZNER JUDIT, FARKAS JOZSEF, HORVATH KINGA
Hasznalati tapasztalatok nemzetkozi prediktiv mikrobiologiai szoftverekkel
Kozponti Elelmiszer-tudomanyi Kutaté Intézet, Budapest

Prediktiv  mikrobiologiai  eszkdzoket novekvé gyakorisaggal alkalmaznak az  élelmiszer
mikrobioldgiaban, a kockazat becsléseknél és a Veszély Elemzés, Kritikus Szabalyozasi Pontok
kockézatkezelési rendszerekben. Ennek részben az az oka, hogy igény van a koltséges és idot rabld
»challenge tesztek” sziikségességének csokkentésére a gyartmany- és gyartasfejlesztések soran.
Masrészt az, hogy elkeriiljiik korabbi kisérletek folosleges megismétlését.. Emellett az is szerepet jatszik
hogy a baktériumok ¢lelmiszerekben valé novekedésével kapcsolatos adatok szamitastechnikai
feldolgozasaban is dramai fejlédés kovetkezett be. A Food MicroModel néven ismeretes, korabbi nagy
brit adatgyiijteményre és egy hasonlo, amerikai rendszerre, a Pathogen Modelling Program-ra
tdmaszkodva a kozelmultban egy 0j, nemzetkdzi adatbazist létesitettek, ami a UK Food Standards
Agency altal timogatott norwich-i Institute of Food Research és az Egyesiilt Allamok Mezégazdasagi
Minisztériuma wyndmoor-i Eastern Regional Research Center nevii intézménye kozds vallalkozasa. E
standarizalt adatbazis, amit ComBase-nek neveztek el, sok-ezer szaporodasi és tulélési gorbét és
hozzajuk tartozé egyéb informacidkat tartalmaz, amiket a két partner, tovabba egyéb intézmények
allapitottak meg és sok adat szarmazik a szakirodalombol is. A ComBase tovabbfejlesztését anyagilag
tamogatja az Eurdpai Bizottsag is. A ComBase ¢és a hozza kapcsolodo szoftver csomagok az internetrél
letolthetok. Az adatkeresésre szolgadldé ComBase Browser szoftveren kiviil a Growth Predictor és a
Pathogen Modelling Program szoftver-csomagok is rendelkezésre allnak, amelyekkel el6re-becsiilni
lehet, hogy ¢élelmiszerbiztonsagi jelentdségii baktériumok miként szaporodnak kiilonb6z6 koriilmények
kozott. A DMFit és a MicroFit programok a ComBase-nek azon részei, amelyek gorbe-illesztésekre
szolgalnak a baktériumok szakaszos tenyészetei ¢€losejt koncentracioja logaritmusanak idofiiggése
modellezését illetden, a Baranyi és Roberts altal 1994-ben publikalt un. dinamikus szaporodasi modell
alapjan. Mindezek a szoftver programok hasznos eszkdzok dontés-hozas segitésére, de nem helyettesitik
az ¢lelmiszer-lanccal kapcsolatos tapasztalatokat €s mikrobiologiai ismeretanyagot. A kozelmultban
csoportunk is hozzajarult a ComBase adatbazishoz Listeria monocytogenes és Lactococcus lactis
verseng® szaporodasaval kapcsolatos kisérleti adatainkkal és hasznaltuk a ComBase-t és egyéb
szoftverjeit kiilonféle hiitott élelmiszerekre jellemzé mikrobiologiai 6kologiai kdrnyezeti paraméterek
fliggvényében szerzett mikrobiologiai tapasztalataink és vizsgalati eredményeink validalasara. A
Campden és Chorleywood Magyarorszag intézménnyel egylittmiikodésben pedig elkészitettiink egy
felhasznaldbarat utmutatot e prediktiv mikrobiologiai eszkdzok élelmiszeripari és élelmiszervizsgalati
gyakorlati hasznositasa érdekében.

BELAFINE BAKO KATALIN, GUBICZY LASZLO
Biokonverziok és membranos miiveletek integralasi lehetéségei
VE Miiszaki Kémiai Kutatéintézet, Veszprém

A biokonverziok megvalositdsa soran gyakran szembesiiliink olyan jelenségekkel, amelyek gatoljak a
magas hozam elérését. Ilyen gondot jelenthet példaul a szubsztrat(ok) és/vagy termék(ek) eltérd
oldhatosaga, illetve az inhibicios jelenségek. A problémak kikiiszobdlésére manapsag mar sokféle,
elsdsorban elvalasztastechnikai modszer alkalmazhat6. Ezek koziil kiilonos figyelmet érdemelnek a
membran szeparacidos miveletek, kedvezd tulajdonsagaiknak (kiméletesek, hulladékmentesek,
energiatakarékosak...stb.)  koszonhetden. Laboratoriumunkban olyan integralt rendszereket
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tanulmanyoztunk, ahol a hatékonyabb miikodtetés érdekében a biokonverzidhoz egy membranos
miveletet illesztettiink (in-line).

Elektrodializist alkalmaztunk a fumarsav — almasav fumardz enzimmel torténd atalakitasanal, ahol a
képz6d6 ammonium malat oldatbol nyertiik ki az almasavat, mint terméket. A biokonverzional ugyanis
oldhatosagi okokbol a szubsztratot s6 formdjaban kell adagolni, igy a termék is s6 formajaban képzodik.
Ennek kinyerése a hagyomanyos tton soklépéses, hulladékokat termeld folyamat, aminek kivaltasara a
kornyezetkiméld elektrodializis kindl vonzo alternativat.

Az aromaészterek eléallitasdnal a lipdzos észterezés soran melléktermékként viz képzodik, amely
felhalmozodva gatlo hatast gyakorol a biokonverziora, ezért eltavolitasa mindenképpen kivanatos. Az
oldészermentes rendszerben pervaporacié alkalmazasaval sikeriilt a reakcidelegy viztartalmat az
optimalis, allando értéken tartanunk.

Trigliceridek metanollal valé enzimatikus (rogzitett lipdz enzimet alkalmaztunk) atészterezése folyaman
tobbféle gatlo hatast kellett kikiiszobdlniink. Egyrészt a metanol er6s szubsztrat inhibicids hatast
gyakorol az enzimre, ezért fokozatos adagolasara kiilonos figyelmet kellett forditani, masrészt a
keletkezd glicerinrél kimutattuk, hogy szintén gatolja az atalakitast. Eltavolitdsara dializis lap modult
alkalmaztunk, amelynek segitségével glicerin tiszta, vizes oldatat nyertiik.

A trigliceridek /ipazos hidrolizisét a szubsztratok eltérd oldhatdsaga miatt emulzios rendszerben célszerii
végezni. A forditott micellaris rendszer alkalmasnak bizonyult a biokonverzié megvalositasara oldott
enzimmel, de gazdasagi szempontbol fontos volt az enzim visszanyerése, amit siklap rendszerii
ultrasziir6 membran modul beiktatasaval sikeriilt megoldanunk.

A biohidrogén el6allitasa és gazszeparacios kinyerése tobb szempontbol is kiilonleges integralt
rendszernek szamit, hiszen itt €16 mikrobaval torténik az atalakitas, s — a korabbi rendszerektdl eltérden -
gaznemi a kinyerendé komponens. A gazszeparacid soran a kb. 10 % hidrogén tartalmt elegybdl kell
kiindulnunk, s a kapillaris modul segitségével nyerjiik ki és toményitjiik az elegyet.

Osszefoglalasként megallapithaté volt, hogy a kiméletes membranos miiveleteknek a biokonverzidkhoz
torténd illesztésével nemcsak hatékonyabb atalakitas valdsithaté meg, hanem az integralt rendszerek
sokszor kornyezetvédelmi és energetikai szempontbdl is elénydsebben miikddtethet6k.
Koszonetnyilvanitds. A kutatomunkat részben a 20/2002 szamti Békésy Gyorgy Posztdoktori Osztondij (2002-
2005) és a 4/0026/2002 nyilvantartasi szamiu NKFP (Széchenyi) projekt (2002-2005) tamogatasaval végeztiik.

BELAK AGNES', KISKO GABRIELLA', MOHACSINE FARKAS CSILLA', KUN SZILARD’,
REZESSYNE SZABO JUDIT?, MARAZ ANNA'

A kompetitiv mikrobiota vizsgalata bifidobaktériummal erjesztett sargarépalében

'BCE Mikrobiolégiai és Biotechnoldgiai Tanszék; “Sor- és Szeszipari Tanszék, Budapest

Az utébbi években a taplalkozastudomanyban egy 1 fogalom, a ,.funkcionalis élelmiszerek” kertilt
bevezetésre. A probiotikus, prebiotikus és szinbiotikus élelmiszerek az emberi szervezetbe jutva a
bélrendszer mikrokdrnyezetének megvaltoztatasaval az ember egészségére kedvezd hatast gyakorolnak.
Napjainkban egyre gyakrabban alkalmazzak a Bifidobacterium nemzetséghez tartozd fajokat
probiotikumként funkcionalis élelmiszerek eldallitasahoz.

Feladatul tztik ki sargarépa 1€ bifidobaktériumos erjesztési modszerének kidolgozasat, amelyre
alapozva kisérleteket végeztiink a jellemz6 mikrobiota feltérképezése, populacios valtozasuk nyomon
kovetése céljabol.

ennek populdcios valtozasat tenyésztéses mikrobiologiai modszerekkel vizsgaltuk. Tekintettel arra, hogy
a sargarépa gyoOkérzoldség, a vizsgalatban az Osszcsiraszam mellett els6sorban a talaj eredetii
szennyezOdésnél varhatdé mikroba csoportokra teszteltiink. A tovabbi vizsgalatokban faji szintd
azonositast végeztlink mikroszkdpos és biokémiai vizsgalatok, valamint miniatiirizalt identifikacios
tesztek segitségével.

A vizsgalt mikroorganizmusok koziil 4ltalaban a kimutathat6sagi hatar alatt fordultak eld szulfitredukald
klosztridiumok, az E. coli és penészgombak. A kiindulasi 37 °C-on szaporodd Osszcsiraszam 10°-10°
nagysagrendl volt, amelynek nagy részét az enterobaktériumok és a pszeudomonaszok tették ki kozel
azonos aranyu megoszlasban. Lényeges volt még az élesztdgombak koncentracidja is. 100 sejt/ml alatt
volt a spdras és a kéliform, valamint a tejsavbaktériumok szama.
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A nyers répalébdl Osszesen 3 élesztOgomba és 48 baktérium izolatum vizsgalatat végeztik el.
Mindharom élesztégombat Candida famata-ként azonositottuk. A baktériumok azonositasat BBL
CHRISTAL és API 20E, valamint API 20NE tesztekkel végeztiik, amelynek eredményeként legnagyobb
szamban FEnterococcus, Klebsiella, Pseudomonas, Enterobacter, Citrobacter, Pantoea nemzetségbe
tartozo fajokat kaptunk.

Ehhez a munkahoz az Oktatasi Minisztérium az NKFP-4/0028/2002) szamu projekt keretében tamogatast nyjtott,
amiért ezuton is koszonetet mondunk.

BELAK SANDOR
A virusos betegségek molekularis diagnosztikaja
Nemzeti Allategészségiigyi Intézet és a Svéd Agrartudomanyi Egyetem, Uppsala, Svédorszag

Az 0Osszefoglald eloadas egy molekularis diagnosztikai kutatd- fejlesztd laboratérium két évtizedes
tapasztalait ismerteti. A csoport a polimeraz lancreakcié (polymerase chain reaction, PCR) kiilonb6zo
valtozatait mar 1988-ban hasznalta és napjainkban kb. 35 "nested PCR" modszert alkalmaz a
rutindiagnosztikdban. A hamis pozitiv és negativ PCR erdeményeket specialis eszkozokkel, valamint
belsé kontroll (mimic) molekulak segitségével sikeriilt kikiiszobolni. Napjainkban a "nested PCR"
rendszereket "real-time" PCR rendszerekkel valtjak fel, ilyenek a TagMan, a Molecular Beacon, vagy a
Primer-Probe Energy Transfer technikak. Kiilonb6zo betegségcsoportok komplex diagnodzisara
multiplex PCR rendszereket alkalmaznak. A diagnosztikai id6 tovabb rovidiil azzal, hogy a "real-time"
PCR gépekhez nukleinsav-tisztito és pipettazé robotokat kapcsolnak. Igy a molekularis diagnosztikai
automatizalhat6, novekszik a viruskimutaté rendszerek kapacitdsa, gyorsasdga és megbizhatosaga. A
PCR termékek direkt szekvenalasaval meghatarozzak azok nukleotid-sorrendjét, majd kovetkeztetnek a
virus-variansok rokonsagi fokara. Ez lehetové teszi, hogy meghatarozzak a jarvanyok vonulasat, a
virusvaltozatok terjedését (molekularis jarvanytan). Annak érdekében, hogy a molekularis diagnosztikat
vilagszerte harmonizaljak, az Office International des Epizooties (OIE) 6tlépcsos validacios rendszerét
kovetik. A laboratorium elsoként elnyerte az "OIE Referens Laboratorium a PCR Moddszerek
Alkalmazasira az Allatorvosi Virusdiagnosztikaban" cimet. Osszegezve megallapithat6, hogy a
molekularis diagnosztikai modszerek 0j perspektivat nyitnak a fert6zo betegségek diagnosztikajaban,
beleértve a hatarokon attoré (transboundary) betegségek, mint példaul a ragadoés szaj- és koromfajas,
vagy a sertépestis diagnozisat. E modszerek bevezetése hozzajarul a zoonoézis-esetek gyorsabb
felismeréséhez, valamint javitja a biztonsagosabb élelmiszer-termelés lehetoségét is.

BENCZIK MARTA', MATT J. LINDEMANN®, SARAH L. GAFFEN'*”

A phosphatidylinositol-3' kinase szignal vizsgalata az ht-2 t sejtvonalban

'Johan Béla OEK Virusdiagnosztikai Osztaly, Budapest; “Department of Oral Biology, University at Buffalo, State
University of New York, USA

Az antigén aktivalta T sejtek klonalis szaporodésat a citokinek, mint példaul az interleukin-2 (IL-2)
kozvetitik. Az IL-2 és az IL-2 receptor (IL-2R) szignal a sejt szaporodasat indukalja a sejtciklus elére
mozditasaval a G1 fazisbol. Az IL-2R-nak legalabb harom kiilonb6zd, proliferativ szignaljat ismerjiik, a
STATS, a p38-MAPK ¢és a phosphatidylinositol-3” kinase (PI3-K). Mégis ezen szignalok relativ
fontossaga még nem tisztazott. Az IL-2 fiiggd T sejtvonal, az HT-2 hasznos modellnek bizonyult az IL-2
szignal vizsgalatara T sejtekben. Ambar manapsag tobb humén, és ragesald T sejtvonalban a PI3-K
szignal allando jelleggel aktivnak bizonyult, igy szerepét tobb szignalfolyamatban alulbecsiilték. Ezért
lett vizsgalatunk targya a PI3K szignal, és kimutattuk, hogy az HT-2 sejtekben nem magas
phosphatidylinositol- (PtdIns) phosphat (PtdIns(3,4)P, or PtdIns(3,4,5)P;) bazalis szintje, és nem
defektivek ezen lipideket lebontd enzimekben, mint a phosphatase and tensin homologue deleted on
chromosome 10 (PTEN) és a SH2-domain containing inositol polyphosphatase (SHIP). Mig a PI3-K
szignalfolyamat upstream 0OsszetevOi (PI3-K, PTEN, SHIP) normalisan szabalyozottak, az Akt (egy
serine/threonine kinase, a PI3K szignal leggyakoribb downstream komponense) nem jelentdsen
aktivalddik ezekben a sejtekben. Ezen kiviil a szokasos Akt target molekulak, a GSK-3f és a Bcl-2 sem
szabalyozodnak az Akt altal ezekben a sejtekben. Ellenben, azt talaltuk, hogy az Akt homolog, a serum
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glucocorticoid-inducible kinase (SGK) erdsen aktivalodik IL-2 hatasara, és az SGK target fehérjéi koziil
a FOXO1 nem az Akt-re, hanem az SGK-ra jellemz6 foszforilalddasi mintazatot mutat. Tehat az HT-2
sejtekben az IL-2 indukalta PI3-K szignal egyik komponense elsésorban az SGK és nem az Akt. Tehat
feltételezhetd, hogy a PI3-K szignalfolyamatok sejttipusokon beliili eltérései szerepet jatszhatnak a
citokinek, mint az IL-2 szignal specificitdsaban.

BENKO MARIA', SOMOGYI VIRAG', DOSZPOLY ANDOR', LAPATRA SCOTT E.>, HARRACH
BALAZS'

Molecular study of a herpesvirus isolated from white sturgeon

'Hungarian Academy of Sciences Veterinary Medical Research Institute, Budapest; “Center for Fgon State
University, Corvallis, USA

Fehér tokhalbol (Acipenser transmontanus) tobbszor izolaltak mar herpeszvirust, azonban genom-szinti
vizsgalatokat eddig még nem végeztek ilyen virussal. Amerikai egylittmiikodésben megkezdtiik egy
természetes vizben fogott, egészséges, felnbtt, ndstény tokbol izolalt herpeszvirus térzs molekularis
jellemzését. A véletlenszeri klonozas és PCR segitségével nyert genomszakaszok bazis-sorrend;jét
meghataroztuk, és homologia keresd program alkalmazasaval azonositottuk a kddolt géneket. A
GénBankban talalt szekvencidk koziil a pettyes harcsabol (Ictalurus punctatus), lazacfélékbdl illetve
békabol (Rana pipiens) izolalt herpeszvirusok bizonyos génjei mutatkoztak az altalunk vizsgalt gének
kozeli rokonanak. A felsorolt virusok kozil egyediil az ictalurid herpeszvirus teljes (mintegy 134 ezer
bazispar méretil) genomja ismert, ezért ennek a genetikai térképére vetitve probaltuk meg az acipenserid
herpeszvirus megismert génszakaszainak egymashoz viszonyitott elhelyezkedését meghatarozni. A
feltételezett térkép alapjan PCR primereket terveztiink tovabbi genomszakaszok izolalasahoz.
Eredményeink vilagosan mutatjak, hogy az acipenserid herpeszvirus az eddig jellemzett tobbi hal-
illetve béka-eredetii herpeszvirussal k6zos leszarmazasi vonalat képvisel. E virus csoport rendszertani
besorolasa a jelenlegi Herpesviridaec csaladba nem lehetséges a homolog gének hidnya miatt. A
kiilonféle értékes halfajokban szamos olyan megbetegedés ismert, amelynek feltételezett korokozoja
herpeszvirus. Az altalunk vizsgalt izolatum esetleges kortani szerepét az Egyesiilt Allamokban
vizsgaljak. Tovabbi genom vizsgalataink célja egyrészt a gyakorlatban is alkalmazhato, specifikus és
érzékeny diagnosztikai médszer kidolgozasa, masrészt jabb bizonyitékokat kivanunk szolgaltatni e
virusok helyes rendszertani besorolasanak megalapozaséhoz.

Although herpesviruses have repeatedly been isolated from white sturgeon (Acipenser transmontanus),
the genomes of these viruses have not been studied before. We initiated the molecular characterisation
of the genome of a herpesvirus strain isolated from a free-living, healthy, adult, female sturgeon. The
DNA sequence of genome fragments, obtained by random cloning and PCR, was determined and the
genes encoded were identified by homology search programs. The most closely related genes retrieved
from the GenBank were those from herpesviruses isolated from the channel catfish (lctalurus
punctatus), different salmonid fish, or frog (Rana pipiens). From these viruses, full genomic sequence is
available from the ictalurid herpesvirus only. Therefore, estimation of the relative position of the partial
or entire genes identified from the acipenserid herpesvirus was attempted by projecting them on the
genome map of the ictalurid herpesvirus. Based on this hypothetic genetic map (of approx. 134 kbp in
size), PCR primers were designed for the isolation of additional genome parts. Our results clearly
demonstrated that the acipenserid herpesvirus belongs to the lineage comprised by herpesviruses
originating from other fish species and frog. In lack of homologous genes, taxonomical classification of
this group of herpesviruses within the family Herpesviridae is not possible. Herpesviruses are suspected
causative agents of severe disease manifestations in a number of valuable fish species. The eventual
pathogenic role of this particular acipenserid herpesvirus isolate is being studied in the USA. We plan to
continue the genome studies to facilitate the elaboration of specific and sensitive diagnostic methods that
can be applied in the practice. Moreover, we also aim at providing further support for the correct
classification of these, yet unassigned herpesviruses.
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BERENCSI GYORGY
Megemlékezés Farkas Elekrol
Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

Farkas Elek dr. 2004 januar masodikan, életének 93. évében
eltavozott az ¢l6k sorabol.

Tisztelettel emlékeznek ra a baratok, tanitvanyok és tiszteldk. Dr.
Farkas Elek emberi és szakmai nagysagara emlékeziink. Eletének,
bolcsességének és munkajanak eredményei, alkotasai folyamatosan
jelen vannak a magyar tudomany ¢és a magyar virologia
hétkoznapjaiban valamint tanitvanyai és munkatarsai alkotasaiban
is.

O maga is nagy emberek tanitvanya volt. Kiemelked$ szerepet
jatszott kozottiik nagybatyja, Farkas Géza, aki az Orvosegyetem
¢lettan tanara volt. Stasidk Aranka, aki az Orszagos
Kozegészségiigyi Intézet munkatarsa volt és Johan Béla, akinek
Farkas Elek volt az egyik legméltobb munkatarsa €s tanitvanya.

1936-ban keriilt el6szor az Orszagos Kozegészségiigyi Intézetbe, majd rovid idore elkeriilt a nagyvaradi
egyetemre. Johan Béla javaslatara Ungvarra kiildték és nevéhez flizodik a hazai kiiitéses tifusz véddoltas
kidolgozasa és a rendszeres gyartasmeginditésa.

Takatsy Gyula dr-ral kimutattdk, hogy a német kiiitéses tifusz védéoltas rossz. Uj kérokozokat
tenyésztettek ki és hatékony véddoltast gyartottak. Ennek a vakcindnak koszonhetjik hogy
Magyarorszagon az utols6 megbetegedés 1971-ben fordult eld. Az 6 idejében a kiiitéses tifusz
gyogyithatatlan betegség volt. Kutatoi batorsagat bizonyitja, hogy mertek ezzel a korokozoval dolgozni.
Itt volt életében talan egyetlen egyszer szerencséje, mert szemben munkatarsaival tiinetmentesen
vészelte at a betegséget.

Két dolog hatdrozta meg az életét. Nemzetkdzi rangt virologus iskolat teremtett Magyarorszagon, és
soha sem sajat magat menedzselte, hanem munkatarsainak az Utjat egyengette egész életén keresztiil. E
sorok ir6ja is neki kdszonheti, hogy Debrecenbdl az OKI-ba kertilhetett.

1966-ra 8 tudomanyos mindsitéssel rendelkezé munkatarsa volt a Virologiai osztalynak, pedig mindenki
gyakorlati tudomanyos kérdésekkel foglalkozott az Osztalyon. Farkas Dr. ugyanazt vallotta mint Louis
Pasteur: csak olyan dolgokkal szabad foglalkozni, aminek kézzelfoghaté haszna van a tarsadalom és a
betegek szamara.

A Richard N. Taylor altal bevezetett, majd abbamaradt influenza diagnosztika tjrainditasat és
megjavitasat tette lehetové a Takatsy féle mikrotitrator kifejlesztése. Nélkiile talan meg sem
valdsulhatott volna a felfedezés, ami a vilag legels6 laboratoriumi mikromodszerének bizonyult.
Vezetése alatt késziilt el az els6 hazai influenza véddoltas, az elsd 4 milli6 ember szamara elegendd
gyermekbénulas elleni véddoltas. 1965-ben pedig megjelent az els6 hazai virologiai kézikdnyv, a
paratlan Orvosi Virologia, amit 6 szerkesztett és a munkatarsai irtak meg.

Egész életében azon munkalkodott, hogy a hazai tudomany helyzete javuljon. Alapit6é tagja volt a
Magyar Mikrobioldgiai Tarsasagnak, amely akkor a Magyar Tudomadnyos Akadémia Téamogatasaval
miikddott. Tobb mint masfal évtizeden at 6 volt a tarsasag fotitkara, akire a faradtsagos munka jelentds
része harult. Munkéjat a Tarsasag vezetOsége azzal ismerte el, hogy kitiintette a Manninger emlék
éremmel, amelynek a megalapitisaban 6 maga is tevékenyen részt vett. Amikor lekdszont a fotitkari
funkciorol a tarsasag megvalasztotta Orokos Fotitkaranak.

Elérték Ivanovics Gyorgy professzorral, aki a Tarsasag Elnoke volt, hogy az MMT beléphessen a
IUMS-ba azaz a Mikrobiologiai Tarsasagok Nemzetkdzi Egyesiiletébe. Részben ennek koszonhetd,
hogy 1972-ben a 2. Nemzetkozi Viroldgiai Kongresszus Magyarorszdgon keriilt megrendezésre. Ezt a
lehetdséget tobbek kozott annak is koszonhette az orszag, hogy az OKI Viroédgiai osztialya szamos
szakmai teriileten vilagszinvonalti kutatomunkat végzett (influenza, enterovirusok, arbovirusok,
szovettenyésztés és LCM).

Nem kis szerepe volt abban, hogy a Magyar Tudomanyos Akadémia altal tamogatott és alapitott angol
nyelvii szakmai folyoiratok kozott megindult az Acta Microbiologica Acad. Sci. Hung., folydirat is
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aminek egy évtizeden at szerkesztdje volt, majd a szerkesztdségi munkat Domok Istvan dr. vette at 6
maga azonban tobb évtizeden at volt a folydirat szakmai lektora, bizonyitva hogy nemzetkozi
szinvonalon beszélt nyelveket €s ismerte a szakmat.

Az Acta Virologica szerkesztObizottsagi tagja volt. Tagja volt szdmos minisztériumi és akadémiai
szakbizottségnak valamint a genfi WHO Kozpont Virusbetegségek Szakértdi Csoportjanak.

Sajnalatos, korai nyugdijba menetele el6tt Nasz Istvan professzorral még egy jelentOs kisérletet tett arra,
hogy a virologia, mint szakma kiilonds tekintettel a biotechnologia fejlédésére nagyobb allami
tamogatasban részesiiljon. Ez azonban sajnos mind a mai napig varat magéara.

Nyugdijba menetele utdn sem szakadt el a virologiatol. Szaktanacsadoként részt vett a hazai vérellato
szolgalat virologiai laboratoriumanak a kialakitasaban. Szakmai szerepe volt abban, hogy a hepatitis B
virus hordozé véradokat a szakmailag legjobb mindségli reagensekkel sziirjék ki.

Korai nyugdijaztatasdnak egyetlen haszna volt. Szeretettel és tiirelemmel részt tudott venni évtizedeken
at unokainak nevelésében. Hetvenéves sziiletésnapjat kovetden ujra résztvevoje lett a Magyar
Mikrobiologiai Tarsasag nagygytléseinek és kongresszusainak. Egyiitt iinnepelte veliink a Téarsasag 50-
éves jubileumat és a Tarsasag megiinnepelte Orokos Fétitkaranak a nyolcvanadik sziiletésnapijat és
Domok Istvan, Holldés Ivan, Karasszon Dénes, Koch Sandor és Simon Miklds 75. valamint Koller
Miklés 70.-ik sziiletésnapjat.

Harminckét éven at élt nyugdijasként. A kdzegészségiigy szégyene, hogy nem dolgozhatott személyi és
pozicionalis okokbdl tovabb mint az intézmény vezetdinek egyike, hiszen még az elmult 5 év folyaman
is Osszefoglalta az Egészségtudomany cimi folydiratban, harom kézleményben, a hazai orvosi virologia
kezdeti 1épéseinek torténetét, amiben neki személy szerint eléviilhetetlen érdemei voltak. (A kézirat
Domok Istvan 2000 4aprilis 1-én tartott kdszontdje alapjan és Mészaros Janos temetdi emlékbeszéde
felhasznalasaval késziilt.)

BERENCSI GYORGY

Rovid méltatas Domok professzor szakmai palyajarol
Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

. Domok Istvan 1950 november 14-ikén 1épett be az Orszagos
u\\ Kozegészségiigyi Intézetbe, mint frissen végzett orvos. A virologiai
osztalyon dolgozott folyamatosan. Részt vett az osztaly
diagnosztikai, oktatasi, kutatasi és szakmai iranyitasi feladataiban.
Farkas Elek, Takatsy Gyula, Fornosi Ferenc és Molnar Erzsébet
képezték a virologiai osztaly vezeté munkatarsait és tanult Erdds
Laszlotol és Petrilla Aladartol. Makara Gyorgy, Székacs Istvan,
Zoltai Nandor, Fiirész Istvan, Ujhelyi Kéroly, Haban Gyorgy és
Edrsi Maria, Csillag Anna majd Novak Ervin Karoly voltak a rokon
osztalyok vezetdi ill. vezetd munkatarsai az intézetben.

Kortarsai voltak Koch Sandor, Schulek Elemér, Hollos Ivan,
Ruzicska Péter, Simon Miklés, Szolléssy Ervin és Horvath
Sandorné az els6 évtizedekben.

O személy szerint az influenza virus diagnosztikaval, és a hazai enterovirus diagnosztika
megalapozasaval dolgozott 1958-ig, amikor a "C" épiiletben megvalosult az elsé nagy laboratoriumi
fejlesztés lehetéve téve a poliomyelitis, az influenza és a mumps védéoltasok termelését.

A folyamatos és majomvese szovettenyészetek bevezetése lehetové tette a gyermekbénulas
megbetegedések virologiai kivizsgalasat.

Bevezették a szovettenyésztést, megkezdték az enterovirusok virologiai vizsgalatat.

A coxsackie virusok korokozd képességérdl irta, és egyike volt a legelsd virologusoknak, akik
felvetették annak a lehetdségét, hogy a cukorbetegség egyik formajat. Vizsgalta annak lehet6ségét, hogy
a coxsackie virusok sulyosbithatjak a gyermekbénulas megbetegedést. Részt vett az 1957-es és 1959-es
poliomyelitis jarvanyok viroldgiai vizsgélataban és alaposan kivizsgaltak az 1958. évben lezajlott oriasi
Bornholm betegség jarvanyt, kimutatva, hogy a coxsackie B3 virus interferal a gyermekbénulas virussal,
és bizonyos valosziniiséggel szerézus meningitiszt is tud okozni azaz 300 ezer bordakdzi ideggyulladas
megbetegedésre 2000 agyhartyagyulladas jutott.

Mind a mai napig azt a torzsgyiijteményt hasznaljuk, amelyet Domok Dr. allitott 6ssze, és 0 termelte
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tobbezer nyul immunizalasaval azokat az immunsavokat, amelyeket még ma is lehet alkalmazni a
referencia laboratorium feladatainak az ellatasahoz.

Kandidatusi értekezését 1962-ben védte meg.

Volt tobbszér Moszkvaban a ma Csumakovrdl elnevezett Poliomyelitis intézetben eldadast tartani.
Nyugateuropai koraton vett részt a gyermekbénulds véddoltassal kapcsolatos kérdések tanulmanyozasa
céljabol. Volt az NDK-ban tanulmanytton ¢és eldadast tartott a WHO Eurdpai Poliomyelitis
Symposiuman 1966-ban.

1967 januar 1-e nagy nap volt az dltala vezetett enterovirus laboratorium életében, mert az
Egészségiigyi Vilagszervezet kijelélte a laboratoriumot enterovirus referencia laboratoriumnak. Mindez
az 6 személyes teljesitményének és munkacsoportja szorgalmanak valamint Farkas Elek tamogatdsanak
az eredménye volt.

Az 6 felfedezése volt, hogy a gyengitett Sabin véddoltastdl is lehet bénulassal jaré megbetegedést kapni.
O iranyitotta az elsé szeroepidemioldgiai sziirést Magyarorszagon, ami bebizonyitotta a vilagnak, hogy
az ¢l6 gyengitett virus magas szinten tartja a lakossag védettségét. Az Egészségligyi Vilagszervezet
megteremtette annak Iehetdségét, hogy majmokat, késziilékeket reagenseket és modszereket
alkalmazzunk, amire az akkori anyagi lehetdségek sem adtak lehetoséget.

Koézépiskolds koraban olaszul és németiil tanult. A Farkas dr. mellett eltoltott évtized tette lehetoveé, hogy
kivaloan megtanuljon angolul. O lett a Farkas dr, kozremitkidésével megalakult Acta Microbiologica
Hungarica technikai szerkesztdje tobb mint egy évtizedre. O volt a hazai Poliomyeltis Bizottsdg titkdira,
0 lett az MTA Chlamydia Bizottsaganak vezetdje.

A WHO egyiittmiikodés tette lehetdové, hogy a munkacsoport részt vegyen a lengyelorszagi
gyermekbénulas oltassal kapcsolatos balest virusainak a vizsgalataban, a kozel-keleti gyermekbénulas
virusainak a vizsgalatdban, a poliovirusok genetikai vizsgalatira alkalmas modszerek
osszehasonlitasaban. En magam is ennek a munkénak koszonhetem, hogy olyan médszereket
tanulhattam meg, amelyeket a Szegedi Biologiai Kozpontban tudtak csak egy évtizeddel késobb
bevezetni.

A munkanak két kiemelked6 eredménye lett.

Magyarorszagra keriilt a 2. Nemzetkozi Virologiai Kongresszus ami az akkori korszak elsé és
legnagyobb olyan kongresszusa volt, amin taiwani, dél-afrikai, izraeli résztvevok is bejohettek egy
szocialista orszagba. A Magyar Mikrobiologiai Tarsasdg, amelynek 6 is alapito tagja volt, husz évi
fenntartasi kiadasra elegendo bevételre tett szert a kongresszus kovetkeztében. A csaknem 1000
résztvevo valamennyi hazai és kelet-europai virologus szamdara lehetové tette, hogy angolul tanuljanak,
nyugati szakemberek eloadasait halgassak és egymassal tomegmeéretekben talalkozhassanak.

Ezen a ponton koszonetet kell mondani Péter Janos kiiliigyminiszternek, aki megértette a szakmai
értékét a kongresszusnak és kijarta az engedélyt a "tiltott allamok viroldgusainak" a bejovetelére.
Szamomra ez teremtette meg a lehetdséget, hogy mind kelet-eurdpai, mind nyugat-europai virologusok
megjegyezték a nevemet, pedig nem is tartottam eldadast a kongresszuson.

A masik nagy eredmény volt, hogy a WHO kijelolte Domok Dr-t a Kelet-Afrikai WHO Laboratorium
vezetésére 1969 és 1972 kozott. Néhai M. Balayan volt a munkatarsa aki késobb bebizonyitotta, hogy a
hepatitis E virus emberi klinikai megbetegedéseket is tud okozni. A feladatuk az volt, hogy
megvizsgaljak, miért hatastalan a Sabin védéoltas a tropusi orszagok lakossdaga szamara.

Nagyon eredményesen dolgoztak és az Idi Amin fenyegetd diktaturdja akadalyozta meg, hogy a WHO-
magyar-ugandai egyiittmitkodés tovabb folytatodjék.

Az egész afrikai lakossag tragédiaja ez, mert az Entebbében miikddo laboratorium felismerhette volna az
afrikai AIDS jarvany kezdetét mar az 1970-es években. Ez a tapasztalat és élményanyag tette szamara
fontossa a HIV/AIDS megel6zést a késébbi években.

Az védéboltashoz tarsulo gyermekbénulas megbetegedések felismerése miatt és az afvikai teljesitménye
alapjan javasolta 6t Albert B. Sabin a WHO gyermekbénulas védooltasokat feliigyeld bizottsagaba, és a
"Virusbetegségek szakertojeként a WHO Konzultacios Bizottsagaba". Ennek a feladatnak a szerves
folytatasa volt, hogy a 80-as évek végén bevalasztottak a WHO gyermekbénulds igazoldasara hivatott
bizottsag tagjanak. 2002-ben 6 volt az egyik alairoja az Europat gyermekbénulas mentesnek nyilvanito
dokumentumnak. Nagy jelentdségii szakmai siker ez!

Hazaérkezését kovetden Farkas Dr. utodja, majd révidesen féosztalyvezeto lett. A virologiarol
epidemiologussd vdltozott. Korabban tandcsadoja volt éveken keresztiil a Szt, LaszIo Korhdz virologiai
laboratoriumanak. 1995 utan a Petrilla Aladar és Rudnai Otto utodja lett.
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A Magyar Mikrobiologiai Tarsasagban és mind az Infektologiai mind a Mikrobiologiai Szakmai
Kollégiumban évtizedeken dt dolgozott. O volt az elndke az OKI-ban miikédd WHO AIDS
egylittmitkédesi kozpontnak. A Magyar Mikrobiologiai Tarsasag és a Magyar Higiénikusok Tarsasdga
vezetosegének. Tiz éven at volt a fotitkara a Magyar Mikrobiologiai Tarsasagnak, ami egyben 10
kongresszus és nagygyiilés megszervezéset is jelentette. Az MTA és az Egészségiigyi Minisztérium
Jarvanyiigyi és Oltoanyag Bizottsaganak. Foigazgato helyettes féorvos lett 1986 azaz Rudnay professzor
elhunytdt kovetden.

Az Orszagos Intézet foigazgato helyettese volt 1986-t0l mindvégig, amikor a HIV/AIDS megeldzd
rendszabalyokat bevezették Magyarorszagon. Az Egészségiigyi Minisztérium, Dr. Foldes Istvan és Dr.
Hollan Zsuzsa valamint az 6 munkdjanak készéonhetjiik, hogy a HIV/AIDS jarvanyiigyi helyzete ma is a
legjobbak kozé tartozik a vilagon. A terhesek hepatitis B sziirését valamint a serdiilé korosztaly aktiv
hepatitis B védooltasat is az 6 kozremiikodésével vezették be. A hepatitis perinatalis atvitelét a program
25-45 %-rol (Ordog és mts. J. Med Virol. 70/2, 194-204, 2003) 1 % ald csokkentette. A hazai
szakorvosképzésben eléviilhetetlen érdemei vannak. Minden hazai virologus képzésében és palydiknak
egyengetéseében szerepe volt. Szamos szakmai és dllami kitiintetéssel ismerték el munkassagat. Mind az
OTH mind a Johan Béla OEK sajat halottianak tekinti. Mindez azonban eltérpiil a tanitvanyok,
kollégak, baratok hdldja és megbecsiilése mellett.

BERTA BRIGITTA', SIPOS RITA', SZEKELY ANNA' BUJDOSO LASZLO? HAJDU CSABA?
SZARVAS JOZSEF’, MARIALIGETI KAROLY'

Gombakomposztbo6l izolalt mikrobak DNS alapu azonositasa, biokémiai és élettani vizsgalata
'ELTE TTK Mikrobiolégiai Tanszék, Budapest; *Quality Champignons Kft. Fajtakutaté Laboratorium, Demjén

A megfelel6 mindségli komposzt a hatékony gombatermesztés alapja. Ezért a komposztalas folyamata
soran lejatszodo fizikai, kémiai és esetiinkben leginkabb érdekes biologiai valtozasok, az ezeket
létrehozé mikroorganizmusok megismerése, valamint potencialis komposzt-oltd torzsek keresése
izgalmas kihivast jelent. Nemcsak a gombatermesztés gazdasagi vonatkozasai lényegesek, hanem a
komposzt, mint extrém élohely elemzése is, ahol a magas homérséklethez és annak gyors valtozasahoz a
mikrobakozosségnek folyamatosan alkalmazkodnia kell. A gombakomposztalas biologiailag harom
fazisra oszthato. Az els6 mezofil szakasz, ahol az alapanyagokat (szalma, gipsz, csirke- és lotragya)
halmokba rendezik, rendszeresen forgatjadk és Ontozik. Itt torténik a legkonnyebben bonthato
energiaforrasok (egyszerti cukrok, lipidek, keményité és fehérjék) hasznositasa. A mikrobakozosséget
foleg a kiindulasi anyagokra jellemz6é baktériumok és gombak alkotjak. A fokozott lebontas jelentds
hétermeléssel, pH valtozassal jar, ezért ez a kezdeti kozosség hamar hattérbe szorul. A masodik szakasz
egy termofil fazis, itt torténik a komposztalas szempontjabol fontos biopolimerek lebontasa. A folyamat
meghosszabbitdsara valamint az anaerobitds elkeriilésére a komposztot levegdztetik. A minél
hatékonyabb degradacio érdekében ebben a szakaszban nyilik lehetdség specialis oltd torzsek
alkalmazasara. A komposzt lehiilése utan hoékezeld alagutba keriil, aminek szerepe a patogének
eliminalasa ¢és a csiperke (Agaricus bisporus) szelektivitasanak biztositasa. Az oltasra kész komposztot
mezofil, magas hdmérsékletet is talélé zomében sporas mikroba nemzetségek jellemeznek. Munkank
soran mindharom fazisbol mintat vettiink, ezeket homogenizaltuk, majd higitasi sorokat készitettiink,
amelyeket huspepton és komposzt taptalajon szélesztettiink. A lemezeket 45°C, 50°C és 55°C-on
inkubaltuk, majd ezekbdl izolaltunk és tiszta tenyészeteket allitottunk eld. A torzsekbél DNS-t
izolaltunk, PCR technikaval felszaporitottuk a 16S rDNS gént, ezt szekvenaltuk, majd a torzseket
adatbazis segitségével azonositottuk. Ezutan megallapitottuk az izolatumok pH és homérséklet
optimumait. Teszteltiik a torzsek biopolimer lebontd képességét celluldz, karboximetil-celluldz és xilan
hasznositasi vizsgalatokkal valamint nitrifikald és denitrifikalo képességiiket mivel a termesztett
csiperke ammonia érzékeny. Kutatasunk soran a termofil fazisban taldltuk meg a komposztbol leirt
Thermobifida cellulolyticat és T. albat, a Bacillus nemzetség celluldéz bontasara képes fajait (B. clausii,
B. mojavensis, B. licheniformis) valamint az észteraz és ureaz aktivitassal rendelkezé Ureibacillus
nemzetség két, eddig ismeretlen tagjat. Minden fazisban az izolalt torzsek tobbsége hoéforrasbol
azonositott Pseudoxanthomonas taiwanensis rokonsagi korébe tartozott. Varakozasainknak megfeleléen
az izolatumok tobbsége a vizsgalt biopolimereket bontotta. Eddigi eredményeink alapjan elmondhatjuk,
hogy a Pseudoxanthomonas nemzetség tagjai kulcsszerepet jatszanak a gombakomposzt kialakitasaban.
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BIRO BORBALA', FUZY ANNA', MOLNAR EDIT?
A tollas szalkaperje termdhely-koriilmények altal befolyasolt rhizobioldégiai tulajdonsagai
'MTA Talajtani és Agrokémiai Kutat6 Intézet, Budapest; “MTA Okologiai és Botanikai Kutaté Intézet, Vacratot

A tollas szalkaperje (Brachipodium pinnatum /L/P.B.) dominancidjat, morfologiai tulajdonsagainak
valtozasat (MOLNAR 2003) és mikroszimbiontas kolonizacidjat vizsgaltuk eltéré fényklimaju (teljes
napfény, félarnyék, arnyék) éldhely tipusokban. Osszefiiggéseket kerestiink a mikroba partner infekcidja
és a fiifaj elterjedési mintazata, illetve egyéb ndvény-fizioldgiai tulajdonsagok kozott harom
gyeptipusban, ami az egykori erddirtas utan kialakult haromféle (cserjés, sztyeppesedett, fa alatti)
allapotnak feleltetheté meg.

A 2001-es vegetacios évben majustdl oktoberig 4 alkalommal vettiink novény és talajmintat 15x15x25
monolit mintavevével. A novény morfologiai és szamossagi jellemzo6i koziil a hajtas- és levélszamot, a
tarackon levd riigyek és a tarack-elagazasok szamat, a hajtds magassagat és biomasszajat, valamint
a levélteriiletet (Li-Cor 3000 miiszerrel) mértiik. Az arbuszkularis mikorrhiza gombak (AMF)
kolonizaciojat fénymikroszkoppal vizsgaltuk novényenként 30-30 gyokérszakasz anilin-kékes festése
utan. Az infekcids gyakorisag mellett (M%), az adott gyokérszakaszra és az egész gyokérrendszerre
kalkulalt relativ és abszolut arbuszkulum gazdagsagot (a%, A%) is értékeltiik (FUZY és mktsai 2003).
Az adatok normalitasdit Kolmogorov-Szmirnov préobaval ellendriztiik, majd egy- és kéttényezos
ANOVA-val és a STATGRAF 5.0 verzidjaval értékeltiik.

A vizsgalt term6helyi abiotikus jellemzOok kozott a fényklima évszakos és napszakos dinamikajaban
jelentkeznek leginkabb eltérések a tipusok kozott (MOJZES et al. 2003). A fénykitettség mértéke és
hossza jelent6sen befolyasolta az AMF kolonizacié alakuldsat is. Mind a mikorrhizacid6 mértékében
(M%), mind annak miikodoképességében (A%) szignifikans eltérések adodtak a termohely-tipusok
kozott, ami befolyasolta a gazdanovények morfologiai, fizioldgiai tulajdonsagait is. A biomassza és a
mikorrhizaltsdgi adatok maximalis értékei a félarnyékos ¢éldhelyen alakultak ki. A fényszegény,
arny¢kos helyen a riigybank elemeinek megoszlasa (MOLNAR 2003), a mikorrhizaltsag idébeli lefutasa
és aszezonalis dinamika is eltért. Ezen, a leginkabb stressznek kitett ¢éldhelyen ugyanakkor a
gazdanovény mikroszimbiontatél valo fiiggdsége erdsebben jelentkezett, amit jelzett, hogy a
mikorrhizas kolonizacié maximuma megelézte a biomassza-termelédés legnagyobb, szeptemberi
értékét. Az arnyékos, fa alatti teriileteken a lényegesen alacsonyabb biomasszdhoz viszonyitott nagyobb
szamu mikroszimbiontas strukturak is a hasznos gombapartner stressz-pufferold szerepére utalnak, amit
korabbi mikrokozmosz kisérletekben bioenergetikai mérésekkel mezdgazdasagi talajban, voroshere
gazdandvénnyel is igazoltunk (BIRO et al. 2000, TSIMILLI-MICHAEL et al. 2000).

A kutatasok az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap (OTKA) altal timogatott projektek keretében folytak. A
miiszereket az OM - MU-00199/2000 és az OTKA - M036959 sz. tdimogatasai biztositottak.

BIRO IBOLYA, TAKACS TUNDE

Kiilonb6z6 eredetii Glomus mosseae torzsek intraspecifikus variabilitisanak vizsgalata
infektivitasuk és effektivitasuk alapjan

MTA Talajtani és Agrokémiai Kutato Intézete, Budapest

A szarazfoldi 6koszisztémakban altalanosan elterjedt a gombak és ndvények mutualista szimbiozisa a
mikorrhiza. A mikorrhiza gombak jelenléte jobb tapanyagellatast, nagyobb vizfelvételt és nagyobb
fémtoleranciat biztosithat gazdandvényiik szamara azok fémfelvételének csokkentése révén.

A Kkisérlet keretében az arbuszkularis mikorrhiza gombéak (Arbuscular Mycorrhizal Fungi=AMF)
csoportjaba tartozd6 négy Glomus mosseae kiillonbozo eredetli torzseivel tortént oltas hatasanak
Osszehasonlitasat végeztiik fehér here (Trifolium repens L.) gazdandvényen. A G. mosseae-BEG12
néven jegyzett torzs az eurdpai torzsbankbol (La Banque Européenne des Glomales) szarmazik. A G.
mosseae-S, G. mosseae-F és G. mosseae-O jelii gombatdrzsek hazai talajokbol tortént sporaizolalasok ¢s
felszaporitasok eredményei. A G. mosseae-BEG12, G. mosseae-S és G. mosseae-O torzsek
nehézfémekkel nem szennyezett talajokbol szdrmaznak. A G. mosseae-F jelzésit AM-gomba torzset
kadmiummal szennyezett talajokbol izolalt sporakbol allitottak eld. A kiilonbozo eredetii oltdanyagokkal
5%-o0s oltast végeztiink.
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A tenyészedénykisérletben el6zetesen sterilizalt nagyhorcsoki mészlepedékes csernozjom talajt (100 kg/
ha év N, P, K) hasznaltunk. A talaj kadmium terhelését a nehézfém szulfat-sdjanak oldataval (CdSO4 8/3
H,0) harom szinten (0, 50, 100 mg kg'), variansonként harom ismétlésben éllitottuk be. Kontrollként
sterilizalt talajban nevelt, AM-gombaval nem oltott ndvényeket hasznaltunk. A fémszennyezés tiikrében
AM-gombak fertézOképességének, azaz infektivitdsanak megallapitasa céljabol vizsgaltuk a kiilonb6zo
eredetli. G. mosseae torzsek gombainak gydkérkolonizaciés mutatdit gazdandvényiik gyokerében,
valamint az AM-gombaval oltott és nem oltott (kontroll) gazdandvények fémfelvételére, hajtas- és
gyokérbiomassza produkcidjara és makroelemtartalmara (N, P, K) gyakorolt hatdsukat, azaz
effektivitasukat.

A kilonboz6 eredetli Glomus mosseae torzsekkel torténd oltasok koziil legeredményesebbnek a G.
mosseae-S, ill. a G. mosseae-O torzsek bizonyultak. Kolonizacidjuk jelentdsen megndvelte a
gazdanovények biomassza produkcidjat a kontroll, nem mikorrhizds ndvényekhez, ill. az egyéb G.
mosseae torzsekkel kezelt novényekhez képest. Emellett kolonizacidjuk kedvezd hatdsa magasabb
fémterhelés esetén is érvényesiilt, jelentésen csokkentették gazdandvényiik fémtartalmat, ezaltal novelve
azok fémtoleranciajat. A kadmiummal szennyezett talajbdl izolalt, a szennyezéshez feltételezhetden
adaptalodott G. mosseae-F jelli torzs gombaival torténd fertdzés hatdsara a nem mikorrhizas
novényekhez képest szintén (bar a fentiekhez képest kisebb mértékben) csokkent a gazdandvény
hajtasaban mérhetd kadmium koncentracio. A mikorrhizalt fehér here fémfelvételét (Cd) a
fémszennyezéshez adaptalt és nem adaptalt AM-gombak jelenléte egyarant csokkentette a nem
mikorrhizaltakéhoz képest a nagyhorcsoki talajban. Kisérletemben az irodalmi adatokkal
ellentmondasban, a Cd-szennyezéshez adaptalédott AM-gombak infektivitasi és effektivitasi
tulajdonsagai rosszabbnak bizonyultak, mint a fémszennyezéshez nem adaptalt G. mosseae torzsek AM-
gombaié.

A jelen dolgozat alapjaul szolgalo vizsgalatok az OTKA F042543 sz. palyazat keretén beliil késziiltek.

BIRO SANDOR', BIRKO ZSUZSA', KEITH CHATER®

A sejtdifferencialodas szabalyozasanak funkcionalis genomikai vizsgalata Streptomyces-ekben

'DE OEC Huméngenetikai Intézet, Debrecen; “John Innes Centre Department of Molecular Microbiology,
Norwich, UK

A Streptomycesek Gram pozitiv, micélidlis ndvekedésii talajbaktériumok. Fiziologiai és genetikai
vizsgalatukat a differencidloddsi modellnek tekintett, sporaképzéssel végzddé életciklusuk, s
antibiotikum termelésiik egyarant indokoljak.

A génexpresszid szabalyozasanak vizsgalataban 1j fejezet kezd6dott a genomialis szekvenciak
(Streptomyces coelicolor, Streptomyces avermitilis) meghatarozasaval, és az els6 DNS mikroarray (S.
coelicolor) megjelenésével.

Kisérleteink célja a differencialodas pleiotrop hatasu extracellularis autoregulatoranak, az altalunk leirt
C faktor hatasanak vizsgalatan keresztiil, a S. coelicolor mikroarray hasznalhatdsaganak vizsgalata volt
mas Streptomyces torzsek esetében.

El6szor S. griseus és S. flavofungini torzsek genomi DNS-ének a S. coelicolor mikroarray-hez valo
hibridizalasat vizsgaltuk, majd a biztatdé eredmények alapjan a C faktor hatasara be- vagy kikapcsolodo
géneket probaltuk azonositani a S. griseus modellrendszeriinkben.

El6adasunkban ezekrdl a kisérletekrdl szamolunk be.

BORBELY AGNES ANIKO, MURVAI MELINDA, GERGELY LAJOS, VERESS GYORGY
A human papillomavirus 16 (HPV 16) e6 és e7 onkogénjének hatdsa a survivin gén expresszidjara
DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen

A survivin fehérje az apoptozis gatlasa mellett a sejtosztodas szabalyozasaban is részt vesz. Fontos
szerepet jatszik a szovetek differencidlodasaban és az embriogenezisben.

Normalis esetben a felnétt szovetekben a fehérje nem detektalhatdo, de nagy mennyiségben
expresszalodik a legkiilonbozobb daganatokban, igy a méhnyakrak egyes stadiumaiban, kiilondsen a
progresszivebb formakban.
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A cervix carcinoma kialakuldsaban lényeges szerepet tulajdonitanak a human papillomavirusnak. A
virus onkoproteinjei (E6 és E7) beavatkoznak a sejtciklus mitkodésébe, ezaltal a méhnyak malignus
elvaltozasat indukaljak.

Kisérleteinkben tranziens transzfekcidval vizsgaltuk kiilonb6zo sejtvonalakon az E6 és E7 fehérjék
survivin génre gyakorolt hatasat. Az E6 aktivalta a survivin gén promoterét, szemben az E7-tel, mely
nem adott szignifikdns eredményt. Ugyanezeket a kisérleteket kiilonb6zé6 HPV 16 E6 mutansokkal
elvégezve azt tapasztaltuk, hogy a p53 tumorszuppresszor kot képességét vesztett E6 formak aktivalo
hatdsa elmaradt a vad tipusétol. Mivel az E6 a p53 ubiquitin-fiiggé lebontasat indukalja, lehetséges,
tekintettel arra, hogy a p53 fehérje 6nmagaban gatolta a survivin gén kifejez6dését.

Huméan embriondlis fibroblasztot stabilan transzfektaltunk a HPV 16 E6 és E7 onkogénjeit hordozo
retrovirus vektorokkal, majd Northern blot analizissel kimutattuk, hogy mindkét onkoprotein képes az
endogén survivin mRNS szintjét ndvelni. FACS analizissel vizsgalva a sejtciklus kiillonboz6 fazisaiban
levo sejtek aranyat azt talaltuk, hogy az E7-t hordozé sejtekben a sejtek megoszlasa a G2/M fazisban
nagyobb a kontrollhoz képest, ami azért érdekes, mert a survivin szintje a sejtciklus ezen szakaszaban a
legmagasabb.

Eredményeink 0sszegezve feltételezhetjiik, hogy a survivin gén muikodését az E6 a promoter direkt

srer

révén befolyasolja.

BORSODI ANDREA, MAKK JUDIT, RUSZNYAK ANNA, MOLNAR PIROSKA, MARIALIGETI
KAROLY

A Velencei-to és a Soroksari-Duna nadasainak felszineirdél Kitenyésztett Bacillus torzsek
osszehasonlito feno- és genotipusos vizsgalata

ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

A magyarorszagi vizes ¢l0helyeken (tavak litoralis zonajaban, folyok partszegélyén) dominans
allomanyokat képez6 nadasok, illetve a viz alatti feliiletiikon kialakuld élébevonatok elsdsorban
szlir6funkcidjuk révén fontos szerepet jatszanak a vizek Ontisztulasaban. E folyamatok hatékonysagat, a
szervesanyagok atalakitasat a biofilmeket alkotdé mikrobakdzosségek aktivitasa és faji Osszetétele
hatarozza meg. A kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott endosporat képezd Bacillus fajok széles
korben elterjedtek és gyakran a kitenyésztheté mikrobapopuldciok dominans frakciojat képezik. A
tobbségében szaprotrof Bacillus fajok altalanos el6fordulasat eldsegithetik azon képességeik, hogy
szamos Dbiopolimer bontasara képes extracellularis enzimeket, antibiotikumokat, vagy noévényi
novekedést serkentd anyagokat szintetizalnak és a kornyezeti feltételek (homérséklet, pH) széles skalajat
képesek toleralni. A Velencei-to6 harom mintavételi pontjardl és Soroksari-Dunaagbdl a vizfelszint6l kb.
20 cm-es mélységbdl nadszar mintakat gyijtottiink. A nadfelszini kaparékbol szélesztéssel kiilonbozo
Osszetétell taptalajok felhasznalasaval 54 Bacillus torzset nyertiink, melyeket hagyomanyos morfologiai
¢és biokémiai-fiziologiai vizsgalatok, valamint az API 50CHB eredményei alapjan numerikus analizissel
csoportositottuk. A kivalasztott reprezentativ torzsek 16S rDNS-ének parcialis szekvencia analizisével
végzett identifikacio Brevibacillus agri, Bacillus cereus, B. firmus, B. flexus, B. horikoshii, B.
macroides, B. marinus, B. pumilus és B. subtilis fajokat eredményezett.

BORSODI ANDREA, SZABO GITTA, VLADAR PETER, RUSZNYAK ANNA, SIPOS RITA,
MARIALIGETI KAROLY

A Kiskunsagi Nemzeti Park szikes tavai baktériumkozosségeinek tenyésztésen alapulo és
tenyésztéstol fiiggetlen molekularis biologiai vizsgalata

ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

A Kiskunsagi Nemzeti park teriiletén fekvo ,,székek” tipikus alkalikus, sosvizii, id6szakosan kiszarado,
rendkiviil sekély szikes tavak. E tavak koziil bakteriologiai vizsgalatok céljabol 2002 és 2003 tavaszan
és 0szén gyljtottiink liledékmintakat a Kelemen-szék, a Zab-szék és a Boddi-szEk teriiletérdl. Tobb mint
180 kitenyésztett baktériumtorzs részletes fenotipusos (morfologiai, fiziologiai-biokémiai és Skologiai
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tolerancia) vizsgalatat végeztiik el. A biopolimerek bontasatol eltekintve a baktériumtdrzsek legnagyobb
része nagyfoka inaktivitast mutatott a hagyomanyos tesztekben. A pH tolerancia tesztek eredményei
alapjan a torzsek tobb mint 90%-a intenziven novekedett pH 10,0 értéken, vagyis fakultativ illetve
obligat alkalofil sajatsagot mutatott. A NaCl tolerancia eredmények alapjan a torzsek 5-7% NaCl (w/v)
koncentraciokndl novekedtek optimalisan, és csak kevesebb, mint 30%-uk volt képes szaporodni NaCl
nélkiil. A fenotipusosan megegyez6 tulajdonsagokat mutatd torzsek koziil kivalasztott reprezentativok
16S rDNS szekvencia analizisével a legtobb torzset a kis G+C tartalmi Gram-pozitivok (Bacillus
halmapalus, B. niacini, B. pseudofirmus, B. alcalophilus, B. pumilus, B. subtilis, B. cereus &s
Marinibacillus marinus) fajaiként hataroztuk meg. A tobbi torzset a gamma-proteobaktériumok
(Halomonas desiderata és Pseudomonas anguilliseptica) és a nagy G+C tartalmi Gram-pozitivok
(Nesterenkonia halobia, Micrococcus luteus és Agromyces aurantiacus) fajaiként azonositottuk. Sem a
tenyésztésen alapuld, sem pedig a tenyésztéstdl fiiggetlen DGGE vizsgalatok eredményeként nem
lehetett a baktériumkozdsségek Osszetételében szezonalis kiillonbségeket felfedezni, ami arra utal, hogy e
szikes tavak feltehetden a specialis kornyezeti feltételekhez adaptalddott stabil mikroba populaciokkal
jellemezhet6k, melyekben a szezonalis valtozasok sokkal inkdbb a kdzosségek aktivitasat semmint az
Osszetételét befolyasoljak.

BUJNA ERIKA, SZAPPANOS JUDIT, REZESSYNE SZABO JUDIT M., NGUYEN DUC QUANG,
HOSCHKE AGOSTON

Fonalas gomba fitaz enzim termelése és tisztitasa

BCE Sor- és Szeszipari Tanszék, Budapest

A fitdz enzim (mioinozit-hexafoszfat-foszfohidrolaz) a természetben széles korben eléfordulo foszfataz.
Az enzim a fitinsav hidrolizisét katalizalja, mely soran foszfatészterek hasitasa kozben foszfat szabadul
fel, mely az emberi ¢és allati szervezetek novekedéséhez, csontosodasahoz sziikséges vegyiilet. A fitatok
antinutritiv faktorok, mivel a szervezet szamara sziikséges makro- és mikroelemekkel (Ca, Fe, Mg, Zn)
oldhatatlan komplexet képezve megakadalyozzak azok felszivodasat. Ezért a fitaz enzimet taplalék
kiegészitoként alkalmazva az megnoveli ezen vegyiiletek hozzaférhetdségét (azoknal a szervezeteknél,
melyeknél ez az enzim nem all rendelkezésre, pl. egygyomriak: sertés, ember). Az intenziv haszonallat
tenyésztés kovetkezményeként a természetben a szerves foszfat felhalmozodas jelentds mértékii. Ennek
a kornyezetvédelmi problémanak csokkentése is eredményesen megoldhatd a fitdzzal torténd enzimes
kezeléssel.

Jelen munkank soran célul tlztiik ki a Thermomyces lanuginosus termofil gomba kiilonb6z6 torzseinek
szelektalasat fitdz enzim termelésére, valamint a tapkdzeg ¢€s inokulum Osszetételének a fitaz
enzimtermelésre gyakorolt hatasdnak tanulmanyozasat. Céljaink kozott szerepelt a Thermomyces
lanuginosus eredetll fitaz enzim tisztitasa és jellemzése.

Nyolc torzset rizslisztes tapkozegen tenyésztve azt tapasztaltuk, hogy a CBS 288.54 és az ATCC 34626
jelzésti  torzsek mutattdk a legjobb fitdz  aktivitdsokat. Ezen tdrzsek nagyobb mint
6 E/L enzimtitert értek el. Kisérlettervezési stratégiat alkalmazva megvizsgaltuk kiilonb6z6 inokulum
mennyiségek, gliikoz és rizsliszt koncentraciok hatasat az enzimtermelésre. Megallapitottuk, hogy a fitaz
aktivitas 10 tf% inokulum alkalmazéaséaval 0,5 % gliikozt és 5 % rizslisztet tartalmazo tapkozegen tobb
mint 12 E/L aktivitast mutatott, amely kétszeres aktivitds novekedést jelent. Az inokulum kora a vizsgalt
tartomanyban nem gyakorolt szignifikans hatast az enzimtermelésre. Az inokulum tapkozegben 1€vo
szervetlen foszfat mennyiség optimalizaldsaval - a foszfat koncentracio jelentds csokkentésével - 0,075
% KH,PO, ¢s 0,05 % K,HPO, koncentracional értiik el a legjobb eredményeket.

A megtermelt extracellularis fitdz enzimet ammonium-szulfatos frakcionalt kicsapassal nyertiik ki és
kromatografias (Q-Sepharose, Phenyl-Sepharose és Superose 12) modszerekkel tisztitottuk. A tisztitott
enzim denaturalt poliakrilamid gélen 2 fehérjespeciest (60 kDa és 90 kDa), de az izoelektromos
fokuszalasnal csak 1 speciest (pl 4,0-4,2) mutatott. Ez arra utal, hogy a vizsgalt fitaz enzim t6bb azonos
izoelektromos pontu, de kiilonb6z6 molekulatdmegii egységbdl all. Az enzimnek pontos fiziko-kémiai
jellemzése tovabbi vizsgalatokat igényel. A Thermomyces lanuginosus eredetli fitdz enzim sikeresen
alkalmazhat6 a mezdgazdasagban kdrnyezeti problémak kezelésére a szerves foszfat csokkentésére.

A kutatasok az OTKA tamogatasaval a T-042653 szamu kutatasi témajanak keretein beliil késziiltek.

A szerzOk koszonetet mondanak Professzor Marc Claeyssensnek az altala vezetett laboratoriumban torténd kutatasi
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munka végzésének lehetdségéért.

CEKOVSKA ZAKLINA', N. PANOVSKY', M. PETROVSKA', GHIDAN AGOSTON?, ROZGONYI
FERENC?

Some characteristics of Macedonian methicillin resistant S. aureus

'Univerzitet Skopje Medicinski Fakultet Institut za Mikrobiologija Parazitologija, Skopje, Macedonia;
*Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Budapest

A total number of 60 methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains isolated mainly from the
patients of the Intensive Care Unit and the Department of Surgery, Medical Centre, Skopje, was
examined for resistance to amoxicillin+clavulanic acid, macrolides, tetracyclines, chloramphenicol,
aminoglycosides, fluoroquinolons and glycopeptides by the disc diffusion method accoeding to the
guidelines of NCCLS. Methicillin-resistance was determined with the oxacillin disc diffusion method,
agar plate screening and broth micro-dilution test. The presence of mecA4-gene was shown by a multiplex
PCR method. MICs of oxacillin and vancomycin for the strains were determined by the broth dilution
method, too. Out of the 60 strains 49 (82%) harboured the mecA-gene and needed an MIC of higher
than 256 mg/L of oxacillin. Fourteen out of these mecA-positive strains were sensitive to only
vancomycin and teicoplanin, furthermore another 14 strains were susceptible to three antimicrobials and
15 to four or more. Eight out of the mecA-negative strains showed sensitivity to four or more groups of
anti-staphylococcal agents other than oxacillin. Three strains of mecA-positive from patients of the
Intensive Care Unit needed 8 mg/L vancomycin to inhibit growth but none of them harboured the van4-
gene.

CZEGLEDI AL{Z, KOVACS M. GABOR, LOMNICZI BELA

Baromfipestis virus (NDV) genotipusok filogenetikaja
MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatointézet, Budapest

A baromfipestist (Newcastle-betegséget) a paramyxovirusok csaladjaba tartozé avian paramyxovirus-1
egyetlen tagja, a Newcastle disease virus (NDV) okozza. A virus genomjat tobb mint 15 000 nukleotid
(nt) alkotja, és 6 génje van. A betegség a harmadik vilag orszagaiban endémids fert6zés formajaban
fordul el6, de az intenziven védekezd orszagokban is idOrdl-idére sulyos epidémidk lépnek fel. Az
elmult 70 évben gyljtott virusokat eddig Osszesen nyolc genotipusba soroltuk, amelyek valamelyik
foldrajzi teriiletre és/vagy jarvanyvonulatra jellemzoek. Ez a csoportositas, amelyet a nemzetkozi
irodalom elfogadott, azonban csak a virion egyik nyulvanyat alkotd, az un. fizios (F) fehérje génjének
részleges (400 nt-nyi) szekvencidjan alapul. Emiatt felmeriil a kérdés, hogy a genom mindossze 2.5%-4at
kitevé szakasz reprezentalja-e az egészet, és hiien tiikrozi-e a torzsek kozti rokonsagi viszonyokat.
Kiilonosen aktualis a kérdés, hogy nem régen torzsek kozotti rekombinaciot is leirtak. A felvetések
vizsgalatara a tobbi 5 gént — nukleoprotein (NP), foszfoprotein (P), matrix protein (M),
haemagglutinin-neuraminidaz (HN) és polimeraz protein (L) — is filogenetikai vizsgalatnak vetettiik
ala. 60 reprezentativ virustorzs Gsszehasonlitdo elemzése soran az alabbi megallapitasokat tettiik: 1. A
kiilonb6z6 gének fai kongruensek voltak: az NP, P, M, HN és L gének részleges filogenetikai analizise
ugyanazokat a rokonsagi viszonyokat rekonstualta, mint amelyeket az F gén vizsgalataval korabban mar
feltartunk. 2. Rekombinaciora utalo jeleket nem talaltunk. 3. A bels6 lokalizacioju foszfoproteint kodolo
P-gén variabilitasa és evolucios ratdja, a vizsgalt szakaszon, meglepetésre elérte a felszini
nyulvanyfehérjéket kodoldo F- vagy HN-génét. 4. A nukleoprotein 5°-végi nem kddold szakaszan
talalhaté 6 nukleotidbol allé beé¢kelddés alapjan a genotipusok régi- (I-IV) és jakra (V-VIII) oszthatok.
Ez a szerzett koz0s jegy az 0ijabb genotipusok kozds eredetére utal.

CZEGLEDI ALiZ', UIVARI DORINA', PENZES ZOLTAN? PALYA VILMOS®, LOMNICZI BELA'
Kisérletek a baromfipestis virus (NDV) genetikai moddositasara. 1. Minigenom rendszer
kidolgozasa

'MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatointézet; *CEVA-Phylaxia Oltéanyagtermel6 Rt., Budapest

A baromfipestis (Newcastle-betegség) a tyukfélék legveszélyesebb jarvanyos betegsége. Bar 50 éve
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hatékony és olcso tomegvakcinazas all rendelkezésre, a betegség vilagszerte terjed. Valosziniileg azért,
mert az immunitast részben attord ujabb torzsek bukkantak fel. Ezeket az V. — VIII. genotipusokban
talaljuk, mig az elleniik hasznalt €16, attenualt vakcinatorzsek az un. régi (I. — IL.) genotipusokba
tartoznak. Hipotézisiink szerint egy homolog vakcinatdrzs jobban védene az jabb jarvanytorzsek ellen.
Ennek vizsgalatara célul tliztiik ki, hogy egy régi (I. csoportbeli) vakcinatérzs genomjaban a protektiv
fehérjék génjeit (fuzids, F-et és hemagglutinin-neuraminidaz, HN-t) kicseréljiik egy recens virustorzs
megfelel6 génjeire. Mivel ilyen 1éptékii vagy egyéb célzott valtoztatast csak DNS-en lehet elvégezni, az
NDV genomja pedig negativ polaritasti és egyszali RNS, a modositott virust a replikacidés komplex
génjeit hordozo expresszids vektorokbol kell rekonstrualni. Az elmult években az ide vezetd 1épésekrol
szamoltunk be, nevezetesen, hogy egy vakcinavirus teljes genom cDNS-t, valamint a nukleoproteint
(NP), a foszfoproteint (P) és a nagy (Large, L) polipeptidet kodold géneket T7-fag transzkripcios
szabalyozasa alatt all6 expresszos vektorokba klonoztuk. Most egy olyan NDV-specifikus minigenomot
mutatunk be, ahol a vektorba épitett genom cDNS kozel 98%-at kivagtuk, és helyére CAT
(kloramfenikol acetil transzferaz) jelzogént épitettiink. Amikor ezt a minigenomot az NP, a P és az L
géneket hordozo6 replikécios segéd-vektorokkal egyiitt transzfektaltuk csirkeembrid vesesejtekbe, CAT-
fehérje képzodott, amit ELISA-val mutattunk ki. Mivel a CAT termeléséhez a 4 vektor egylittes
expresszioja sziikséges, arra kovetkeztettiink, hogy a virus-rekonstrualasra hasznalandé segéd-vektorok
mikodoképesek, csakiigy, mint genom cDNS molekulavégi szabalyozé szakaszai, a vesesejtek
transzfekcidjara hasznalt eljaras (elektroporalas) pedig megfeleld. A transzkripcidt olyan baromfihimld
virus fert6zésével biztositottuk, amibe T7-fag RNS polimerdz génje van épitve. Mindezekbdl az is
kovetkezik, hogy nemcsak a T7-regulatorok miikodnek, hanem a minigenom NDV-specifikus is. A
minigenom nemcsak egyes gének funkcidjanak vizsgalatara alkalmas, de egyszert eljards replikacios
vektorok és a transzfekcios eljaras tesztelésére is.

A kutatast az NKFP 4/040/2001 palyazat tamogatta.

CZOVEK PALMA, KIRALY ISTVAN

Sztyeppei kucsmagomba (Morchella steppicola Zer.) szarazsagstressz-toleranciajanak élettani
vizsgalata

ELTE TTK No&vényélettani Tanszék, Budapest

Az evolucioés tekintetben fiatal Morchella nemzetségbe tartozod sporadikus elterjedésii sztyeppei
kucsmagomba (Morchella steppicola Zer.), élettani szempontbol igen érdekes. A kucsmagombak
elterjedésére altalanosan jellemz0O, hogy meszes talaji iide élohelyeken, tolgy és koris alkotta liget- és
lomberdékben fordulnak eld. A Morchella nemzetség fajai kozott a sztyeppei kucsmagomba az atlagtol
eltéré kornyezeti igényl — kifejezetten szaraz, kitett élohelyeken, meszes-dolomitos talajok lagyszara
tarsulasaiban fordul el6. Vizsgalataink kozéppontjaban a szdraz élohelyekhez valé adaptacidja
hatterében meghtzodo élettani sajatsagai alltak. A tenyészeteket polietilén-glikol (PEG) tartalmukban
kiilonb6z6 szilard taptalajon neveltiikk. A kucsmagomba fajok nedvességigényének figyelembevételével
atlagban a 12 és 15% PEG (m/m%) képviseli a kdzepes erdsségii-, mig a 18 és 21% PEG a fokozott
mérték{i szarazsagstresszt. A micélium lipid-peroxidacid soran keletkezé6 malondialdehid (MDA)
tartalom-, és a kiilonféle —reaktiv oxigénformak keletkezésével jaro— stresszhatasok elleni védekezésben
jelentds szerepet betoltd szuperoxid-dizmutdz izoenzimek (SOD) aktivitds valtozasanak kovetése
szolgaltat informacidt a szarazsagstressz fennallasarol és mértékérdl. A MDA tartalom valtozasanak
kovetésére spektrofotometrias modszert alkalmaztunk. A SOD aktivitds mérését és az izoformak
elkiilonitését PAGE-sel és denzitometrias értékeld szoftverrel végeztiik el. A micélium szénhidrat-
profiljanak kvalitativ analiziséhez nagyteljesitményt rétegkromatografiat (HPTLC), kvantitativ
analiziséhez denzitometrias értékeld szoftvert hasznaltunk. A szarazsagstressz mértékével parhuzamosan
novekedett a micélium MDA tartalma, fokozodott a SOD aktivitas, a SOD izoenzimek 0Ossz-
aktivitdsaban a kisebb molekulaméretii.
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CSAGOLA ATTILA', KECSKEMETI SANDOR?, KISS ISTVAN?, TUBOLY TAMAS'
Sertés 'circovirusok elofordulasa a hazai vadon élo sertés-élloménypkban
'SZIE AOTK Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék, Budapest; “Debreceni Allategészségiigyi Intézet, Debrecen

Munkénk soran vizsgaltuk Magyarorszagon €16 vaddisznokban (Sus scrofa) a sertés circovirusok
(porcine circovirus, PCV) el6fordulasi gyakorisagat polimeraz lancreakcio (PCR) modszerrel.
Meghataroztuk, hogy a kimutathaté PCV genomok, melyik genotipusba taroznak (PCV1 vagy PCV2),
és elvégeztiik a PCV2 csoportba soroltak nukleinsav-szekvencia szintli 6sszehasonlitasat.

A vaddisznobol szarmazé mintakat a 2001 és 2004 kozti idészakban gyjtottik, egy részik egy
vadfeldolgozo iizemtdl szarmazott, de tobbségében a Debreceni Allategészségiigyi Intézet vizsgalati
anyagaira tamaszkodtunk. A mintakat el6szor a szarmazasi teriilet és a gyljtési idOpont alapjan
csoportositottuk. Egy-egy teriiletrl és idobol szarmazé mintdk koziill annyit vizsgaltunk PCR
modszerrel, amig legalabb 1 PCV-pozitivat nem talaltunk. A PCR termékeket szekvenaltattuk, és ez
alapjan a mintékat ujracsoportositottuk. Ezt kdvetden a kiilonbozd csoportokbol egy-egy virus teljes
genomjat megszekvenaltattuk.

A részleges és teljes szekvenciak alapjan vizsgaltuk, hogy az orszag adott teriiletein, mely virus tipusok
fordulnak eld. Az eddigi eredmények alapjan a hazai vaddisznokban el6forduld sertés circovirusokat 4
csoportba tudtuk sorolni. Az egyes csoportokba tartozd virusok hazi sertésekben detektalt PCV
genomokkal mutatott rokonsagi fokait filogenetikai modszerekkel vizsgaltuk.

NKFP4/40/2001

CSIRE MARTA', ERDELYI KAROLY?, FULE TIBOR®, EGYED LASZLO*, MEZEY ILONA' ES
BERENCSI GYORGY'

Herpeszvirusok kimutatasa allatkerti majmokbdl

Johan Béla OEK 'Virologiai Féosztaly; *Orszagos Allategészségiigyi Intézet, Vadegészségiigyi Osztaly; *MTA
Molekularis Patologiai Kutatocsoport, Semmelweis Egyetem; ‘MTA Allatorvos-tudoméanyi Kutatdintézete,
Budapest

Emberi herpeszvirus (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV, HHV-6, HHV-8) fertdzések jelenlétét
vizsgaltuk, hét allatkertben tartott, kiilonbozé betegségben szenveddé féemlds faj egyedeiben
(modkusmajom, Goeldi-féle selyemmajom, térpemajom, huszdrmajom, mandrill, lisztmajom, makako).
Az allatok magyarorszagi allatkertekben hullottak el, kiilonosebb specifikus klinikai tiinetek
megjelenése nélkiil. Nested -PCR moddszerrel human herpeszvirus 8 DNS (HHV-8, Kaposi sarcoma
asszocialt herpeszvirus) volt kimutathaté 6t fajbol beleértve a harom ujvilagi féemlos fajt is, a PCR
termék szekvenalasaval és in situ DNS hibridizacioval megerdsitve. Két HHV-8 DNS pozitiv Gjvilagi
majomfajban intersticialis tiidégyulladast, a majban, tiidokben, vesékben és a l1épben elhalasos gocokat
talaltunk. Human herpeszvirus 4 (HHV-4, Epstein-Barr virus) DNS jelenlétét mutattuk ki 6t fajban és a
human herpeszvirus 5 DNS-t (HHV-5, Human cytomegalovirus) a Goeldi-féle selyemmajomban,
mokusmajomban és a makakoban. Az Osszes vizsgalt allat mentes volt a human herpeszvirus 3
(Varicella zoster virus) és human herpeszvirus 6 DNS-t6l. A Kaposi sarcoma asszocialt herpeszvirus
fehérjéit nem mutattuk ki, de jeloltiik a HHV-8 PCR termékeket és kimutattuk a virus DNS jelenlétét a
nyirokcsomokbol, majbol és az artériak falabol késziilt szovettani metszetekben in situ DNS hibridizacio
segitségével. A vizsgalt fajok kozott tobb védett, a kihalas szélén allo fajt is talalunk. A koriikben fellépd
emberi herpeszvirus fertdzések ezért nem csak a gondozd személyzet szdmara jelentenek kockazatot,
hanem a fajvédelmi programok sikerét is komolyan veszélyeztetik. Ez az elsé beszamold twjvilagi
majomfajok HHV-8 fert6zésérol

CSOMA ESZTER, NAGY ETELKA, BECK ZOLTAN, KONYA JOZSEF

A human herpeszvirus 6 (HHV-6) és a humian immundeficiencia virus (HIV) kélcsonhatasanak
vizsgalata mononuclearis phagocytakban

DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen
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A human herpeszvirusok és a HIV kozotti kolcsonhatasnak fontos szerepe van a HIV-fert6zéshez tarsulo
opportunista infekciok patogenezisében és az alapbetegség lefolyasaban. A HHV-6 rendkiviil elterjedt a
populacidban, a szeropozitivitas ardnya meghaladja a 90 %-ot. A virusnak A és B varidnsa ismert. A
HHV-6A ritkdn mutathatd ki immunologiailag intakt személyekben, féleg immunszuppresszalt
betegekbdl izolalhat6. A HHV-6 és a HIV kolcsonhatasat mar tobb sejt esetében vizsgaltak. Ezekben a
tenyészetekben a HIV nem stimulalta a HHV-6 szaporodasat. A HHV-6 HIV-re gyakorolt hatasa nem
ilyen egyértelmii: fokozhatja, de gatolhatja is a replikaciot. A két virus kolcsonhatasat a HHV6 latencia
6 célsejtjeiben, a mononuclearis phagocytakban kivanjuk vizsgalni.

Kisérleteink soran periférias vérbdl szeparalunk monocyta sejteket, illetve azokbol macrophag
kultirakat hozunk Iétre. A differencialodott macrophagokat a HHV-6A GS, illetve a HIV-1 Ada-M
torzsével fert6zziik, kiilon-kiilon, illetve egylittesen, majd vizsgaljuk a kulturak virustermelését.

Eddigi eredményeink alapjan a kettdsen fert6zott sejtekben a HIV szaporodasa jelentsen gatolt a csak
HIV-vel fertézott tenyészetekhez képest. A gatldo hatds a 14. napig érvényesiil, majd ezt kdvetden
fokozodik a koinfekcios kulturdk HIV-termelése. Ebben valoészinlileg a HHV-6 fertézés hatasara
termel6dott citokineknek lehet szerepe. A HHV-6-tal fert6zott tenyészetek feliiliszojaban jelentds
mennyiségli interleukin-10 (IL-10) termelést lehet kimutatni. E citokinrdél korabbi tanulmanyok mar
bizonyitottak, hogy képes a HIV replikaciojat gatolni. Ebben szerepet jatszat a HIV szaporodasat
stimulalo citokinek termelésének befolyasolasolasa. A tovabbiakban tervezzilkk a HHV-6 HIV-
replikaciot gatld hatasanak, illetve az IL-10 szerepének tisztazasat.

Tovabba vizsgaljuk a sejtkultirak HHV-6 termelését. Kivancsiak vagyunk, vajon a HIV befolyasolja-e a
HHV-6 replikacigjat, és amennyiben igen, milyen modon.

CSORBA RENATA', KISS FERENCNE?, JOJART EDIT'

Cucurbitaceae csaladba tartozé vad- és termesztett novényfajok cukkini sarga mozaik virus
(ZYMV) fogékonysaganak vizsgalata

'SZTE Mezégazdasagi Foiskolai Kar Novénytermesztéstani és Kertészeti Tanszék, HodmezGvasarhely

A cukkini sarga mozaik virus (ZYMYV) hazai els6 megjelenését kovetden -1995 o6ta- a Cucurbitaceae
csalad egyik legveszélyesebb virusava valt, mely sulyos jarvanyokkal fenyegeti a kabakos kulturakat.
Vizsgalataink soran célul tiztik ki a virus elleni védekezés szempontjabol nélkiilozhetetlen
gazdanovénykor kutatast vad és termesztett kabakos fajokon, melyeknek - kiilonosen a feltételezett
atteleld gazdaknak -nagy szerepiik lehet a virus fennmaradasaban. Kisérleteinket a Cucurbitaceae csalad
8 nemzetségébdl (Cucumis, Cucurbita, Cyclanthera, Ecballium, Momordica, Lagenaria, Zehneria,
Bryonia) 6sszesen 17 vad és termesztett faj egyedeivel végeztiik. A tesztnovényeinket mesterségesen
fertoztik ZYMV-10 izolatummal, mechanikai atvitellel karborundum abrazivum felhasznalasaval. A
fertézést kovetben vizualisan értékeltilk a lokalis és szisztemikus tiineteket. A virusok pontos
kimutatasait DAS-ELISA szerologiai teszttel végeztik. A mért viruskoncentracié alapjan a
tesztndvényeket fogékony és ellenalld kategdridkba soroltuk.

Fogékonysagi vizsgalataink soran megallapithato, hogy a Cucumis és a Cucurbita nemzetség vizsgalt
vad és termesztett fajai mind gazdandvényei a virusnak. A vad fajok - termesztett kultirnévényeinkt6l
eltéréen - a virussal szemben lényegesen ellenallobbnak bizonyultak. A kisérletiinkben feltart 1j
gazdanovények jelen ismereteink alapjan a Bryonia dioica, Cyclanthera pedata, Ecballium elaterium,
Momordica balsamina, Momordica rostrata, és a Zehneria scabra. Koziilik latenciat tapasztaltunk az
Ecballium elaterium és a Momordica balsamina fajok esetében. Az Ecballium elaterium és Bryonia
dioica névényfajok, mint Magyarorszagon honos évelé gyomnovények termesztett kabakos kultaraink
kozelében virusrezervoarok és egyuttal fertdzési forrasok lehetnek. Annak ellenére, hogy a virus hazai
atteleld gazdandvényeirdl bdovebb ismereteink még nincsenek e két fajon kiviil, és els6sorban a
magatvitel és vektoratvitel szerepe bizonyitott, a jarvanyok évroél-évre torténd kialakulasa sziikségessé
teszi az attelelé gazdandvények tovabbi kutatdsat is. Tekintettel az uborka és egyéb tokfélék kezdeti
fejlédése soran tapasztalt csekély gyomelnyomo képességre, feltétleniil indokolt a koérokozok
gazdakorének ismeretében a karos novényszomszédsag elkeriilése és a virusvektor levéltetvek elleni
rendszeres védekezés. Kiilondsen figyelemre méltdak a Bryonia alba és a Zehneria indica novények,
melyek vizualisan és szerologiai vizsgalatokkal egyarant virusmentesnek bizonyultak, és ezen
eredményeknek jelentds szerepiik lehet a virus differencialas és a rezisztencia nemesités terén.
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CSUKAS ZSUZSANNA', TORO KLARA®, MESZAROS RITA’, MESZAROS ARPAD’

Haemophilus influenzae b védéoltas és a hirtelen csecseméhalal syndroma Magyarorszagon
'Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet; *Igazsagiigyi Orvostani Intézet; *Kozponti Statisztikai
Hivatal, Budapest

A csecsembhalalozas gyakoribb Magyarorszagon, mint az EU tagallamokban. A Hirtelen Csecsemd
Halal Syndroma (SIDS) eléforduldsa viszont hazankban kedvezobb, mint Nyugat Eurdpaban és az
Egyesiilt Allamokban. A csecsemékori kotelezd véddoltasok a SIDS megelézésében is jotékony
hatasuak. Nagy Britanniaban a DiPerTe véddoltas eldrehozasa két honapos korra, a SIDS eléfordulasat
redukalta e korcsoportban. Magyarorszagon 1999-ben vezették be a két honapos csecsemdk
Haemophilus influenzae B (HiB) védooltasat. A csecsemohaldlozas és a SIDS esetszamat analizaltak
1990-2002 kozotti években. A HiB véddoltas bevezetését kovetden csokkent a meningitesek szama 3,5
%-101 (1990-1998) 1 %-ra (1999-2003). Szignifikans csdkkenés alakult ki a SIDS halalozasban, a 2
hénaposnal idésebb csecsemdk korében a HiB véddoltas 1999 évi bevezetése utan, amikoris az esetszam
48 %-106l 39 %-ra redukalodott (p=0,03). A SIDS esetszam csokkenését részben magyarazhatja a nem
diagnosztizalt HiB infekciok megeldzése, ill. antitestek keletkezése a HiB polysaccharidaval conjugalt
tetanus toxoid hatasara. A tetanus antitoxin keresztreakciot ad a SIDS pathogenezisében szerepet jatszo
bakterialis toxinokkal szemben.

DANKA JOZSEF, KUCSERA ISTVAN, OROSZ ERIKA, HORVATH KATALIN N., SZENASI
ZSUZSANNA

A Toxocara-specifikus IgG ELISA érzékenységének és specificitasanak vizsgalata a Western blot
modszerhez képest

Johan Béla OEK Parazitologiai Osztaly, Budapest

Az emberi toxocarosist a kiilonb6zé Toxocara speciesek L3-as stadiumu larvai okozzak. Mivel a
fert6zésnek nincsenek specifikus klinikai tiinetei, a diagnézis altalaban a Toxocara elleni IgG vagy
IgG+IgM izotipusu antitestek kimutatasan alapszik. A leggyakrabban alkalmazott médszer az ELISA,
majd ezt koveti a Western blot (WB). Mindkét modszer az in vitro tenyésztett T. canis larvak
exkretoros-szekretoros (ES) antigénjeit hasznalja. A kiilonb6zd gyartoktol szarmazo kereskedelmi
forgalomban 1évé ELISA-k nemcsak a kivitelezés technikai részleteiben kiilonboznek, hanem gyakran
az altaluk kapott eredmények sem egybevagok. Jelen munkankban egy kereskedelmi forgalomban 1évo
IgG ELISA eredményeit értékeltiik egy szintén kereskedelmi forgalomban 1€v6, kivald szenzitivitast és
specificitasu WB kit eredményeinek tiikrében.

A bevezetd kisérletsorozatban, a toxocarosis gyanuja miatt Osztalyunkra bekiildott mintak koziil, a
Toxocara canis 1gG ELISA (EIA Toxocara canis 1gG, Test-Line, Csehorszag) eredményei alapjan 147
szérummintat valasztottunk ki ugy, hogy a negativtol az erdsen pozitivig a teljes skalat lefedjiik (66
negativ, 16 hatarérték és 65 pozitiv). Valamennyi mintat megvizsgaltuk a WB modszerrel is (Toxocara
Western Blot IgG, LDBIO, Franciaorszag). Az ELISA kit érzékenységét és specificitasit a WB
modszerrel kapott eredmények alapjan szamitottuk ki. Ezt kdvetéen még tovabbi 156 minta (136 ELISA
negativ, 17 hatarérték és 3 alacsony pozitiv) célzott WB vizsgalatara keriilt sor. Ezeket a szérumokat
asztmatikus vagy szemkarosodasra utal6 tiineteket mutat6 fiatal betegek mintai koziil valogattuk ki.

A bevezet6 vizsgalataink alapjan a Test-Line ELISA érzékenysége 51%, mig a specificitdsa 100% volt a
WB eredményekhez viszonyitva. Az ezt kovetd célzott vizsgalatokban az asztmatikus vagy
szemtiineteket mutat6é 136 ELISA negativ beteg koziil 101-nél tudtunk megfigyelni Toxocara-specifikus
savokat a WB modszerben. A 17 hatarérték és 3 alacsony pozitiv ELISA eredményl minta koziil, 1
kivételével mind Toxocara-ra jellemzé savmintazatot mutatott. Az ELISA negativ mintdk esetében
pozitiv korrelacioé volt megfigyelheté a mintak OD/cut-off indexe és a WB pozitiv mintak részaranya
kozott.

Az ELISA negativ, de WB pozitiv betegek magas aranya azt jelzi, hogy az alacsony ellenanyagszintek
viszonylag gyakran fordulnak el6 klinikai anyagban. Ezek az adatok arra hivjak fel a figyelmet, hogy
bizonyos esetekben, pl. asztmatikus vagy szemtiineteket mutatd gyermekek esetében sziikség van a
negativ vagy hatarérték ELISA eredmények WB modszerrel torténd konfirmalasara.
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Human toxocarosis is caused by the larval stage of different Toxocara species. Due to the lack of
specific clinical signs, the diagnosis is usually based on the detection of anti-toxocaral IgG or IgG+IgM
antibodies by indirect ELISA or by Western blot (WB) methods. All these tests utilize the excretory-
secretory (ES) antigens obtained from in vitro maintained 7. canis larvae. The commercial ELISAs of
different manufacturers vary in their procedural parameters and in their performance characteristics,
which can cause difficulties in the comparison and interpretation of the results. The objective of our
investigations was the critical evaluation of the outcome of an commercial IgG ELISA comparing with
an commercial [gG Western blot test which offers high sensitivity and specificity.

In the preliminary study 147 serum samples of patients with clinically suspected Toxocara infection
were selected on the basis of the results obtained by the Toxocara canis 1gG ELISA (EIA Toxocara
canis 1gG, Test-Line, Czech Republic). The whole range of indices of positivity (IP) values was covered
by these sera (66 negative, 16 borderline and 65 from weak to strongly positive samples). All sera were
tested by a WB method (7Toxocara Western Blot IgG, LDBIO, France), too. The sensitivity and
specificity of the ELISA test were computed in relation to the WB results. Furthermore, 136 ELISA
negative, 17 borderline and 3 low positive samples from young patients with asthmatic manifestations or
ocular disorders were also examined by WB method.

In the preliminary experiment the sensitivity of the Test-Line ELISA was found to be 51%, while the
specificity was 100% in relation to the WB results. Furthermore, 101 of the 136 ELISA negative
samples from patients with asthmatic manifestations or ocular disorders showed Toxocara-specific WB
patterns with more or less intensively stained bands. Sixteen of the 17 samples with borderline ELISA
value and the 3 samples with low positive ELISA result proved to be WB positive. Among ELISA
negative samples, a positive correlation was observed between the sample OD/cut-off ratio values of the
ELISA and the proportion of WB positive results.

The high proportion of WB positive patients with negative ELISA results suggests that low level
antibodies can frequently occur in clinical samples. These data underline the necessity of the
confirmation of the negative and borderline ELISA results by WB especially in children with asthmatic
manifestations or ocular disorders.

DAVISON, ANDREW J.
Herpesviruses - genomics, phylogeny and evolution
MRC Virology Unit Institute of Virology, Glasgow, UK

A herpeszvirusok ikozaéderes szimmetriajii nukleokapsziddal rendelkezd, burkos virusok, amelyek a
sejtmagban replikalodnak, és gazddjukban életre szo6l6, latens fert6zést képesek eldidézni. Ezek a
koérokozok a gerinces allatfajok széles spektrumaban, az embert is beleértve, megtalalhatok, de
eléfordulnak kagylokban is. Tobbségiik igen jol alkalmazkodott a gazdahoz, ¢és szigortan
gazdaspecifikus. Linearis, duplaszala DNS genomjuk mérete 125-240 ezer bazispar kozott mozog, és
hozzavetdlegesen 70-170 gént tartalmaz. Teljes genom-szekvencia mar tobb mint 30 fajbol
rendelkezésre all, igy a herpeszvirusok genomikajanak és filogenetikdjanak megértése meglehetdsen
elérehaladott, de folyamatosan fejlédd allapotban van. Ugyanligy mint mas organizmusok esetében, a
génosszetétel leirasara iranyuld elemzések eredménye az alkalmazott kritériumoktol fiigg. Az
Osszahasonlitd genomika alapveté jelentdséglinek bizonyult, amit a mintazat keresésen alapuld
bioinformatikai megkozelités, az expresszids kisérletek eredményei, valamint a fenotipusra vonatkozo
adatok jol kiegészitenek. A vizsgalatokbol levont kdvetkeztetések megbizhatosagat a szigoru viroldgiai
megkdzelitésben végzett alapos elemz6 munka biztositja. Filogenetikai szempontbol a herpeszvirusok
harom, igen laza kapcsolatban all6 csoportot képeznek. Egyik csoportjuk az emldsoket, madarakat és
hiilloket fertdzi, egy masik csoportjuk a kétéltiieket és halakat, mig a harmadik csoport a kagylokat. A
csoportok koziil az els6, amely mar alaposan jellemzett, harom f6 agat foglal magaba. Ezekrol
feltételezziik, hogy legkevesebb 200 millio évvel ezeldtt valtak szét, és mindegyik ledgazasi vonal
koriilbeliil 40 gént o6rokolt a kozos 0Ostdl. E virusok evolucidja megkozelitdleg egy vagy két
nagysagrenddel gyorsabban folyt, mint gazdaiké, és diverzitasuk eléréséhez felhasznaltdk a
rendelkezésre allo valamennyi mechanizmust. A valtozatossag, ami megfigyelheté mind a fajon beliil,
mind pedig a fajok kozott, egyes virusoknal (mint példaul a huméan cytomegalovirus) kiilondsen
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fokuszaba keriilnek.

Herpesviruses are enveloped, icosahedral viruses that replicate in the cell nucleus and are capable of
latently infecting their hosts for life. These pathogens are found in a wide range of vertebrate animals,
including humans, and also in shellfish, and the great majority are well adapted and highly host specific.
Their linear, double-stranded DNA genomes are 125-240 kbp in size and contain about 70-170 genes.
Complete sequences are available for over 30 species, and understanding of genomics and phylogeny is
in an advanced, though still developing, state. As with other organisms, the outcomes of analyses aimed
at describing gene layout have depended upon the criteria used. Comparative genomics has proved
fundamental, supplemented by pattern-based bioinformatics approaches, information from expression
studies, and phenotypic data. The reliability of such exercises has depended on taking a discerning
approach and on maintaining the analyses within a strong virological context. Phylogenetically,
herpesviruses fall into three tenuously related groups, one infecting mammals, birds and reptiles, one
infecting amphibians and fish, and one infecting bivalves. The first of these groups has been
characterized extensively, and comprises three major branches that are thought to have separated at least
200 million years ago, with each lineage having inherited about 40 genes from a common ancestor.
These viruses have evolved at a rate one or two orders of magnitude faster than their hosts, and have
employed all available mechanisms to generate diversity. Diversity is detectable within, as well as
between, species, and is particularly striking for certain viruses (such as human cytomegalovirus).
Consequently, the relatively recent evolution of herpesviruses is becoming a focus for investigation.

DEAK JUDIT'!, VASS ZOLTAN?

Kiilonleges lokalizacioju Mycobacterium tuberculosis fertézés

SZTE AOK 'Klinikai Mikrobiolégiai Diagnosztikai Intézet; *Fiil-Orr- Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinika,
Szeged

Foldiink lakossaganak 1/3-a, 2 milliard ember fertézott mycobacteriumokkal. A fertézések szama évrol
évre novekszik, az incidencia 8 millio, a halalesetek szama évente 2 milliéra becsiilhetd. Az AIDS
betegek, a hajléktalanok szamanak emelkedése, a migraci6 ¢és az életszinvonal csdkkenése
kovetkezményeként vildgszerte novekszik a tuberculosis esetek ezen beliil a multidrog rezisztens
torzsekkel fertézottek szama.

Evekig tartd csokkenés utan Magyarorszagon is emelkedik a Mycobacterium tuberculosis fertdzések
szama. A fej-nyak régioban leirtak ritka manifesztaciokat, az orbita és a periorbitalis tajék, a
nasolacrimalis csatorna és a szem fertdzéseit. Beszamoltak a nyelv, a gingiva, a nyel6cso, a gége
infekcioirdl és a mandibula osteomyelitisérol. Mastoiditis és parotitis gyulladasainak hatterében is
eléfordult a Mycobacterium tuberculosis.

A fiatal egészségligyi dolgoz6 2001 novemberében jelentkezett fiilfolyassal egy megyei korhaz fiil-orr-
gégészeti szakrendelésén, ahol 6t honapon at konzervativ kezelésben részesiilt, majd tympanoplasticat
végeztek. Retroauricularis abscessusat incisioval, drainage-zsal kezelték. 2002. aprilisaban keriilt a
szegedi Fil-Orr-Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinikara, ahol elészor kértek bakteriologiai, HIV
szerologiai vizsgalatot, tovabba kizartak a diabetest és a malignus folyamatot. 2002. augusztusaban
retroauricularis abscessus alakult ki. A Ziehl-Neelsen kenet festés, a Mycobacterium tuberculosis
tenyésztés €s a PCR vizsgalatok negativ eredménnyel zarultak. Novemberben faradékonysag, fogyas,
¢éjszakai izzadas, a testszerte megjelend gennyes borelvaltozasok miatt empirikus antituberkulotikum
kezelést kezdtek, elétte azonban ijabb mintat vettek PCR vizsgalatra.

A kronikus otitisek hatterében el6fordulhat Mycobacterium tuberculosis fertdzés. Az egészségiigyi
dolgozok fokozott veszélyeztetésnek vannak kitéve. Az INH, Pirazinamid, Rifamed és Sural kezelés
hatasara beteg allapota javult, azonban a fertdzésnek kitett oldalon hallasat elvesztette, leszazalékoltak.
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Nectin-1 expresszié normal és herpex-simplex virus 1 tipusaval fert6zott egér agyban

University of Illinois at Chicago College of Medicine Departments of 'Ophthalmology and Visual Sciences;
*Microbiology and Immunology; *Pathology, Chicago; Vanderbilt University School of Medicine Departments of
*Pediatrics and Microbiology; *Immunology; °Elizabeth B. Lamb Center for Pediatric Research, Nashville, USA

A nectin-1 adherenciaban szerepet jatszo fehérje a neurotrép herpes simplex virus (HSV) receptora. A
nectin-1 kifejez6désérol a kozponti idegrendszer sejtjein nem sokat tudunk. Az sem ismert, hogy a HSV
fertdzésnek van-e valami hatésa a nectin-1 kifejezédésére az agyban. A nectin-1 kifejezodésének jobb
megismerése cé€ljabol immunhisztokémiai modszerrel tanulmanyoztuk a nectin-1 kifejezodését
fertézetlen és HSV-1-el fertdzott egerek agyaban. A fertOzetlen és fert6zott egerek kozponti
idegrendszerében a nectin-1 kifejezédése a neuronokon, az ependymalis sejteken, a choroid plexus
epithelialis sejtjein, a meningoepithelialis sejteken és a vascularis endothélium sejtjein volt kimutathato.
Az oligodendrocytakon, astrocytakon és vasculdris sima izom sejteken a nectin-1 kifejezddés szintje
valtozo volt. Az intracerebralisan HSV-1-¢l fertdzott egerek agyi szovetében 5-8 nappal a fertdzés utan a
HSV-1 fehérjék nagymértékin kifejezodését figyeltiik meg a neuronokban és gyulladasos sejtekben.
Tovabba, a fertdzott agyban a nectin-1 kifejezodés jellege megvaltozott: a HSV-1-el fert6zott egerek
agyaban 1év0 gyulladasos gocok sejtjein nagymértékben valtozo volt a nectin-1 kifejez6dés, a fertdzetlen
agyi sejteken 1évo egységes kifejezodéssel szemben. Ezek a eredmények azt jelentik, hogy a HSV-1
fertdzés a nectin-1 kifejez6dés megvaltozasahoz vezet a kozponti idegrendszer sejtjein, amely

crers

DENCS AGNES, TAKACS MARIA, BERENCSI GYORGY
Phylogenetic relationship of SENV and TTV
Johan Béla OEK Virologiai Fdosztaly, Budapest

A SEN virust egy poszttranszfiizids hepatitisben szenvedd betegben fedezték fel Olaszorszagban 2000-
ben. Azota kideriilt, hogy a TT viruscsalad tagja. Cirkularis, koriilbeliil 3,8kb hosszusagl egyszali DNS
genomot tartalmaz. Eddig két atfedd, nyitott leolvasasi keretet azonositottak, amik rendkiviil nagy
valtozékonysagot mutatnak. A SEN virusnak eddig 8 genotipusat irtak le (A-H). Ezek kozil altalaban a
D és a H genotipusokat vizsgaljak részletesebben, mert ezekrdl feltételezik, hogy a nem-A nem-E
hepatitisek egy részének korokozoi. A SENV rendszertani besoroldsa még bizonytalan. Egyesek a
Circoviridae csaladon beliil az Anellovirus genusba soroljak a TTV mellett, masok szerint azonban nem
tekintheté a TTV-t6] kiillonbozo virusnak: a SENV genotipusai megfeleltetheték a TTV 3. csoportba
nukleotidsorrend-vizsgalata alapjan sziiletett. A SEN virus kimutatasat altalaban a kodold régiora
tervezett polimerdz lancreakcidoval végzik. Vizsgalataink célja az altalunk hasznalt primerekkel
felszaporitott szekvencidk genotipizalasa volt. Ezzel egyidoben informaciot szereztiink a TTV és SENV
genotipusok kodold régidvinak hasonlosagairdl €s eltéréseirdl.

Nukleotidsorrend-vizsgalatok alapjan a SEN virus D és H genotipusaira tervezett primerek specificitasa
jonak bizonyult, a SEN virus kimutatdsara szolgald vizsgalat azonban keresztreakciot mutatott: sok
esetben olyan szekvenciat eredményezett, amely legjobban bizonyos TTV genotipusokhoz (TUPB,
TUSO1) hasonlitott. Ezek a TTV genotipusok a TTV 3. csoportjaba tartoznak, azonban a vizsgalt
szakaszon joval nagyobb hasonlésdgot mutatnak a SEN virus B genotipusaval, mint mas TT virusokkal,
ami magyarazat lehet a keresztreakciora. A kapott szekvenciakat az irodalomban k6zolt SENV és TTV
genomok megfeleld szakaszaival illesztettiik és filogenetikai fat készitettiink kapcsolataik abrazolasara.
Vizsgalataink azt mutatjak, hogy a kodold régid altalunk vizsgalt szakasza alapjan a SENV genotipusai
elkiilonithetok egymastol, arra azonban nem alkalmas, hogy a SENV ¢és a TT virust megkiilonboztessiik.

SEN virus was isolated from the serum of a patient with post-transfusion hepatitis in Italy in 2000. Since
then it has been shown to belong to the TT virus family. The genome of SENV is circular single-
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stranded DNA of about 3,8 kilobases. So far two overlapping open reading frames have been identified,
which are highly variable. SENV isolates are classified into 8 genotypes (A-H). Two of them (D and H)
have been studied extensively, because they are suspected to be responsible for some of the non-A non-
E hepatitis cases. The classification of SENV is not clear yet. Some classify it into a new genus called
Anellovirus within the Circoviridae family. However, others believe it cannot be considered a separate
virus from TTV, SENV genotypes are actually TTV strains belonging to TTV group 3. This observation
is based on the analysis of the untranslated region of the genome. SENV can be detected by polymerase
chain reaction designed for the coding region.

The aim of our study was to determine the genotypes of the SEN viruses amplified by our primers. We
also acquired information on the similarities and differences in the coding regions of SENV and TTV
genotypes.

By sequencing the PCR products it was found that the genotyping primer sets designed for genotypes D
and H were specific. However the general SENV primers proved to cross-react: in many cases the
product they amplified showed the highest similarity to certain TTV isolates (TUPB, TUSO1). These
TTV strains belong to TTV group 3, but this region of their genome seems to be more similar to SENV-
B than other TTV strains, which might explain the cross-reaction. The obtained sequences were aligned
with the corresponding regions of published SENV and TTV genomes. Phylogenetic trees were
constructed to illustrate their phylogenetic relationship.

Our study shows that the stretch of the coding region we examined is suitable for determining SENV
genotypes, but it cannot be used to distinguish between SENV and TTV.

DOBAY ORSOLYA'?, ROZGONYI FERENC', SEBASTIEN G.B. AMYES®
Makrolid rezisztens pneumococcusok 23S rRNS-ének és riboszomalis fehérjéinek szekvenalasi
eredményei

'Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest; “Department of Medical Microbiology University
of Edinburgh, UK

Magyarorszagon a Streptococcus pneumoniae térzsek makrolid rezisztenciaja 35-40% koriili. Hasonldéan
az europai helyzethez, a két f6 rezisztencia mechanizmus nalunk is a kémiai médositas Erm enzimekkel,
illetve a mef gének altal kddolt efflux pumpa. Az utdbbi években azonban egyre novekvo gyakorisaggal
irnak le mutaciokat a riboszomalis RNS-ben illetve fehérjékben. Miutan 122 makrolid rezisztens torzset
leteszteltiink az erm és mef gének jelenlétére, mutaciokat kerestiink abban a 9 térzsben, amelyek vagy
negativak voltak az 0Osszes vizsgalt rezisztencia determinansra (n=3), vagy szokatlan rezisztencia
fenotipust mutattak (n=3), vagy emelkedett quinupristin/dalfopristin (Q/D) MIC-cel rendelkeztek (n=3).
A 23S rRNS II és V domain-jét, valamint a teljes L4 és L.22 riboszomalis fehérjéket amplifikaltuk, majd
a PCR termékeket tisztitds utdn szekvenalasra kiildtiik. A torzseket szerotipizaltuk és PFGE
genotipizaltuk.

Héarom mef(E) génnel rendelkezd torzs a szokasos M fenotipus helyett magas szintli makrolid és
clindamycin rezisztenciat mutatott. Mindhdrom ugyanazokat a mutaciokat tartalmazta a 23S rRNS-ben:
a mar korabban leirt T389C baziscsere mellett uj mutaciokat talaltunk a 6 ACC—GAAgg4 és T676C
poziciokban. A két utobbi hely kozelsége fontos makrolid kotohely jelenlétére utalhat. A harom tdrzs
genetikailag azonos volt és rokon a PMEN Taiwan'*-14 klonnal is, valamint szintén 19F szerotipust
fejeztek ki.

Az egyetlen 2 mg/L Q/D MIC-cel rendelkez6 torzs minddssze egy baziscserét tartalmazott a 23S rRNS
IT domain-jében (T552C). Az egyik 1 mg/L Q/D MIC-es torzs teljes genetikai azonossdgot mutatott az
egyik “negativ” torzzsel, €s ugyanazokat a mutaciokat is tartalmaztak (egy 0j és két ismert mutécio a
domain II-ben, illetve egy uj E3D aminosav csere az L22-ben). Mindketten 6-0s szerocsoportiak voltak
és ugyanazon laboratériumban is izolaltdk Oket. Ezzel szemben a masik 1 mg/L-es Q/D MIC-cel
rendelkez0 torzs, amely szintén azonos mutaciokat mutatott az egyik “negativ’’ torzzsel (1-1 mar ismert
mutacio a domain Il-ben illetve az L4-ben), attdl genetikailag, térben és id6ben is filiggetlen volt.
Mindkét esetben azonban a magasabb Q/D MIC-cel rendelkezd torzsek magasabb erythromycin és
clindamycin rezisztenciaval is rendelkeztek, amit az erm(B) gén jelenlétével lehet magyarazni. Erdekes
modon a 23S rRNS V domain-jében nem talaltunk mutaciokat, holott eddig ott irtak le a legtobbet.
Magyar makrolid rezisztens pneumococcusokat eddig nagyon kevés esetben vizsgaltak riboszomalis
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mutaciora, csak a nemzetkozi tanulmanyok keretében néhanyat. Ezenkiviil ez az elsd leirasok egyike
indokolatlanul magas szintli makrolid és clindamycin rezisztenciaval rendelkezd, mef gént tartalmazo
torzsekrél. Erdekes (j mutaciokat irtunk le a vizsgalt izolatumok 23S rRNS-ében és riboszomalis
fehérjéiben.

EL-BAHY, NASR M.
Detection of circulating filarial antigen
Minufiya University Faculty of Veterinary Medicine Department of Parasitology, Egypt

Diagnosis of filariosis by immunodiagnostic tests did not prove satisfactory since they both failed to
distinguish between active and past infections and had problems with specificity owing to their cross-
reactivity with common gastrointestinal parasites.

Circulating filarial antigen detection regarded as the most specific and highly sensitive way for
diagnosing infections. The specificity of these assays is near complete, and the sensitivity is greater than
that achievable by the earlier parasite-detection assays. Essentially all individuals with microfilaraemia
also have detectable circulating antigen, as well as do a proportion of those amicrofilaraemic individuals
with clinical manifestations of filariosis (e.g., lymphoedema or elephantiasis) but no circulating
microfilariae. Two commercial configurations for evaluation of bancroftian filariosis infections are
available, one based on ELISA methodology that yields semi-quantitative results, and the other based on
a simple card (immunochromatographic) test, yielding only qualitative (positive/negative) answers.

In this study three different ES antigens were achieved from the infective larvae. Three different
molecular weight antigens were developed. The first one at 20-25 KDa from Wucheraria bancrofti
infective larvae ES products, the second one at 70-75 Kda from Onchocrca volvulus and the third at 40-
45 KDa from Brugia miyli infective larvae. Monoclonal antibodies were developed for each protein
fraction.

Serum samples of experimentally infected hamster were tested for the presence of circulating antigen by
modified agglutination test (MAT), which is a quantitative test. The sensitivity rates were 9/10 for
Wucheraria bancrofti and Onchocerca volvulus and 8/10 for Brugia infection at end point titer 1/100.
On the other side, there was no interaction or cross reaction detected when pooled serum samples were
tested.

EMODY LEVENTE

A normal mikrobiota és a korfolyamatokban résztvevé mikrobak — evoluciés és gyakorlati
vonatkozasok

PTE AOK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet, Pécs

A normal mikrobiota a rezidens ¢és tranziens floratagok jelenléte révén a hagyomanyosan ismert
funkciok mellett egy olyan rezrvoart is képez, amely horzontalis géntranszfer utjan a korokozo
tulajdonsagokért felelés gének kicserélodésének széles lehetdségét biztositja. A mikrobak kiilonb6zo
gazdafajok kozotti cirkulacidja soran a géncserék azonos, vagy kiilonbozo fajokba tartozd mikrobak
kozott is létrejohetnek. Ezek a pathoadaptacios folyamatok a virulencia fokozoédasaban, a
gazdafajlagossag meghatarozasdban és a gazdaszervezeten beliili topizmusban egyarant szerepet
jatszhatnak.

A vitaindito ismert bakterialis toxinok, kolonizacids és invazios faktorok példain keresztiil a normal
mikrobidlis floranak a virulencia evoluciojaban betoltott szerepére koncentral, emellett exponalja a
(differencial)diagnosztikai és egyéb gyakorlati teriileteken (taxonomia, molekularis epidemiologia,
therapia és prevencio) torténd alkalmazas lehetdségeit.

EMRI TAMAS, MOLNAR ZSOLT, PUSZTAHELYI TUNDE, LEITER EVA, POCSI ISTVAN
Az autolizis és az apoptozis kapcsolatanak vizsgalata Aspergillus nidulans fonalas gombaban
DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Debrecen

A gombak autolizise egy aktiv, energiaigényes, genetikailag szabalyozott sejtpusztulasi folyamat, amely
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sok hasonlosagot mutat a magasabb rendii eukariotdk apoptdzisaval. A gombak sejthalalanak a
bonyolultsagat jellemzi, hogy szoros értelemben vett apoptozis, vagy apoptozis-szerii folyamatok
gombakban is el6fordulnak (1). Sajnos, kevés informacié all a rendelkezésiinkre a gombak
apoptozisdban €s autolizisében szerepet jatszo génekrdl, és ezen gének szabalyozasa még szintén
felderitésre var. A jelenleg e teriileten folytatott kutatasok révén valaszt szeretnénk kapni arra a kérdésre,
hogy a gombak apoptozisa és autolizise vajon ugyanazon géntermékeken ¢és szabalyozasi
mechanizmusokon alapulnak-e, vagy, alternativaként, a gombak programozott sejthalalanak két,
egymastdl fliggetlen formdjarol van szo.

Kisérleteinkben az Aspergillus nidulans autolizisét szénforras limitacioval valtottuk ki, €s ezt a
folyamatot jol lehetett jellemezni az extracellularis kitinaz és proteaz termelés ndvekedésével, valamint a
szarazanyag tartalom gyors csOkkenésével. Az ilyen autolizdld tenyészetekben jelentGsen
megemelkedett, az exponencidlisan novekedd tenyészetekhez mérten koriilbeliil tizszeresére nétt, az
apoptozis markereket mutato sejtek aranya.

Korabbi tapasztalataink alapjan (1) az autolizis jol gatolhat6 akar E vitamin adagolasaval akar a fluG gén
mutacioja nem befolyasolta a sejtek korfiiggd vitalitas csokkenését és az apoptotikus sejtek aranyat.
Ismert, hogy szfingozin szarmazékokkal az 4. nidulans apoptozisa indukalhat6 (2). A fitoszfingozinos és
a D,L-dihidroszfingozinos kezelés az autolizald tenyészetekben 2-3-szorosara novelte az apoptotikus
sejtek aranyat, de nem okozott valtozast a szarazanyag tartalom csokkenésében és az extracellularis
hidrolaz termelésben.

Osszegezve, az A. nidulans autolizise és apoptodzisa két kiilonbozo, egymastol fiiggetlen élettani
folyamatnak tlinik.

Irodalom:

1. Emri, T., Molnar, Zs., Pusztahelyi, T., Rosén, S. and Pécsi, 1. (2004) Effect of vitamin E on autolysis and
sporulation of Aspergillus nidulans. Appl. Biochem. Biotechnol., in press

2. Cheng, J., Park, T.S., Chio, L.C., Fischl, A.S. and Ye, X.S. 2003. Induction of apoptosis by sphingoid long-
chain bases in Aspergillus nidulans. Mol. Cell Biol. 23, 163-177.

EMRI TAMAS, PUSZTAHELYI TUNDE, MOLNAR ZSOLT, POCSI ISTVAN
A FluG fehérje nélkiilozhetetlen az Aspergillus nidulans autolizisének inicialasaban
DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Debrecen

A novekedés és a sporazas egyensulyat két jelatviteli utvonal, a fluG-brid és a fadA/sfaD-pkA tvonal
szabalyozza az Aspergillus nidulans fonalas gombaban. A két utvonal kozotti kapesolatot a fluG gén
biztositja. Az Aspergillus nidulans fluG génje a prokariotdk glutamin szintaz I enzimével homolog,
citoszolikus fehérjét kodol. Az e fehérje altal képzett, hipotetikus, diffazibilis molekularol feltételezik,
hogy egyszerre képes aktivalni a sporulaciot - a BrlA transzkripcios faktor indukcidjan keresztiil - és
leallitani a ndvekedést az FIbA fehérje - a FadA/SfaD G protein altal medialt jelatviteli titvonal negativ
regulatora - aktivalasaval. Vizsgalataink alapjan a FluG fehérje nélkiilozhetetlennek bizonyult az
Aspergillus  nidulans autolizisének inicidlasaban is szénforrds limitalt, Oregedd, siillyesztett
tenyészetekben. Egy, a fluG génben defektes mutans vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a FluG
fehérje részt vett az extracellularis kitindz és protedz termelésének, a pelletek szétesésének, a
szarazanyag tartalom csokkenésének és a fonalak fragmentalodasanak szabalyozasaban, ugyanakkor
nem befolyasolta szamottevéen az €16 sejtszam csdkkenését. A fluG gén autolizisre gyakorolt hatasa jol
demonstralja, hogy az autolizis egy genetikailag szabalyozott, aktiv folyamat, amely csak egy a sejtek
pusztulasat eredményez6 hatasok koziil. Minthogy a fluG génben defektes mutans autolizisét a vad
tipusu torzs fermentlevének, illetve micéliuméanak adagolasaval ki lehetett valtani, vizsgalataink
alatamasztjak azt a hipotézist is, miszerint a FluG egy kis molekulatomegii, diffuzibilis, extracellularis
faktor termelésén keresztiil fejti ki hatasat.
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ERDELYI BALAZS, SZABO ANTAL, SZELL VALERIA, IVANICS JOZSEF, ILA LAJOS,
BIRINCSIK LASZLO

A Primycin 50 éves torténete és fermentacios eldallitasanak ujdonsagai

IVAX Gyogyszerkutatd Intézet Kft., Budapest

Az els6 originalis, magyar kutatocsoport altal izolalt és leirt antibiotikum a primycin. A Gram-pozitiv
baktériumokkal, valamint a Mycobacterium nemzetségbe tartozd fajokkal szembeni antibakterialis
hatasat Valyi-Nagy és tarsai 1954-ben irtak le', fékomponensének pontos szerkezetét azonban csak
1970-ben hatéroztak meg kanadai kutatok®. A tii formaji kristalyokbol all6, homolég makrolid komplex
szine az izolalas mindsége szerint a sargas-fehértdl a hofehérig valtozhat. A primycin alkoholtartalmu
g¢l kiszerelésben, Ebrimycin markanév alatt, 1986-ban keriilt forgalomba Magyarorszagon. Jelenleg a
készitmény hazai gyogyszertarakban nem kaphato.

A primycin termeld térzset a viaszmoly larvajanak iiriilékébdl és béltraktusabol izolaltak'. A
morfologiailiag az Actinomycetes nemzetségbe tartozo torzset el0szor Streptomyces primycini-ként
nevezték meg, késdébb Thermopolyspora galeriensis, majd Micromonospora galeriensis fajnak soroltak
be’. A primycin fermentacios eldallitisat mar 1969-ben 1000 literes térfogatban sikeresen elvégezték®.
Intézetiinkben 30 évvel késObb hasonldé méretii fermentorban késziilt primycin tartalmu fermentlé.
El6adasunkban a Iéptéknovelés, a fermentacio, valamint a feldolgozas fejlesztésérdl szamolunk be.

1. Valyi-Nagy T., Uri J., Szilagyi L., Nature 174 (1954) 1105.

2. Aberhart T. et al., J. Am. Chem. Soc. 92 (1970) 5816.

3. Szabo 1. M. et al., Acta Microbiol. Acad. Sci. Hung. 23 (1976) 371.

4. Valyi-Nagy T., Kulcsar G., Acta Biol. Acad. Sci. Hung. 20 (1969) 127.

EROS-HONTI ZSOLT, JAKUCS ERZSEBET
A Thelephorales rend molekuléris taxonémiai vizsgalata
ELTE TTK Novényszervezettani Tanszék, Budapest

A Thelephorales (Basidiomycota) rendre altalanosan jellemzé a pigmentalt, mintdzott, nem amiloid,
szabalytalan alaki vagy lebenyes spora, melynek nagy apikulusza van. A termdtestek alakja a
reszupinatustol a felemelkedd, klavarioid forman at a pilotéciumig valtozhat. A termétesteket foleg
talajon vagy korhado fan talaljuk meg. A fajok egy része szaprotrof, mas része ektomikorrhiza képzo. A
morfologiai alapon nyugvo rendszerezés ellentmondasai miatt a rend tagjainak taxondmiai helyzete igen
vitatott. Munkank soran a Thelephorales rend kiilonb6z6 csoportjaibol valasztott 44 reprezentativ faj
vizsgaltuk kladisztikai (neighbor-joining, maximum likelihood és maximum parsimony), valamint
numerikus taxonomiai (ordinacids) modszerekkel. A kiillonb6z6 modszerek eredményei igen hasonlok.
A kapott csoportok jol elkiilonilo és statisztikailag is megerdsitett kladokban helyezkednek el a
torzsfakon. A két f6 csoport 0sszetétele azonban ellentmond a rend korabbi, két csaladra (Bankeraceae
és Thelephoraceae) torténd felosztasanak. A termdtest-morfologia és a sporaszerkezet elkiilonito
szerepét molekularis eredményeink nem tdmasztjak ala.

FARI MIKLOS GABOR
Bioreaktorok a névények szaporitasaban
DE ATC Zoldségtermesztési Tanszék, Orsos Otté Kertészeti Biotechnologiai Laboratorium Debrecen

A novények in vitro klonszaporitasa vilagszerte elterjedt, de nagy kézimunkaerét igényld, igéretes
biotechnoldgiai modszer. Elterjedését az is korlatozza, hogy bizonyos fajok és fajtak csak nehezen
tenyészthetdk, és/vagy nem fejlddnek tokéletesen az eddig alkalmazott in vitro nevelési feltételek kozott.
Ennek egyik kozismert magyarazata, hogy az agar-agarral és mas anyagokkal gélesitett taptalajok nem
megfeleléen szolgaljak a novények tokéletes tapanyagfelvételét és ndvekedését. A hagyomanyos
tenyésztd edényekrdl ismert, hogy a kiils6 fertézések kizarasa altalaban azzal a kdvetkezménnyel jar,
hogy a bels¢ gaztérben a hormonhatast, a biologiai oOregedést kivaltd etilén halmozodik fel. A
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mikroszaporité bioreaktorok a mesterséges megvilagitassal ellatott, un. fito-bioreaktorok egyik legujabb
alcsoportjat képezik. Ko6zos jellemzojik, hogy vegetativ szovetek, pl. riigyek, hajtasok, tovabba
gyokerek optimalis novekedésének programozott iranyitasara alkalmasak, az in vitro morfogenezist
markansan befolyasolo legfontosabb kiilsé fényezdk (fény mindsége €s mennyisége, illetve a belso
gaztér) szabalyozasaval. A magyar fejlesztésti 3R mikroszaporitd bioreaktor* a kutatast és az iizemi
szaporitast rugalmasan kiszolgalo, 1j modularis rendszer. F6 részei: (1) aszeptikus, autoklavozhatd
milanyag tenyészté modulok; (2) levegoztetd- és CO,-kezeld rendszer; (3) szabalyozott megvilagitas (4)
kézi és/vagy szamitogépes programozd-vezérld egység; (5) adatgyiijtd egység. A tenyésztd modulokba
sterilen elhelyezett inokulumok elére programozott moédon érintkeznek a folyékony taptalajjal,
cser¢lodik ki koriilottik a levegd, iranyitottan valtozik a CO, koncentracid, tovabb modosul a
megvilagitas intenzitasa, illetve a fény-sotét periddusok hossza és gyakorisaga. A 3R bioreaktor
jelentdsen ndveli mind a szaporitasi fazis, mind a gyokereztetési fazis hatékonysagat. A hat modulbol
allo 3R kisérleti bioreaktor osszesen 3.000 ml folyékony taptalajan hat hét alatt - 300 ananasz
inokulumbdl - 3000 db, 0,5 cm-nél nagyobb 1) hajtas képzodott. A kiinduld taptalaj tomegének fele a
novények szdvetébe oly moédon épiilt be, hogy azok szarazanyag tartalma a kontrollal azonos volt,
mikozben friss sulyuk 3-4-szer volt tobb. Hasonlé tapasztalatokat szereztiink banan és sok mas
kultirakkal is. A fotoszintetikus aktivitds valtozasat infravords gazanalizatorral vizsgalva
megallapitottuk, hogy a 3R bioreaktorban nevelt ndvények bandn €s anandsz fotoszintézise kialakult,
aktivitasuk a légzést felillmulta. A 3R bioreaktorban elballitott novények levelének klorofill-tartalma
megnétt, szovettani felépitésiik normalis volt. A 3R bioreaktor tenyészté moduljaiban nevelt ’in plastic’
novények autotrof életmodjuk lehetove tette a kiiiltetés okozta stressz lekiizdését.

* A kutatasokat Az AGROINVEST Rt (Budapest) dltal koordinalt, OM BIO 0136/2000 sz. program tamogatta.

FARKAS BALAZS, TAKACS MARIA

srers

Johan Béla OEK Virologiai Osztaly, Budapest

A hepatitis C virus (HCV) kronikus fertdzést okoz a megfertéz6dottek jelents részében. Létezik
tiinetmentes hordozas, de az esetek tobbségében a virus majbetegséget okoz. A hepatitis C virus a
Flaviviridae csaladba tartozik, genomja pozitiv egyszalu linearis RNS. A HCV-nek hat genotipusa
ismert. A hepatitis C ellen még nem dolgoztak ki vakcinat, elsésorban a virus nagyfokl variabilitasa
miatt.

mennyire kiilonbozik az egyes betegekben. Megvizsgaltuk, hogy van-e kimutathat6 kiilonbség ebben a
régidban a beteg, illetve a tiinetmentes egyénekben perzisztald virusok szekvenciai kozott.

Nukleinsav kivonas utan nested RT PCR technikat alkalmaztunk, majd a PCR terméket szekvenaltuk. A
szekvencidkat FastA és Clustal W modszerrel hasonlitottuk dssze egymassal és a szakirodalomban kozolt
virusszekvenciakkal, majd filogenetikai fat készitettiink.

Minden betegbdl €s tlinetmentes hordozobol szarmazéd virus nukleotid szekvencidja kiilonbozo volt a
vizsgalt szakaszon. A nukleotidok kb. negyedében tapasztaltunk valtozékonysagot. Egyes nukleotid
polimorfizmusok aminosav killonbozdséggel jartak, de az esetek tobb, mint a kétharmadaban a
nukleotid-szekvencia eltérése nem okozott aminosav-sorrend valtozast. A tilinetes és tlinetmentes
betegcsoportbol szarmazo szekvenciakban nem talaltunk csoportra jellemzé mintazatot.
nyomonkovetéses vizsgalatokra. Erdemes lenne a kiilonbozé teriileteken é16 személyek virusainak
szekvencidit megvizsgalni.

FARKAS JOZSEF '?, ANDRASSY EVA'?, POLYAKNE FEHER KATALIN'
Két hiitott félkész-étel mikrobioldgiai biztonsaganak javitasa gamma sugarzassal
'BCE Hiit6- és Allatitermék-Technolégiai Tanszék; “Kozponti Elelmiszer-tudoméanyi Kutaté Intézet, Budapest

Novekvo érdeklédés van modositott légtérrel csomagolt készételek hitott koriilmények kozotti
forgalmazasa irant. Patogén mikroorganizmusok esetleges tulélése és/vagy veliik az élelmiszer-
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feldolgozast kovetden, de a csomagoldst megeldzden bekovetkezd termék-szennyezddés azonban
kockazatot jelent, kiillonosen helytelen homérsékleti viszonyok esetén. Munkank célja az volt, hogy
megvizsgaljuk e mikrobiologiai kockazatnak gamma sugéarzassal valo csokkentése lehetdségét két ilyen
¢élelmiszer-tipus, a *Tortellini” nevi tésztakészitmény €s a rekonstrualt pulyka-mellhtsbol sajt- és sonka-
toltettel gyartott, s panirozottan enyhe elGsiitéssel eldallitott, Cordon Bleu-nek nevezett készitmény
esetén. A kisérleti tételeket, amelyeknek az dsszetétele a kereskedelmi készitményekének megfeleld volt
kb. 10* KKE/g Staphylococcus aureus-szal ( Tortellini), ill. kb. 10° KKE/g Listeria monocytogenes-szel
(Cordon Bleu) oltottuk be 20 % CO, ¢és 80 % N, gazdsszetételi csomagolast megeldzden. A beoltott
csomagokat 3 kGy (Tortellini), ill. 2 kGy (Cordon Bleu) sugiradagokkal kezeltik egy “Co
sugarforrassal. A Tortellini kisérleti tételeit 15 °C-on, a Cordon Bleu-ét 5, valamint 9 °C
hémérsékleteken tartottuk. A besugarzott csomagokkal egyiitt taroltunk megfeleld kezeletlen mintakat
is. A tarolas 4 hétig tortént. A besugarzas elott és utan, majd a tarolas kdzben hétnaponként
mikrobiologiai  vizsgalatokat végeztlink. A  tesztorganizmusok élGcsiraszamanak  szelektiv
meghatarozasa mellett az 6sszes aerob éldcsiraszamokat, a tejsavbaktériumok, az Enterobacteriaceae, a
szulfitredukalé klosztridiumok, valamint az élesztok és a penészgombak szamat is kovettiikk. A 3 kGy-s
sugaradag a Torelliniben a Staph. aureus élocsiraszamat a kimutatasi hatar (log;, KKE/g = 0.26) ala
csokkentette, s a tesztorganizmus éldcsiraszama kimutathatatlanul alacsony volt a besugarzott mintakban
a 28 napos tarolas egész idotartama folyaman, mig a Staph. aureus szam a besugarzatlan mintadkban a 8.
napra mar 10° KKE/g szintre novekedett. A Cordon Bleu-ben a Listeria szamot a sugarkezelés 6.1
logaritmikus egységnyir6l 3.5 logaritmikus egységnyire csokkentette. Az 5 °C-os tarolas esetén ez a
maradék csiraszam 3-4 héten at stagnalt, 9 °C-on azonban egy hét utan novekedni kezdett. A
besugarozatlan mintdkban a Listeria-szam 5 °C-on 4 hét alatt, 9 °C-on két hét alatt megszazszorozodott.
A szulfit-redukald klosztridiumok esetleges szama a kimutatasi hatar alatti (log;o KKE/g < 0.48) volt
minden mintdban legalabb 3 hétig, még 9 °C-on is. Az eltarthatosagot korlatozo tényezét ezen a
helytelen tarolasi homérsékleten a tejsavbaktériumok elszaporodésa jelentette. Vizsgalatainkbol az a
kovetkeztetés vonhatd le, hogy a kisérleti termékek mikrobiologiai kockazatat a vizsgalt sporatlan
patogén baktériumokat illetden a sugarkezelésnek a termékek érzékszervi mindségét még nem rontd
dozisaival jelentosen csokkenteni lehetne. A megfeleld tarolasi homérséklet azonban a mikrobiologiai
biztonsagnak kulcs-tényezdje.

E munkat az IAEA No. 11905/RB1 kutatasi szerz6dés keretében végeztiik.

FEKETE ANDREA'?, EMRI TAMAS?, GAZDAG ZOLTAN’, BLASKO AGNES’, MAJOROS
LASZLO', NAGY EMOKE®, BALLA JOZSEF °, VARGA ZSUZSA®, PESTI MIKLOS®, POCSI
ISTVAN?, GERGELY LAJOS'

Egy lipid-peroxid tolerans Candida albicans mutans jellemzése

'DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet; ’DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologia Tanszék, Debrecen; *PTE
TTK Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszek, Pécs

A fagocitdzishoz kotédo "respiracios burst" aktivalodasa soran a fagocita sejtek sokféle reaktiv oxigén
gyokdt (ROS) termelnek, amely a patogén fajokban a karos hidroxil gyokok és lipid peroxidok
emelkedett szintjét eredményezik. A patogén gombak képesek adaptalodni a ROS emelkedett szintjéhez
az antioxidans enzimek termelésének, illetve a kiilonbozé antioxidans molekuldk mennyiségének
fokozésaval.

Kisérletiink soran a lipid peroxid koncentracidé novelésével 1étrehoztunk egy stabil, lipid peroxid (fert-
butyl hydroperoxide, tert-BOOH) tolerans mutans torzset (lip-1) (MIC,..oon=16 mM) a Candida
albicans ATCC 14053 sziil6i torzsbol (lip+) (MICr-Boou=4 mM).

A mutans torzset a kiilonbozo oxidativ stresszt okozo vegyiiletekkel (H,O,, menadione, diamid, HOCI)
¢és antifungalis szerekkel (amphoterycin B, nystatin) szemben megndvekedett rezisztencia jellemezte.
Ugyanakkor, varakozasunkkal ellentétesen, kukoricaliszt taptalajon vizsgalva a mutans hifaképzés
képessége kisebb volt és a patogenitasa is csokkent, amit specifikus patogén-mentes NMRI egereken
teszteltlink.

A megnovekedett oxidativ stressz toleranciat a jelentésen megndvekedett specifikus aktivitast
antioxidans enzimeknek (glutation reduktdz, glutation peroxidaz, gliikkdz-6-foszfat dehidrogenaz)
tulajdonithatjuk, amelynek eredményeként a sziildi torzshdz viszonyitva az intracellularis szuperoxid,
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peroxid és hidroxil gyokok szintje alacsonyabb lett.

A mutans torzs 1ényegesen rosszabb ndvekedést mutatott olyan minimal tapoldatban, ahol a glicerol (1.1
- 110mM) volt az egyetlen szénforras. Figyelembe véve azt, hogy a glicerol egyszeri diffizioval jut be a
Candida sejtekbe, azt feltételeztiikk, hogy az altalunk eldidézett muticid negativan befolyasolja a
plazmamembran fluiditast és ennélfogva a permeabilitast is. Ezzel 6sszhangban jelentdsen alacsonyabb
mennyiségli egyszeresen telitetlen zsirsavat (palmitoleinsav: C16:1; olajsav: C18:1) és tdbbszordsen
telitetlen zsirsavat (linolsav C18:2; linolénsav C18:3) (p<0.03) mutattunk ki a mutans torzsben.
Ugyanakkor a mutans sejtek magasabb koncentracidoban tartalmaztak lipid peroxidokat, konjugalt
zsirsavak aranya a mutans torzsben jelent6sen megnovekedett (palmitinsav: C16:0; sztearinsav: C18:0),
mikdzben lecsokkent a mirisztinsav (C14:0) mennyisége. A neutralis lipid frakcid pedig jelentdsen
alacsonyabb mennyiségii ergoszterolt (p<0.05) és szabad zsirsavat (p<0.03) tartalmazott, mig a
definidlatlan ergoszterol szarmazékok, valamint a diacilglicerol mennyisége is szignifikansan magasabb
volt.

A mutans torzsben lecsokkent a mitokondridlis alternativ (cianid-rezisztens) 1égzés aktivitasa, amely a
bels6 membran redox potencialjanak csokkenését eredményezheti. Ez a hipotézis eldrevetiti a

c ey

antioxidativ védelmi rendszer folyamatos indukciojat.

FEKETE ERZSEBET'?, CHRISTIAN GAMAUF ?, BERNHARD SEIBOTH?

A Hypocrea jecorina gomba aldéz reduktaz génjeinek izolalasa, klonozasa és expresszidja

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék, Debrecen; *TU Bereich Molekulare Biotechnologie Institut
fiir Verfahrenstechnik, Umwelttechnik und Technische Biowissenschaften, Wien, Osterreich

Gombakban a D-xiloz, L-arabinoz és D-galaktéz lebontasakor a NADPH-fiigg6 aldoz reduktaz enzimek
(EC 1.1.1.21) végzik a megfeleld poliolla torténd redukcidt. A Hypocrea jecorina (anamorph:
Trichoderma reesei) gombaban a xiloz reduktazt kodold xyl/l gén is az aldéz reduktaz enzimesaladhoz
tartozik. A Northern analizis eredményei szerint a xy// transzkriptum D-xyl6zon és L-arabinézon a
legbdségesebb, D-galaktozon és laktozon kisebb mértékii az atirddas. A xy// hidnymutans nem csak D-
xilézon, de L-arabinozon és D-galaktozon is csdokkent mértékben nétt, jelezve, a gén az utdbbi két
szénforras hsznositasaban is szerepet jatszik. A xyll mutans H. jecorina sejtmentes kivonataban
maradvany aldoz reduktaz aktivitast talaltunk, magyarazataul a névekedés részbeni megmaradasanak. A
maradék aktivitasért felelés aldoz reduktaz(ok) felderitése céljabol a Trichoderma genom adatbazisban
(http://shake.jgi-psf.org/trirel/trirel.home. html) D-xil6z reduktazzal homolog szekvencidkat kerestiink,
¢és tovabbi 6t aldoz reduktazt (alri-5) azonositottunk. Hogy eldonthessiik, melyik vagy melyek vesznek
részt ténylegesen a D-xildéz, L-arabindéz és D-galaktéz lebontasaban, Osszehasonlitottuk az 6t gén
kifejez6dését kiilonbozo szénforrasokon a vad tipusban és a xy/l hianymutans H. jecorina torzsekben,
majd Pichia pastoris élesztOben ,,overexpresszaltuk” a géneket, meghatarozandé az atirodod fehérjék
szubsztrat specificitasat.

FEKETE PETER ZSOLT', OLASZ FERENC?, GABRIELE BLUM-OEHLER’, NAGY BELA'

F18+ enterotoxikus Escherichia coli térzsek virulencia plazmidjainak jellemzése

'MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézet, Budapest; *Mez3gazdasagi Biotechnologiai Kozpont, Godolls;
*Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie Universitit Wiirzburg, Germany

Az 0jsziilott és valasztott malacok hasmenését leggyakrabban okoz6 K88+ enterotoxikus E. coli (ETEC)
torzsek mellett az utobbi idében egyre tobb kutato figyelme fordul a kizarolag valasztott malacokban
megteleped6 F18+ ETEC torzsek fel¢, melyek malacokban -érdekes mdodon- szinte kizardlag hostabil
toxinokat (STa, STb) termelnek. Az elmult években egy ilyen F18+ ETEC prototipus térzs (Ec2173)
részletes vizsgalatanak eredményeként néhany rész adatot kozoltiink (Fekete és mtsai, MMT
Osszefoglalok, 1997, 1998, 2000, 2001), melyek kiegészitését és szintézisét az alabbiak szerint
ismertetjiilk. Az F18+ ETEC torzsek valamennyi jellemz6 tulajdonsagéaval rendelkezé Ec2173-as (0147,
NM, Hly+, F18ac+) hazai izolatum legalabb 3 nagy plazmiddal rendelkezik. Ezek koziil az Ec2173-as
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enterotoxin génjeit (sta, stb) valamint tetraciklin rezisztencia génjét a pTC jeli, mintegy 120kb méretii
konjugativ plazmid hordozza. Elézetes munkaink soran e plazmid tobb, a gazdatdrzs virulencia
jellemzoit befolyasold tulajdonsagat meghataroztuk (sta és stb enterotoxin gének szoros kapcsolata -
toxin specifikus lokusz: TSLpTC, plazmidkodolt patogenitasi sziget: PAI 12173). A pTC plazmid
replikaciés origoéjat hordozoé pPFE1 plazmid szekvencia-analizise soran kideriilt, hogy colE1 tipust.
400 bp-nyi delécio van. Szegregacios kisérletek soran vizsgaltuk a pTC plazmid valamint pPFE2 jelii
szarmazékanak stabilitasat (fennmaradasi képességét) mas colE1 tipusu origdét hordozd plazmidokkal
Osszehasonlitva. Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a pTC plazmid moédosult colE1 replikacios
origdja felelés a pTC plazmid fennmaradasaért, alacsony szegregacios gyakorisagért. Ez a colE1pTC
origd az Ec2173 torzs plazmidhaztartasat szabalyozé rendszer fontos része lehet. A pTC plazmid
konjugacids képességét feltehetden a replikacios origot kdvetd mobilizacios (mob) régid hatarozza meg.
Elvégeztilk tobb, a valasztott malacok hasmenését vagy odémabetegségét okozo F18+ E. coli tdrzs
hasonlé replikaciés kontrollmechanizmust alkalmazo F inkompatibilitasi komplexbe tartozonak talaltuk.
Konjugacioval sikertilt izolalni a fimbriatermelésért felelés pF18 plazmidot. E plazmidon minden jel
szerint ugyancsak egy sajatos virulencia géncsoport eldfordulasaval kell szamolnunk, melynek részletes
tanulmanyozasa a kozeli terveink kozott van. Vizsgalataink alapjan megallapithato, hogy az F18+ ETEC
torzsek sajatsagosan stabil plazmid haztartassal rendelkeznek, melyhez virulencia plazmidjaik (és
plazmidjaikon hordozott patogenitasi szigetek) valamint a tetraciklin rezisztencia atadasi készsége jarul.
A munka az OTKA T025729 és T034970 sz. kutatasok keretében folyt.

FERENCZI EMOKE', BAKONYI TAMAS’, MITTLERNE TOTH ETELKA', CZEGLEDI AL{Z’,
BAN ENIKO'

Egy régi-uj virus feltiinése: hazai Nyugat-nilusi 14z fert6zések idegrendszeri tiinetekkel, 2003-2004
'Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly; “SZIE Allatorvos-tudomanyi Kar Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék;
*MTA Allatorvostudoményi Kutatéintézet, Budapest

A Flaviviridae csalad Flavivirus nemzetségébe szamos emberi korokozo tartozik, koziilik Kozép-
Eur6paban meghatarozott foldrajzi teriileteken a kullancsencephalitis endémias. Bar tobb évtizede
ismert, hogy hazankban egy masik flavivirus, a West Nile (WN) virus is eléfordul, sem enzootikus, sem
epizootikus megjelenését nem tapasztaltak.

A ‘Johan Béla’ Orszagos Epidemiologiai Kézpont (OEK) (korabban Orszagos Kozegészségligyi Intézet)
Virusdiagnosztikai Osztalyan 1958 o6ta rendszeresen vizsgaljak a kullancsencephalitis virus (KEV)
korokozo szerepét akut idegrendszeri tiineteket mutatd betegeknél. 1981 ota a szeroldgiai diagnosztika
elsddleges modszere az indirekt immunfluoreszcens (IIF) vizsgalat sajat készitésii antigéneken, mind
IgG, mind IgM osztalyt ellenanyagokra. 2003. augusztusaban tobb betegbdl szarmazo vérsavo alacsony
higitasban reagalt a KEV antigénnel, azaz IgG osztalyu ellenanyag kimutathat6 volt, IgM azonban nem.
A nemzetségen beliili szerologiai keresztreakciok okan felvetddott mas flavivirus lehetséges koroki
szerepe. Noha a szerologiai vizsgalatok (haemagglutinacid gatlds) alapjan nem tartoznak azonos antigén
csoportba, korabbi ismereteink és az igen meleg nyar, valamint az augusztusi megjelenés alapjan mégis
elsdsorban a West Nile virus jott szamitasba. Az 1972-ben elsének izolalt hazai WN virussal fert6zott
Vero sejteken IIF moddszerrel elvégzett vizsgalatok eredményei 14 betegnél bizonyitottak a WN virus
koérokozo szerepét azzal, hogy igen magas titerii (legtobbszor >1280) IgG mellett specifikus IgM is
kimutathat6 volt. Néhany mintaban virusneutralizacioval erdsitettiik meg az IIF eredményeket. A liquor
mintakbol — megegyezden az irodalmi adatokkal - egyetlen esetben sem sikeriilt RT-PCR segitségével a
virus jelenlétét bizonyitani.

A megbetegedések 2003. augusztus és oktdber eleje kozott, sporadikusan fordultak eld, az orszag olyan
teriiletein, melyek nem KE endémidsak. 2004 aprilisatol jalius végéig 3 sporadikus esetet
diagnosztizaltunk, kozilik egy Izraelb6l importalt. A 17 beteg koziil 11-nél aseptikus meningitis,
négynél (egyik az importalt) encephalitis volt a klinikai diagnodzis, utdobbiakbodl egy személynél paresis is
tarsult a tiinetekhez. Halalozas nem fordult el6. Két személy viszonylag enyhe lazas megbetegedésben
szenvedett, egyikiiknek kiiitései is voltak.

Az emberi megbetegedésekkel egyiddében egy ludfarmon idegrendszeri tiinetekkel jard €s szamos
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elhullashoz vezetd jarvany tort ki. A tlinetek és korszovettani vizsgalatok eredményei valoszinisitették a
WN virus lehetséges koroki szerepét. 41 1ad 46 savomintaja Kkeriilt vizsgalatra az OEK
Virusdiagnosztikai Osztalyan WN virus specifikus ellenanyagra, 1 kivétellel pozitiv eredménnyel. Az
elhullott ludakbol RT-PCR segitségével a WN virus nukleinsavat lehetett kimutatni, valamint a
korszdvettani metszeteken végzett immunhisztokémiai vizsgalatok is igazoltak a virusfert6zést.

Tovabbi vizsgalatokat igényel, hogy: 1., a WN virus endémiassa valik-e Magyarorszagon; 2., eléri-e
azokat a teriileteket, ahol a KEV endémias; 3., mi a kovetkezménye az egymast kovetd két
virusfertézésnek, KE oltasnak (védettség?, ellenanyag fiiggd fert6zés fokozddas?); 4.,a megeldzésre
mely intézkedések, eszkdzok a legalkalmasabbak

FORGACH PETRA', TAPASZTI ZSUZSANNA', BAKONYI TAMAS', KOVAGO CSABA', CSABA
GYORGY?, RUSVAI MIKLOS'

Survey on the occurrence of bee viruses in Hungary

'Szent Istvan University Faculty of Veterinary Science Department of Microbiology and Infectious Diseases;
“State Veterinary Institute, Budapest

A mézeld méh (Apis mellfera L.) fert6zo betegségeit baktériumok, gombak és virusok okozzak. A
méhekben a virusfertézések hossz ideig tlinetmentesek maradhatnak, azonban egyes kornyezeti
tényezok (hideg, zsufoltsag) és parazitak gyengitd hatdsainak kovetkeztében olykor jellemz6 tiinetekben,
altalaban azonban a csaladok hirtelen dsszeomlasaban nyilvanulnak meg, és ezzel jelent6s gazdasagi
karokat idéznek el6.

Az elmult években a kutatok érdekl6dése a méheket megbetegitd virusok felé fordult. A vizsgalatok
eredményeibdl egyre tobbet tudunk a mézel6 méhbol eddig kimutatott 18 virus biologiai és
epidemiologiai tulajdonsagairol. A részletes genetikai vizsgalatot is lehetdvé tevd polimeraz lancreakciod
(PCR) alkalmazasaval az allomanyokat tiinetmentesen fert6zo virusok jelenlétének felderitése is
konnyebbé valt.

Kutatocsoportunk 1999 és 2004 kozott 68 magyarorszagi méhészetben, PCR alkalmazasaval végzett
méhpatogén virusok jelenlétére iranyuld diagnosztikai vizsgalatokat. A felmérés soran a génbankban
elhelyezett teljes és részletes nukleotid-szekvencidk alapjan tervezett specifikus primerek hasznalataval
hat virus jelenlétét kutattuk. A heveny méhbénulas virus (Acute Bee Paralysis Virus, ABPV) és a
deformalt szarmy virus (Deformed Wing Virus, DWV) magyarorszagi jelenlétér6l méhmintakban és
Varroa destructor atkakban mar korabban beszamoltunk. Tovabbi két virus, a koltéstomlosodés virusa
(Sacbrood Virus, SBV) és a fekete anyabolcsé virus (Black Queen Cell Virus, BQCV) hazai
eléfordulasarol most elsé izben szeretnénk beszamolni. A Kasmir virus (Kashmir Bee Virus, KBV) és a
kronikus méhbénulas virusa (Chronic Bee Paralysis Virus, CBPV) jelenlétét a felmérésben résztvevo
méhészetekben nem észleltiik.

A CBPV jelenlétére iranyuld PCR vizsgalatok soran két méhészetbdl érkez0 minta esetében a vart
nagysagu terméknél kisebb amplikon képz6dott. A termékek szekvenciaja 95%-os hasonldsagot mutatott
a génbankban elhelyezett Rhopalosiphum padi virus (RhPV) szekvenciakkal. Jelenlegi ismereteink
szerint ez a virus csak a zablevéltetiit (Rhopalosiphum padi 1L.) képes fertdézni. Eléadasunkban a
méhmintak kontaminacidja vagy az esetleges fertdzés felderitésére vonatkozo részletes vizsgalatainkat is
szeretnénk ismertetni.

Infectious diseases of the honey bee (Apis mellfera L.) can be caused by bacteria, fungi, and viruses as
well. The viral infections of bees may remain inapparent for a long period of time, but due to certain
environmental factors (i.e. cold, crowded conditions) and weakening effects of parasites, sometimes they
lead to typical symptoms of the disease. Even more frequently, the consequence of virus infection is
sudden collapse of the colony, which, hence can cause considerable economic losses in beekeeping.

In the last few years the scientific interest turned towards the bee pathogen viruses. The results of the
recent investigations revealed more and more details of the biological and epidemiological properties of
some of the 18 viruses detected in the honey bee so far. The genetic characterization of certain viruses
made the polymerase chain reaction (PCR) applicable for diagnostic submissions, and hence the
detection of inapparent virus infections in bee colonies became easier.

By the use of PCR, we performed a survey on the presence of bee pathogen viruses in samples collected
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from 68 Hungarian apiaries between 1999 and 2004. Based on the complete and partial genome
sequences deposited in the GenBank database, we designed specific oligonucleotide primer pairs for the
detection of six bee viruses in the country. The occurrence of the Acute Bee Paralysis Virus (ABPV) and
the Deformed Wing Virus (DWYV) in Hungarian bee samples and Varroa destructor mites has been
published earlier. Recently we have found the Sacbrood Virus (SBV) and the Black Queen Cell Virus
(BQCV) in our samples, so this is the first report on the occurrence of these viruses in the country.
Kashmir Bee Virus (KBV) and Chronic Bee Paralysis Virus (CBPV) were not detected in the samples
tested so far.

During the PCR investigations for CBPV, from the samples of two apiaries, a shorter amplicon was
formed in the reactions. The nucleotide sequence of the product has shown 95% identity with the
genome sequence of the Rhopalosiphum padi Virus (RhPV) deposited in the GenBank database. Up to
our current knowledge, this virus is specific to the bird cherry - oat aphid (Rhopalosiphum padi L.). We
would also like to present the results of our latest investigations, to reveal whether the presence of RhPV
is the consequence of mere contamination, or the virus is able to infect and multiplicate in the honey
bee.

FRATER TAMAS, VISZLAY RENATA, BELAFINE BAKO KATALIN, GUBICZA LASZLO
Enzimkatalitikus észterezés ionos folyadékban — a keletkezo viz eltavolitasa pervaporaciéval
VE Miiszaki Kémiai Kutatéintézet, Veszprém

Napjainkban a kornyezetbarat, tisztabb termelés igénye jelentOsen befolyasolja a gyogyszeriparban,
illetve finomkémiaban alkalmazott olddszerek megvalasztasat. Az erésen parolgd, gyakran toxikus és
tlizveszélyes szerves oldoszerek egyik lehetséges alternativai az ugynevezett ionos folyadékok. Ezek a
soszertl vegyiiletek nagyméretii szerves kationbol (pl. alkilszubsztitualt ammoénium vagy imidazolium),
illetve anionbdl (pl. tetrafluoro-borat, hexafluoro-foszfat) allnak. A nagy méret kdvetkeztében a az ionok
kozotti  elektrosztatikus  kolcsonhatas olyan kicsi, hogy szobahdmérsékleten nem alakul ki
kristalyszerkezet, tehat ezek a sok normal allapotban folyékony halmazallapotuak. Az ionos folyadékok
szamos igen kedvezo tulajdonsaggal rendelkeznek, melyek koziil a legfontosabb, hogy igen alacsony a
gbznyomasuk, igy a kornyezetterhelés, a tlizveszély és az anyagveszteség is minimalis. Tovabbi fontos
elényiik, hogy nagy a hémérsékleti stabilitasuk, valamint a kation és az anion megfelel6 modositasaval
széles korben varidlhatok bizonyos tulajdonsagaik, mint polaritas, hidrofob jelleg valamint mas
olddszerekkel vald elegyedés. Ezen utobbi tulajdonsaguk alapjan az ionos folyadékok egy adott célra
Htervezhetok”. Kutatointézetiinkben kozel két évtizede foglalkozunk természetes aromaészterek
biotechnolodgiai eldallitasaval, ezen belil kiillonb6zo alkoholok révid szénlancu savakkal torténd
enzimatikus észterezésével. A legnagyobb kihivast az etil-acetat eldallitasa jelenti az ecetsav és az etanol
erds inhibealé hatasa miatt. Az észterezési reakciokban Candida antarctica lipazt alkalmaztunk
kiilonb6z6 reakciokozegekben. Az észterezést szerves oldoszerben, n-hexanban, [bmim]PF6 ionos
folyadékban valamint old6szer mentes rendszerben, alkohol feleslegben elvégezve azt tapasztaltuk, hogy
az aktivalasi energia az ionos folyadékban a legalacsonyabb. A kovetkezd 1épésben az egyensulyt ugy
kivantuk az észterképzodés felé eltolni, hogy a keletkez6 vizet pervaporacioval folyamatosan
eltavolitottuk. Eléadasunkban 6sszehasonlitjuk a harom kiillonb6zé modszer elonyeit és hatranyait,
valamint bemutatjuk kisérleti eredményeinket, amelyek igazoljak az integralt rendszer alkalmazasanak
sziikségességét a konverzio novelése és a reakcioelegy feldolgozasa szempontjabol.

A szerzOk megkoszonik az OTKA T 037628 szamon nyujtott timogatasat.

GALGOCZY LASZLO', POCSI ISTVAN?, LEITER EVA?, PAPP TAMAS', VAGVOLGYI CSABA
Penicillium chrysogenum antifungalis fehérje hatasa jaromsporas gombakra
'SZTE TTK Mikrobiolégiai Tanszék, Szeged; “DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék, Debrecen

A Penicillium chrysogenum nagy mennyiségben valaszt ki kdrnyezetébe egy erésen bazikus, ciszteinben
gazdag kis molekulatomegii fehérjét, mely képes gatolni szamos fonalas gomba ndovekedését. A gatlo
hatds megmutatkozhat a konidiumképzésben, a hifa névekedésében és a sporak csirazasaban.

A P. chrysogenum antifungalis fehérje (PAF) jaromsporas gombakra gyakorolt hatasat atfogdan még
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nem vizsgaltak. Kisérleteink soran 23 jaromsporas gomba PAF érzékenységét teszteltiik. A vizsgalatba
bevont torzsek 16 kiilonbdz6 nemzetséget képviseltek, melyek tagjai kozott tobb fajt human és allati
mikoézisok korokozodjaként is szamon tartanak (Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusillus, Micromucor
ramanniana, Mortierella wolfii, Mortierella elongata, Mortierella nanthalensis, Mucor racemosus,
Mucor hiemalis, Actinomucor elegans, Backusella ctenidia, Backusella lamprospora, Thamnostylum
piriforme, Gilbertella persicaria, Syncephalastrum racemosum, Umbellopsis isabellina Zygorynchus
macrocarpus, Mycotypha africana, Rhizopus stolonifer, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus,
Saksanea vasiformis, Cokeromyces recurvatus, Absidia corymbifera). Kontrollként Aspergillus niger
(PAF szenzitiv) és Aspergillus terreus (PAF inszenzitiv) torzseket hasznaltunk. A PAF hifandvekedésre
és a sprorak csirazasara gyakorolt hatasat kiilonb6zd taptalajokon vizsgaltuk az 1-50 pg/ml koncentracio
tartomanyban. A ndvekedésgatlas meghatarozasa agardiffizios technikéaval tortént.

Eredményeink tobb faj esetében (M. wolfii, M. elongata, M. nanthalensis, M. ramanniana, U. isabellina,
M. africana, R. microsporus, Z. macrocarpus, A. coyimbifera) a PAF gatl6 hatasat jelezték, mind a hifak
novekedésére, mind a sporak csirazasara. Gyengeébb gatlo hatast tapasztaltunk a R. pusillus, R. miehei, B.
ctenidia, B. lamprospora, T. piriforme és a R. oryzae esetében. Nem volt kimutathatd gatlé hatas a M.
racemosus, M. hiemalis, A. elegans, G. persicaria, S. racemosum, R. stolonifer, S. vasiformis és a C.
recurvatus torzseknél. A gatlas erdssége fiiggott az alkalmazott tapkodzegtdl is (a legnagyobb gatlo
értékeket minimal taptalajon mértilk, mig a malatason nem hatott a PAF). A PAF és a hasonlo
antifungalis fehérjék jelentdsek lehetnek kiilonbozd jovobeli gyakorlati alkalmazasokban.

A kutatast az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok (OTKA F046658 és T037471) tamogatta.

GERMAN PETER, KECSKEMETI SANDOR, KISS ISTVAN

Multiplex PCR rendszerek diagnosztikai céli Kkifejlesztése baromfiallomanyok korokozé
profiljanak jellemzésére

Debreceni Allategészségiigyi Intézet Molekularis Diagnosztikai Részleg, Debrecen

A nagy létszamu baromfiallomanyokban jelentkezd és stilyos gazdasagi karokat eldidézo fertdzd tiinet-
egylittesek hatterében sok esetben szamos korokozé egyidejli elofordulasa és kartétele huzodik meg. A
gyors diagnozis felallitasait megkonnyitik azok a diagnosztikai eszk6zok, amelyek tobb kérokozorol
egyidejilleg szolgaltatnak informaciot. Az ilyen diagnosztikai rendszerek kialakitasat egy részrol
gyakorlati-technikai szempontok, masrészrdl raforditott koltség- és munkaidd megtakaritasi iranyelvek
is motivaljak. A fenti célok elérésére az egyik legalkalmasabb megkdzelitést a nukleinsav alapu
molekularis biologiai modszerek, ezek koziil is a polimeraz lancreakcié (PCR) biztositjak. A baromfi
1égzodszervi korokozoi koziill az avian pneumovirusra (APV), a baromfipestis virusara (NDV), a csirkék
fertdz0 bronchitis virusara (IBV), a baromfi fertdzo gége- és 1égesdgyulladast okozo (laryngotracheitis)
virusara (ILTV), tovabba a fontosabb, baromfit fertdzd Mycoplasma fajokra és az Ornithobacterium
rhinotracheale kimutatasara fejlesztettiink ki multiplex PCR rendszereket. Az eljarasokat technikai
alapon valasztottunk szét az RNS genommal rendelkezd APV-, NDV-, IBV-kimutato, valamint a DNS
genommal rendelkezd Mycoplasma, Ornithobacterium és ILTV specifikus multiplex PCR rendszerekre.
Jelen beszamolonkban az RNS és a DNS alapu altalanos rendszer mellett az APV, illetve az IBV
szerotipus differencialé multiplex RT-PCR rendszerek beallitasat és alkalmazasat szeretnénk bemutatni.
Az optimalizalasi munkalatok magukba foglaljak a multiplex PCR rendszer specifitasanak, valamint
érzékenységének a meghatarozasat. Az analitikai érzékenység meghatarozasahoz a PCR termékeket
plazmidba klonoztuk, majd a tisztitott plazmidok tizes 1éptéki higitasaval — ismerve a kiindulasi plazmid
képia szamat — allapitottuk meg a primerek érzékenységét real-time PCR segitségével is. A biologiai
érzékenység (TCIDsy, EIDsg) megadasahoz a kérokozok titralt mennyiségének tizes 1éptéki higitasi sorat
hasznaltuk fel a vizsgalatainkhoz. A real-time PCR-os méréseinket a kettds szalu nukleinsav
fragmentekhez interkaldloddo SYBR-Green fluorescens festék felhasznalasaval végeztiik, amely eljaras
soran szintén lehetdségiink volt a fragmentek specifitdsdnak a visszaellendrzésére is olvadas pontjuk
meghatarozasa révén. Az olvadaspont meghatarozas szamos esetben jo lehetdoséget biztosit az egyes
variansok elkiilonitésére is, mert a PCR termékeknek ez a jellemzdje a nukleotidsorrend;jiiktol és a
masodlagos struktirajuktol fiigg. Igy ugyanazzal a primer pérral szintetizalt, ugyanolyan méretd PCR
termékek kozott kiilonbséget lehet tenni az olvadaspont analizissel anélkiil, hogy a reakcioelegyet
tartalmazé csovet/kapillarist ki kellene nyitnunk, jelentdsen csokkentve ezaltal a kontaminacio
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veszélyét.

A rendszer alkalmazasaval gyors és hatékony informaciot nyerhetiink a vizsgalt allomany korokozo
profiljarol. Ezt elosegiti az is, hogy a modszer érzékenysége miatt egy reakcioban egy allomany tobb
egyedébdl szarmazd mintat is tesztelhetiink. A tovabbi fejlesztések az ujabb tipusok felismerésére,
virulencia valtozatok elkiilonitésére, valamint a vakcina-vadvirus elkiilonitésére iranyulnak.

GERMAN PETER', URSU KRISZTINA’, MARISA ARIAS®, KISS ISTVAN', BELAK SANDOR®,
ASE UTTENTHAL’

Afrikai sertéspestis virus kimutaté fret-alapt primer és préba jelolt kvantitativ (real-time) PCR
rendszer adaptalasa bioradicycler késziilékre

'Debreceni Allategészségiigyi Intézet Molekularis Diagnosztikai Részleg, Debrecen; “Orszagos Allategészségiigyi
Intézet, Szerologia Osztaly, Budapest; *Centro De Investigation en Sanidad Animal, Madrid, Espana; “National
Veterinary Institute, Uppsala, Sweden; *Danish Veterinary Institute, Lindholm, Denmark

Jelen beszamolonk egy tijszer(l, az Afrikai Sertéspestis virus (ASFV) specifikus kimutatasara alkalmas
diagnosztikai eszkoz kialakitasat foglalja magaba, amit a QLK2-CT-2000-00486 porjekt szamu EU 5.
keretprogramban valositottunk meg (http://www.multiplex-eu.org). Ase Uttenthal5 és munkacsoportja
fejlesztette tovabb a Nemzetkézi Allatjarvanyiigyi Hivatal (OIE Manual of Standards for Diagnostic
Test and Vaccine) ajanlasaban szerepld altalanos ASFV specifikus PCR diagnosztikai rendszert
kvantitativ real-time-PCR moddszerré. Munkéank soran ezen technika BIO-RAD iCycler késziilékre
torténd adaptalasanak tapasztalatait szeretnénk bemutatni. Ezt a fluoreszcens rezonancia energia
transzferen (FRET) alapul6 real-time PCR modszert, --amely egy FAM fluorescens festékkel 5° végen
jelolt primerre és Texas-Red fluorescens festékkel 3 végen jeldlt probara épiil -- a dan kollaboracios
partner fejlesztési tevékenysége soran sikeresen optimalizalta ABI-PRISM real-time PCR késziilékre. A
két késziilék detektalasi rendszerének eltérése miatt a fluorescens donor és acceptor festékek

crer

A modositott FRET alapt proba rendszerrel elvégeztiik a specifitas vizsgalatokat nyolc kiillonb6zo virus
torzson és az €rzékenység meghatarozasokat ismert titerG (UHADS0) virus izoldtumon. A virus
tenyészetekbol és a klinikai izolatumokbol szarmazo kivont nukleinsav mintakat a spanyol kollaboracios
partner bocsajtotta a rendelkezésiinkre. A modszer mennyiségi meghatarozasok mellett a termékre
specifikus proba olvadaspontjanak a mérése révén képes ndvelni a diagnosztikai eredmény
megbizhatosagat is. Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a FRET alapt real-time PCR modszer
sikeresen adaptalhatd volt a BIO-RAD iCycler késziilékre is. A modszert diagnosztikai célokra valo
felhasznalasat igéretesnek latjuk nagyfoku megbizhatosaga és érzékenysége miatt a betegséggel érintett
teriileteken.

GHIDAN AGOSTON, PESTI JOZSEFNE, KRISTOF KATALIN, ROZGONYI FERENC
Klinikai mintakbol kitenyészett enterococcusok antibiotikum rezisztenciaja
Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest

Az enterococcusok egyre gyakrabban tenyésznek ki klinikai mintakbol. Vizsgaltuk a Semmelweis
Egyetem, az Orszagos Gyogyintézeti Kdzpont és az esztergomi Vaszary Kolos Korhaz-Rendeldintézet
betegeinek klinikai vizsgalati anyagaibol (a széklet kivételével) 2001-2003 kozott kitenyészett
enterococcusok gyakorisagat, faji megoszlasat és véletlenszerien kivalasztott torzsek antibiotikum
érzékenységét. 2001-ben 8,7%-ban (n=1156) tenyészett ki Enterococcus sp. Ez 2002-ben mar 11,8%-ra
(n=2183) novekedett és 2003-ban 16,4%-ot (n=3728) ért el. A leggyakoribb species az Enterococcus
faecalis (98,5%), E. faecium (0,8%) és E. gallinarum (0,3%) voltak. Vizsgalatunk soran 128 E. faecalis
torzset gyljtottiink Ossze véletlenszertien. Ezen torzsek érzékenységét mikrodilucioval is megvizsgaltuk
az NCCLS szerint: penicillin, gentamicin, ciprofloxacin, levofloxacin, tetracyclin, nitrofurantoin,
teicoplanin és vancomycin irant.

Eredmények:

B-laktamazt termeld torzsek viszonylag ritkan fordultak elé a fent emlitett betegellatdo intézmények
pacienseibdl kitenyészett enterococcusok kozott. A quinolonok koziil a ciprofloxacinnal szembeni
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rezisztencia gyakoribb, mint a levofloxacinnal szembeni. A nitrofurantoin iranti igen gyakori
érzékenység a ritka alkalmazassal és a szer specialis hatdasmechanizmusdval magyarazhatd. A
glycopeptid rezisztencia Magyarorszagon nagyon ritka, az altalunk vizsgalt mintakbol még nem sikeriilt
izolalnunk rezisztens torzseket.

Antibiotikum Erzékeny, % Mérsékelt, % Rezisztens, %
Penicillin (n=128) 97,6 MIC <8 pg/ml) | ---- 2,3 (MIC > 13 ug/ml)
Gentamicin (n=90) 71,1 (MIC < 500 | ---- 28,8  (MIC  >500
pg/ml) pg/ml)
Ciprofloxacin (n=128) | 10,9 (MIC <1 pg/ml) | 32 (MIC 2 pg/ml) 57 (MIC > 4 ug/ml)
Levofloxacin (n=123) | 48,7 (MIC <2 pg/ml) | 4,9 (MIC 4 pg/ml) 46,3 MIC > 8 ug/ml)
Tetracycline (n=127) 5,5 (MIC <4 pg/ml) 0 (MIC > 8 ug/ml) 94,5 (MIC > 16 pg/ml)
Nitrofurantoin (n=126) | 86,5 (MIC <32 ug/ml) | 7,9 (MIC 64 pg/ml) 5,5 (MIC > 128 pg/ml)
Teicoplanin (n=128) 100 (MIC < 8 pg/ml) 0 (MIC 16 pg/ml) 0 (MIC > 32 pg/ml)
Vancomycin (n=128) 100 (MIC <4 pg/ml) 0 (MIC 16 pg/ml) 0 (MIC > 32 pg/ml)
GONCZOL EVA

A Chlamydia pneumoniae szerepe az atherosclerosis pathogenezisében
Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

Chlamydia pneumoniae (Cpn) baktérium DNS vagy antigén gyakran kimutathat6é az atherosclerotikus
(AT) plakkok sejtjeiben, de nem mutathatdé ki, vagy csak nagyon ritkan, egészséges artéria
szakaszokban. Tovabba, szeroepidemiologiai vizsgalatok, kisérleti allatmodellek adatai és in vitro
kisérletek eredményei megerdsitik azt a hipotézist, hogy az AT bizonyos formai kapcsolatba hozhatok
Cpn fertézéssel. A Cpn fertdézés bizonyos jellegzetességei megvilagithatjak a Cpn fertézés és AT
kialakulas kapcsolatdinak mechanizmusat. Ezek a jellegzetességek a kovetkezok: (1) Kronikus Cpn
fertdzések, amelyekre életképes, de nem kitenyészhetd stddiumban 1évé baktériumok jelenléte jellemzo.
Cpn perzisztencia rendszerek in vitro kialakitdsa a fertdzott kultirdk antibiotikum vagy cytokin,
els6sorban IFN-gamma, kezelésével, vagy tapanyagok, kiilondsen triptofan elvonasaval, vagy monocyta
kultarak fertézésével, vagy a fertdzott kultirak folyamatos fenntartasaval lehetséges. A Cpn
és a fert6zés reaktivacioja jellemzik (Hogan RJ. 2004). (2) A gazdasejtek megvaltozott génexpresszioja
Cpn fert6zés hatasara. Fert6zott endothél sejteken a vizsgalt 268 sejti gén koziil 20 gén fokozott
kifejezodését irtak le, amelyek kiilonboz6 cytokinek, chemokinek, novekedési faktorok és adhézios
molekulak kodolasaért felelosek (Coombes BK, 2001). Az U937 monocyta sejtvonal Cpn fert6zése a
vizsgalt 2000 gén koziil 128 gén expresszidjat valtoztatta meg, ezen gének termékei a DNS és RNS
metabolizmussal , sejt-ciklus regulacioval vannak kapcsolatban. Igen érdekes, hogy olyan gének
fokozott kifejez6dése is bekovetkezett, amelyek az AT progressziojahoz szorosan kapcsolddnak, igy a
lipid felhalmozodasban, vasoconstrictioban €s coagulacioban van szerepiik (Virok D. 2003). Fert6zott
egerek tiidejében a hisztidin dekarboxildz enzim fokozott kifejezddését irtak le, amely fokozott
hisztamin termelést eredményezhet és a Cpn fert6zés okozta gyulladasok egyik jellemzdje lehet (Burian
K. 2003). (3) A perzisztens Cpn fert6zések és hHSP60 ellenanyagok magas szintje kdzotti szinergetikus
hatasok, valamint mas pathogénekkel lezajlott fertézésekkel valo kdlcsonhatasok. Lényegesen magasabb
rizikot jelent a coronaria megbetegedés sulyossagara a magas Cpn és magas hHSP60 ellenanyag szintek
egyliittes jelenléte, és eldzetes cytomegalovirus fertézés prediszponald tényezd lehet az AT 1ézid
kialakulasara (Burian K. 2001). (4) A Cpn fogékonysagot befolyasold gazda genetikai tényezok, pl. a
mannéz kotd lektin gén polimorfizmusa (Rugonfalvi-Kiss Sz. 2002), vagy a monocyta LPS receptor
(CD14) gén promoter polimorfizmusa (Eng HL. 2003). (5) A Cpn genom genetikai kiilonbozdségei,
amelyek kapcsolatban lehetnek a baktérium vascularis tropizmusaval és pathogenitasaval. A
tirozin/triptofan permeaz gén (tyrP) kiilonbozéségét figyelték meg a vascularis és léguti torzsek
genomjaban; a léguti torzsek genomjdban tobb kdpidban, mig az érrendszeri éredetli torzsek genomjaban
csak egy kopiaban van jelen a tyrP gén. Feltételezik, hogy ez a genetikai kiilonbség az érrendszeri
torzsek fokozott perzisztenciajat okozza (Gieffers J. 2003).

42



GROSZ GABOR', SIRAK KISZTINA', JOHN H DOONAN?, FEHER ZIGMOND'

Neurospora protein-foszfataz gének heterolog expressziojanak vizsgalata Aspergillus nidulans-ban
'DE OEC Humangenetikai Intézet, “John Innes Centre Department of Cell & Developmental Biology, Norwich,
UK

Munkacsoportunk két Ser/Thr-specifikus protein-foszfatazzal foglalkozik Neurospora crassa-ban. A
ppp-1 az 1-es tipust Ser/Thr protein-foszfataz (Ppp-1) katalitikus alegységét kodolja. A pz/-1 altal
kédolt 4j tipusu protein-foszfataz katalitikus doménje nagy homologiat mutat a Ppp-1-gyel. A kozeli
rokon, ugyancsak fonalas ascomycetak kozé tartozo Aspergillusban az 1-es tipusu foszfataz katalitikus
alegységét a BIMG kodolja.

Dr. John Doonannal (Norwich, Anglia) kooperacidban végzett kisérleteink egyik célja annak igazolasa,
hogy a Ppp-1 a BimG-protein funkcionalis homoldgja, azaz az eldbbivel lehetséges-e komplementalni az
utobbi hianyat. A Ppp-1 és Pzl-1 proteinek kdzti homologiabol ugyancsak kdvetkezhet egy funkcionalis
felcserélhetéség, vagyis komplementacio (bar erre kisebb az esély). Kérdéseink megvalaszolasahoz a
fehérjek cDNS- -eit Aspergillusban mikodd expresszios vektorba (pAL3X) klonoztuk a Gateway-
rendszer segitségével, majd transzformaltuk bimG-mutans (JHD0O04) és vad tipusu (GRS) torzsekbe. A
transzformansokkal elvégzett komplementacios kisérletek eredménye meglepd volt: gy tiinik, nincs
komplementacio. Késobbiekben a megallapitds helyességét szeretnénk igazolni a génexpresszio
detektalasaval, azaz kimutatni, hogy a komplementacié6 hidnya nem a sikertelen expresszionak
tulajdonithaté-e.

Vizsgalataink masik célja a Ppp-1 és Pzl-1 proteinek lokalizacidjanak meghatarozasa GFP-fizio
segitségével. A BimG-GFP fuzios protein a nucleolus, az SPB, a hifacsucs és a szeptum teriiletére
lokalizalodik. A Ppp-1 és Pzl-1 lokalizacidja mindezidaig ismeretlen. Ezen kisérleteinkben felhasznalt
plazmidok lényegében csak a GFP-fragmentum tekintetében tértek el a korabbi konstrukcioktol. A
vizsgalt gének mindkét végére terveztiink GFP-fuziot, nem tudvan, valdjaban melyik fog miikodni.
Sikeriilt kimutatnunk a Pzl-1-GFP termék expresszidjat, amely a sejtmag kornyezetében, feltehetéen az
endoplazmatikus retikulum teriiletén detektalhato. A pontositas tovabbi citologiai vizsgalatot igényel.

A magyar-brit tudomanyos egyiittmiikodest az OM TéT Alapitvany tamogatta (GB51/01).

GYETVAI AGNES, LENKEY BELA
A metilprednizolon hatasa a Candida albicans virulenciajara
DE Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszék, Debrecen

A kortikoszteroidokat gyulladascsokkentd és immunszuppressziv hatasuk miatt széleskoriien
alkalmazzak a gyogyaszatban. A kortikoszteroid terdpiaban részesiilo betegek korében magasabb
szamban alakulnak ki gombas fertézések. Emiatt azonban a szteroid terapidval parhuzamosan gyakran
alkalmaznak antifungalis szereket, rendszerint flukonazolt. A kortikoszteroidok mikrobakra gyakorolt
rendelkezésiinkre.

Vizsgalatainkban tanulmanyoztuk, hogy a klinikai gyakorlatban széleskorien alkalmazott
metilprednizolon hogyan hat a C. albicans élesztégomba novekedésére, csirazasi €és adhézios
képességére, valamint az extracellularis hidrolitikus enzimek (aszpartat protedz és foszfolipaz)
termelésére. Megvizsgaltuk, hogy az élesztésejtekben kimutathatdé-e a metilprednizolon. Valaszt
kerestiink tovabba arra a kérdésre, hogy ezen szteroid befolyasolja-e a flukonazol, illetve egy masik
szteroid-bioszintézist gatlo szer, a lovasztatin antifungalis hatasat.

Metilprednizolon (2 mg/ml) jelenlétében nagyobb volt a C. albicans névekedési rataja, biomassza
termelése. Ezen szteroid a novekedés 24. orajara atlagosan 11%-kal serkentette a gomba novekedését.
Az ¢lesztOsejtekben sikerlilt kimutatni a metilprednizolon jelenlétét HPLC segitségével. A
metilprednizolon a flukonazol novekedésgatld hatasat nem befolyasolta, mig a lovasztatin — ami a
szterol bioszintézis egy korabbi lépését gatolja — novekedésre kifejtett gatlo hatasa 18 %-kal csokkent a
szteroid jelenlétében. A szteroid jelenlétében elGinkubalt sejtek birka szérumban vald csirdzasi
képessége jelentds mértékben nott (31%). A szteroiddal kezelt és kezeletlen sejtek aszpartat proteaz
termelésében nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget. A szteroiddal eldinkubalt sejtek foszfolipaz
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aktivitasa viszont kismértékben, de szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a kontroll sejtekéhez képest.
Vizsgalati koriilményeink kozott a metilprednizolon nem befolyasolta a sejtek miianyag felszinekhez
val6 tapadasi képességét.

Eredményeink azt mutatjdk, hogy a metilprednizolon hatassal van a C. albicans novekedésére és

srer

C. albicans altal okozott megbetegedések kialakulasanak esélyét.

HAJDU CSABA'?, SZARVAS JOZSEF *, BUIDOSO LASZLO®

Laskagomba fajok (Pleurotus spp.) nemesitési médszerei Magyarorszagon

'BCE Z6ldség- és Gombatermesztési Tanszék, Budapest; *Quality Champignons Kft. Fajtakutaté Laboratérium és
Gombacsira Uzem, Demjén

Hazankban a laskagomba-termesztésnek és nemesitésnek komoly hagyomanyai vannak. Legnagyobb
nemzetkozi elismerést a GYURKO PAL altal kinemesitett HK 35 hibrid vivta ki, amely fajta -
leszarmazottaival egyiitt - a vildg nagy részén elterjedt. A Korona Gombacsira Uzemben és Fajtakutato
Laboratoriumban 1996-ban indult be egy nemesitési program, amelyben a gyors ndvekedést, korai
termoétestképzést, magas hémérsékleti optimumot és a csokkent sporaszamot hasznaljuk szelekcios
szempontként. Munkank soran sikertilt olyan hibrideket eldallitanunk, melyek néhany nappal korabban
fordulnak termére, mint az eddig hasznalt fajtak. Ezenkiviil termesztési kisérleteket folytatunk olyan
hibrid fajtakkal, melyek a termétestképzés idején jol tiirik a 22-23 °C-ot is. Eldadasomban e nemesitési
eredményeket ismertetem.

A laskagomba-fajok (Pleurotus) nagyon kdzkedvelt, vadon €16 és termesztett eheté gombak. Megtermelt
mennyiségiiket tekintve a vilagon a harmadik, hazankban pedig a masodik helyen allnak. Ezen izletes és
egészséges fajok termesztése a jovOben vilagviszonylatban valoésziniileg emelkedni fog. Ennek oka,
hogy termesztésiik nem igényel olyan komoly technikai hatteret, gépparkot, mint a csiperketermesztés,
tovabba — intenziv lignocelluléz-bontd képességiikbol kifolyolag — alkalmasak lehetnek olyan
mez6gazdasagi hulladékok hasznositasara, melyek eddig kihasznalatlanok voltak.

Hazankban a laskagomba-nemesités egyidds a termesztéssel. Kezdetben hazai P. ostreatus és
pulmonarius fajtakat szelektaltak és adaptaltak a termesztésben. Ez a szelekciés munka az elsé idékben
kielégito volt, melynek eredményeképpen tobb allamilag mindsitett fajtat termesztettek. HELTAY Imre
— TOTH Lészlo6 — TOTH Emé — VESSEY Ede kutatok termesztéstechnologiai szabadalmai nagy
lendiiletet adtak a termesztés fejlédésének. Ezt tovabb fokoztadk GYURKO Pal hibridjei is. Az els6
allamilag mindsitett H 7 hibrid atszévetési ideje mar csak 3 hét volt, és 15-25 °C kozott is jol termett. A
H 7 egy késoi és a floridai laskagombak hibridje. Sorban azutdn kovetkeztek az tjabb hibridek, mind
jobb tulajdonsagokkal és termesztési lehetOségekkel. A G 24, HK 44 és elsésorban a HK 35 fajtak még
ma, néhany évtized elteltével is kivalo fajtdk. A HK 35-6s hibridet a H 7 és egy Olaszorszagbol
szarmazd késoi laskagomba keresztezésével nyerte a nemesitd. E hibrid és kiilonb6z6 sporafelvételei,
véltozatai meghoditottak az egész vilagot. (SZABO 1990., SZILI 1996.). Akar a HTTV-eljarasra, akar a
GYURKO-hibridekre gondolva biiszkén kijelenthetjilk, hogy a nemzetkozi szintii laskagomba-
termesztés fellendiiléséhez nagyban hozzajarultak a magyar szakemberek.

HAJDU KINGA, TOTH ERIKA
Kosok wohlfahrtiosisanak bakteriologiai vizsgalata
ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

Hazankban legtobb esetben az obligat parazita életmodot folytatdé Wohlfahrtia magnifica (pettyes
huslégy, Diptera: Sarcophagidae) felelds a legeltetett allatok, els6sorban juhok traumds myiasisaért
(sebnyiivesség), mely komoly gazdasagi és allategészségiigyi problémakat vet fel. Preventiv védekezési
modszer kutatasahoz elengedhetetlen a bantalom mikrobioldgiai hatterének ismerete. Kosok ilyen iranyu
vizsgalatara ezidaig nem keriilt sor, holott, ha jelen vannak a nyajban, fertdzddésiik valoszinilisége a
jerkékénél joval nagyobb (74,3 % : 16,5 %). Vizsgalddasaink célja az egészséges és myiasisos kosok
borfeliiletein €16 aerob és fakultativ anaerob baktérium-kozosségek feltérképezése, 6sszehasonlitasa volt.
Kosok tasakjanak egészséges €s myiasisos hamfeliileteit mintaztuk steril vattatamponok segitségével, az
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egyes mintakbol King B agaron aerob koriilmények kozott nové kolonidkbol nem szelektiv modon
baktériumtorzseket izolaltunk. A tisztitast kovetden a nedves tenyészetekb6l membranzsirsavakat
preparaltunk, ezeket HP 5890 gazkromatograf segitségével analizaltuk. A baktériumokat zsirsavprofiljuk
alapjan Syntax 2000 hierarchikus klasszifikacios programmal csoportositottuk, majd a hasonlosagi
dendrogram csoport-reprezentansait 16S rDNS szekvencia-analizisnek vetettiik ala.

Megallapitottuk, hogy mindkét esetben Gram pozitiv baktériumok kolonizaltak dominansan a
hamfeliiletet. Az egészséges teriileten tilnyomoan obligat aerob, igen széles sotoleranciaju, tobbségében
o-hemolizalo baktériumok fordulnak eld. A myiasisos teriilet mikrobakozdosségében csokken a sotlird
taxonok mennyisége, és a f-hemolizalok nagyszamu el6fordulasa jellemzd. Faji 6sszetételét tekintve az
egészséges hamfeliiletet egy igen valtozatos aktinobaktérium-kozosség népesiti be (Arthrobacter,
Microbacterium, Salinicoccus, Corynebacterium, Micromonospora, Brachybacterium, Rhodococcus,
Williamsia, Nocardioides), am ezek gyakorisadga ¢és faji gazdagsaga a fert6z0dés hatasara visszaszorul,
utat engedve egyéb mikroorganizmusok elszaporodasanak. igy kosoknal nagy szamban jelennek meg a
tasak hamjan fiziologias koriilmények kozott kis mennyiségben megtalalhatd, kozonséges talajlako
baktériumok (pl. Bacillus spp). Az intakt hamon a Streptococcus nemzetség tagjai kommenzalista
mikrobapartnerekként fordulnak eld, am a bantalom soran jelentésen elszaporodnak, hozzijarulva a
larvak tavoztaval a sebben induld gennyesedési folyamatokhoz. Sikeriilt olyan aktinobaktériumot
kimutatni (Rhodococcus opacus), mely nemzetségérdl irodalmi adatok igazoljak a Wohlfahrtia
magnificara kifejtett kemotaktikus vonzo6 hatasat. Tapasztalatainkat igéretes lenne a legyek eredményes
legeldi csapdazasanak kikisérletezésében kamatoztatni. A szekvencia-analizisek soran tobb olyan
baktériumot talaltunk, melyek hasonlosdga az eddig ismert szekvenciakkal igen alacsony, ezen
esetekben 1j taxonok (fajok, nemzetségek) leirasa kezd6dhet el.

HARCZ PETER', EMMANUEL K. TANGNI’°, PUSSEMIER LUC’, VAN HOVE FRANCOI’S,
KOVICS GYORGY J .

Gliotoxintermel6 Trichoderma virens torzsek fenologiai dsszehasonlitisa RAPD PCR médszerrel
'DE ATC Névényvédelmi Tanszék, Debrecen; “Department of Quality and Safety, Veterinary and Agrochemical
Research Centre, Tervuren; > Mycothéque de 1'Université Catholoque de Louvain, Belgium

Napjainkban széles korben alkalmaznak molekularis biologiai modszereket gombatdrzsek elkiilonitésére
vagy Osszehasonlitasara.

11 Trichoderma virens és negativ kontrollként 3 nem 7. virens torzsbol (T. harzianum, T. atroviride, T.
hamatum) izolaltunk DNS-t RAPD PCR reakcio céljabol.

A DNS kivonasit a BCCM™/MUCL laboratériumaban alkalmazott, standard eljarasokon alapuld
modszer szerint végeztiik. A DNS amplifikacioja microplate-en tortént. A fenologiai analizis az eljaras
azon a feltételezésen alapult, hogy a véletlenszertien kivalasztott primerek reprodukalhatéan képesek
amplifikalni polimorfikus savokat. A genetikai tdvolsagmatrix értékei (1-F) a PHYLIP nevii programmal
lettek szamolva és kezelve, a sulyozatlan par-csoportok modszerét felhasznalva, szamtani atlagot
szdmolva (UPGMA).

A torzsek genetikai polimorfizmusanak alatdmasztasara RAPD PCR analizist alkalmaztunk, hogy a
véletlenszerlien Osszeallitott primereket hasznalva, az amplifikalt savok jelenlétét fenologiai analizissel
értékeljiik. A PCR amplifikacioé analizisének eredményei Osszefliggést mutattak a gliotoxintermelés
meglétével, a nem termeld izolatummnal ugyanakkor az RAPD PCR megkoézelitéssel nem tudtuk
elkiiloniteni a nagy mennyiségii gliotoxint termeld torzseket. A gliotoxin mennyisége nem korrelalt a
fenoldgiai analizis eredményeivel.

HARCZ PETER', TANGNI EMMANUEL K. * PUSSEMIER LUC?, VAN HOVE FRANCOIS®,
KOVICS GYORGY J'.

Trichoderma virens torzsek gliotoxin termelése laboratériumi fermenticiés rendszerben és a
termelt gliotoxin HPLC-s detektalasa

'DE ATC Névényvédelmi Tanszék, Debrecen; “Department of Quality and Safety Veterinary and Agrochemical
Research Centre, Tervuren; > Mycothéque de 1'Université Catholoque de Louvain, Belgium
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Ebben a munkaban Trichoderma torzseket vizsgaltunk, hogy jobban megismerjiik a gliotoxin termelésiik
sajatossagait, illetve, hogy attekintsiik a gliotoxint termelé gombak taxonomiai helyét a Trichoderma
nemzetségen beliil. 11 fajt (7. harzianum (17), T. viride (17), T. longibrachiatum (12), T. virens (11), T.
koningii (10), T. polysporum (8), T. hamatum (6), T. pseudokoningii (6), T. atroviride (3), T. aureoviride
@), T. flavofuscum (1)) reprezentdldé 96 Trichoderma torzset vizsgaltunk a gliotoxintermelésiik
szempontjabol.

A toxin HPLC-vel torténd detektalasahoz a mintakat a taplevesbdl vettiik, majd ezek kozvetleniil lettek a
rendszerbe injektalva. A detektdlashoz hasznalt rendszer paraméterei a kovetkezOk voltak: (25:75
acetonitril:viz eluensként 1,0 ml min" aramlasi sebességgel, Waters 510 pumpa, WISP model 712
injektor, 270 nm hulldmhosszra beallitott detektor, ChromQuest 3.0 software. Chromsep SS (100 x 4,6
mm i.d., 3 pum alkotokkal) Microsphere C;s oszlop a CP 28141 eldoszloppal, 35°C-on, 10 pl injektalt
mennyiség).

Szintetikus és komplex tapleveseket hasonlitottunk Ossze a taplevesben novekvé gomba
gliotoxintermelése és szarazanyaggyarapodasa szempontjabol. Eredményeink azt mutattak, hogy a T.
virens torzsek statisztikailag igazolhatéoan intenzivebb micéliumnévekedést és magasabb gliotoxin-
termelést mutattak a trofofazis ideje alatt 2%-os malata taplevesben, mint szintetikusban. A nagy
mennyiségli gliotoxint termeld torzsek esetében gliotoxin szintézise kezdetben a biomassza
novekedésével parhuzamosan fokozodott, majd hirtelen lelassult.

Kilencvenhat, gliotoxin-termelé képesség céljabdl tesztelt Trichoderma torzsbdl minddsszesen tiz
(10,4%) torzs esetében tapasztaltunk gliotoxin termelést folyadékkultardban. A tiz térzs a Trichoderma
(syn: Gliocladium) virens fajt képviselte, a torzsgyljteményekben szerepld fajmeghatarozas alapjan.
Eredményeinkbdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a gliotoxin termelés a 7. virens faj sajatsaga, de
ugyanakkor gliotoxint nem termeld 7. virens torzseket is talaltunk, ami a gliotoxin termelés
képességének valtozatossagat mutatja a fajon belill. Tovabba, a gliotoxin-termelés kinetikajaban
eltéréseket tapasztaltunk a termeld torzsek kozott is. Mig a nagy mennyiségii gliotoxint termeld térzsek
esetében a termelés optimalis idészakanak az inkubaci6 48-64. ora kozotti intervalluma tiint, addig a kis
mennyiséget termel6 torzsek ez idészakban nem, vagy alig termeltek giotoxint.

HARRACH BALAZS
Adenovirusok koevolucioja gerinces gazdaikkal
MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatointézet, Budapest

A gerincesek minden jelent6sebb osztalydhoz tartozod fajbol izolaltak mar adenovirusokat. Ezek
Osszehasonlitd vizsgalata egyrészt a genom-szervezodés elemzésével, masrészt kivalasztott gének
filogenetikai analizisével folyik. Ismeretlen adenovirusokrdl is lehet eldzetes molekularis adatokat
szerezni, még sikertelen virusizolalas esetén is. Példaul a virus DNS-polimeraz génjére tervezett
degenerativ PCR primerekkel sikeresen azonositottunk és részlegesen jellemeztiink hat, 0j hillo-
adenovirust (Wellehan et al., nyomdaban). Eddigi eredményeink szerint az adenovirusok evoltcids utja
aranylag jol kovethetd a halaktol a foemlésokig, és azt csak néhany gazdavaltds bonyolitja. Ez
kivételesen szerencsés helyzetnek mondhatod, melyhez hasonlét mas viruscsaladok esetében még nem
sikertiilt talalni. Feltételeztiik, hogy az egymastol oly mértékben eltérd adenovirus csoportok, melyeknek
kiilén virusnemzetségbe sorolasa indokolt, valdjaban a gerincesek kiillonb6zd osztalyaival egyiitt
fejlodott adenovirus leszarmazasi vonalaknak felelnek meg. Ugyanakkor ugy véltiik, hogy a molekularis
jellemzés akkor is felfedi a virusok eredetét, ha gazdavaltas kovetkeztében napjainkban mas gerinces
osztaly képviseldiben is eldfordulnak. Elméletet allitottunk fel, hogy a kérédzokben és madarakban
talalhatd kiilonleges adenovirusok, az atadenovirusok, ¢si hiillokboél keriilhettek mai gazdaikra.
Hipotézisiink bizonyitékanak tekintjilk, hogy eddig minden hiillébél kimutatott (kigyo-, gekko-,
kaméleon-, szakallas agama-, gila-) adenovirus valoban az atadenovirusokhoz tartozik mind genom-
szervez6dés, mind filogenetikai rokonsag alapjan. A gerincesek feltételezett evolucidés utjanak

crer

crcr

a vizibaromfi fajokban (libaban, barbari kacsaban) talalhaté aviadenovirusok hatarozottan elkiiloniilnek
a tyukfélék szamos adenovirus fajatol. A ragcsalok adenovirusai koran elkiiloniilnek a tobbi emlds-
adenovirustol, akarcsak a ragcsalok az emlésokon belill. A féemlésokkel kozos Ostl szarmaztatott
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mokuscickany adenovirusa is monofiletikus a féeml6sok adenovirusaival. Filogenetikai szamitasok
szerint a ragadozok és paratlanujjui patasok viszonylag kozeli leszarmazasuak, és ez kimutathatd kutya-
és l6-adenovirusokrol is. A gerincesek kovetkezo ledgazasa a Cetartiodactyla, ahova a parosujji patasok
is tartoznak. Az adenovirusoknal is ennek megfeleld ledgazason taldlhatd tébb bovin, ovin és porcin
szerotipus. Az adenovirus evolucid fontos jellegzetességének latszik a genom fokozatos novekedése is.
A genom kdzépso részén talalhatd 17 gént valamennyi ma ismert adenovirus 6rokolte a kozos 6st6l. A
genomvégeken talalhatd, foként korai kifejez6désii gének azonban nemzetségenként nagy
valtozatossagot mutatnak. A legtobb genusban a genom jobb vége még gazdafajok, illetve virus tipusok
szerint is varialodik, igy elsddleges célja lehet a virusnemzetségen beliili 6sszehasonlitod vizsgalatoknak.

HATVANI LORANTl, KREDICS LASZLO?, ANTAL ZSUZSANNA? SZEKERES ANDRAS',
MANCZINGER LASZLO'
A réz hatisa biolégiai novényvédelemben felhasznalhaté Trichoderma torzsek extracellularis

tripszin-tipusu proteaz termelésére
'SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; "MTA-SzTE Mikrobioldgiai Kutatécsoport, Szeged

A Trichoderma fajok imperfekt fonalasgombak, teleomorf alakjaik az Ascomycota térzs Hypocreales
rendjébe sorolhatok. Egyes Trichoderma torzsek novénypatogén gombak hatékony antagonistai, melyre
biologiai ndvényvédelmi eljarasok alapozhatok.

A rézion a gombak novekedésének erds inhibitora, ezaltal a mezdgazdasagban széles korben alkalmazott
fungicid. Masrészr6l viszont csekély mennyiségben sziikséges a normalis novekedéshez, igy mas
fémekkel, pl. a vassal, mangannal és cinkkel egyiitt fontos nyomelem is egyben.

Az integralt ndvényvédelem fizikai, kémiai és biologiai modszerek egylittes alkalmazasan alapul. Mivel
a réz hatékony kémiai peszticid, a Trichoderma torzsek pedig potencialis biofungicidek, igy az egyiittes
alkalmazasukon alapul6, integralt novényvédelmi eljarasok dolgozhatok ki. Az ilyen stratégiak sikeres
fejlesztése  szempontjabol  rendkiviil fontos tanulmanyozni a réznek a  Trichoderma
mikoparazitizmusaban fontos szerepet jatszo enzimek aktivitasara gyakorolt hatasait.

A réz-szulfat extracellularis tripszin-tipusi protedzok termelésére gyakorolt hatdsat vizsgaltuk két, a
biologiai ndvényvédelem céljaira igéretes Trichoderma torzs — a T. harzianum T66 és a T. aureoviride
T122 — esetében, és Osszehasonlitottuk harom tovabbi vegyiilet, a mangan-klorid, vas(Ill)-klorid és cink-
szulfat hatasaival. Réz-szulfat jelenlétében a tripszin-tipust protedz enzimaktivitasok jelentés mértékben
emelkedtek, kiilonosen amikor a tenyészetek nem tartalmaztak tejport, az extracellularis proteaz
termelésének inducerét. Eredményeink alapjan a rézionok nem a kordbban termelt enzimek aktivitasat
enzimaktivitdst mutatd réz-szulfat tartalmu tenyészetek, valamint a kontroll tenyészetek feliiluszoit
gélsziiréses kromatografiaval elvalasztottuk, majd enzimaktivitdsokat mértiink az egyes frakciokban.
Réz-szulfat jelenlétében egyes extracellularis tripszin-tipust izoenzimek jelentés mértékben
taltermelddtek induktiv €s nem induktiv koriilmények kozott egyarant. Ennek a felfedezésnek
jelentésége lehet a természetes mikrobapopulaciok antagonista kolcsonhatasai  szempontjabol.
Eredményeink alapjan a Trichoderma torzsek ndovénypatogén gombakkal szembeni antagonista hatasa
az integralt novényvédelem keretein beliill fokozhatd Ilehet szubletdlis mennyiségli réz-szulfat
hozzaadasaval. Az alkalmazott réz-szulfat mennyisége rézrezisztens Trichoderma mutansokkal torténd
egylittes alkalmazas esetén ndvelhetd is lehet. Ilyen integralt novényvédelmi eljarasok alkalmazasa
megfeleld szintli ndvényvédelmet biztosithat a kornyezet rézzel torténd nagymértékii szennyezése nélkiil
is.

A munka az OTKA F037663 és az OMFB-00219/2002 tamogatasaval késziilt.

HEGEDUS ANTAL', OLDAL BALINT?*?, KECSKES MIHALY? ES BAYOUMI HOSAM E.A.F.

A novények rizoszféra kezelésének modszertani vizsgalata

'SZTE ,Juhasz Gyula” Tanarképzé Féiskolai Kar, Szeged; “SZIE Kéryezettudoményi Doktori Iskola, Mez6gazdasagi-,
Kérmyezeti Mikrobioldgia és Talajbiotechnologia Ph.D. Program, Godolls; *MTA Talajtani és Agrokémiai Kutatéintézet,
Budapest

A novényi novekedés serkentésére képes rizobaktériumok (Plant Growth Promoting Rhizobacteria;
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PGPR) kedvezd volta a gazdasagi haszonndvények termésbiztonsaganak a fokozasaban, a novényi
biomassza-produkcié ndvelésében, valamint a novényegészség védelmére gyakorolt hatasban
nyilvanulhat meg.

Az egészséges novények rizoszférajabol izolalt Pseudomonas fluorescens baktériumtdrzsek koziil a
felhasznalt névények fajspecifikus koérokozodikkal szembeni antagonista tulajdonsagokkal rendelkezd,
hormontermeld torzseket hasznaltuk fel.

A rizoszféra oltas soran tapfolyadékban szaporitott baktérium torzsekkel a vetdmagot, a
csirakezdeményt €s a vegetativ szaporitastu jarulékos gyokérkezdeményt kezeltiik, csiramentes (steril)
korilmények kozott. Felhasznalt novények: buza, arpa, kukorica, paprika, paradicsom, gerbera és a
szegfll.

A vizsgalatok soran a novények produkcios képességének valtozasat mértiik a Pseudomonas fluorescens
baktériumtorzsekkel tortént rizoszféra-kezelés hatasara. Célunk a kezelés modszertani vizsgalata volt.
Ennek soran a névényeket steril, valamint nem steril koriilmények kdzott neveltiik, ily modon a PGPR
mikroorganizmus rizoszféraban torténd megtelepedését, valamint a kifejtett élettani hatds mértékét
vizsgaltuk.

A vizsgalatok értékelését varianciaanalizis modszerével végeztik.

A statisztikai vizsgalat eredménye szerint a csiramentes talajban tortént ndvénynevelés szignifikans
modon (P = 1%) segitette eld a Pseudomonas sp. torzsek produkcios képességre kifejtett kedvezd
hatasat. A gerbera €s a paprika esetében a szignifikans eltérés nagyobb mérvii volt a hozam mindségi (P
= 1%), mint a mennyiségi (P = 10%; P = 5%) tényezdire. A ndvények talajeredetii korokozokkal
szembeni tlir6képessége szignifikdns mértében nott (P < 1%) a buza, a paradicsom a gerbera és a szegfii
novények esetében.

HERPAY MARIA

A klasszikus és molekularis médszerek harmonikus egysége a korszerii enteralis diagnosztikaban
Johan Béla OEK Bakteriologia II., Budapest

A hagyoméanyos enteralis bakteriologiai diagnosztika célja a korokozok kitenyésztése, azonositasa és
antibiotikumokkal szemben mutatott érzékenységiik vizsgalata: e cél megvalositasara a laboratoriumi
diagnosztika az un. klasszikus (fenotipusos jellemzok kimutatasan alapuld) mikrobiologiai modszerek
széles tarhazaval rendelkezik. Napjainkban is kihivast jelenthet azonban egy fakultativ patogén faj (pl.
Escherichia coli) kérokozo torzsének kimutatdsa székletbdl illetve az "emerging" (pl. STEC), "re-
emerging" (pl. V. cholerae) koérokozok torzseinek korszeri diagnosztikdja. Ezek mellett az
¢élelmiszerbiztonsag és ezzel egyiitt az élelmiszereredetli megbetegedések utobbi években tapasztalt
reflektorfénybe keriilése a klasszikus moddszerek tjra alkalmazasat illetve korszerlibb protokollokba
torténd beillesztését kivanjak meg. Tobb mint 30 éves multra tekint vissza a molekularis bioldgia
eredményein, kiillonb6z6 gének kimutatasan alapuld diagnosztikus modszerek bevezetése. A molekularis
modszerek egyrészt a baktérium detektalas, masrészt a tipizalas teriiletén valtak a baktériumok
jellemzésének eszkozévé. A diagnosztika teriiletén alapvetden a hibridizacion alapuldé un. DNS-probak
(pl. kilonboz6é enteropatogén Escherichia coli tdrzsek azonositasara szolgald probak) és az
amplifikéacios eljarasok (pl. PCR, multiplex PCR, nested PCR, NASBA, TMA) terjedtek el a fejlett
orszagokban mikddo laboratoriumokban és e modszerek bevezetése -a gyorsabb ¢s esetenként
pontosabb vizsgalati tevékenység végzése érdekében -, a hazai laboratoériumok egyik fontos feladata is.
A PCR alapu tipizalé6 moédszerek (pl. RAPD, AP-PCR) az epidemioldgiai oknyomozas, és a fert6zo
megbetegedések megeldzésének hatékony eszkozei. A megfelelé molekularis modszer kivalasztidsa nagy
koriiltekintést kivan: értékelni kell a modszer reprodukalhatosagat, stabilitasat és diszkriminalo
képességét. Gyakorlati szempontbol értékelni kell az arat, a modszer konnyii alkalmazhatosagat, és az
eredmények interpretalhatdsagat. Jelenleg ezen érzékeny molekularis diagnosztikus modszerek pozitiv
eredményeinek klinikai, illetve jarvanytani relevancidja még nem minden esetben kellden tisztazott. A
moédszerek standardizaldsanak, validalasanak és az Eurépai Union beliili harmonizalasanak folyamata
napjainkban  zajlik. Mindezek eredményeként a kiillonb6zé laboratériumok eredményei
Osszehasonlithatobba, a mennyiségi €s mindségi Osszefiiggések konnyebben megallapithatobbakka, a
modszerek jobban automatizalhatova valnak.
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HORVATH KATALIN', SZENASI ZSUZSANNA', DANKA JOZSEF', BECSAGH PETER?
KUCSERA ISTVAN', OROSZ ERIKA'

Real-time PCR for rapid and quantitative detection of Toxoplasma gondii

'Johan Béla OEK Parazitologiai Osztaly, Budapest; “Roche Magyarorszag Kft., Budadrs

A toxoplasmosis vilagszerte elterjedt fert6zo betegség, amelyet egy parazita protozoon, a Toxoplasma
gondii (T. gondii) okoz. Immunkompetens személyekben a fert6zés tobbnyire tlinetmentes ¢és
veszélytelen. Ezzel szemben életveszélyessé valhat és szamos rendellenességet idézhet el a foetusban
vagy immunkarosodott személyekben, mint példaul a HIV fert6zott és transzplanticion atesett
betegekben. Ilyen esetekben az idében megkezdett kezelés hatékonyan csokkenti a karosodas mértékét.
A toxoplasmosis hagyomanyos, szerologiai vizsgalatokon nyugvé diagnosztikaja azonban nem kell6en
hatékony és nem megfeleld ezen betegek szamara. Esetiikben a diagnoézis a parazita szovetbol vagy
testfolyadékbol torténd direkt kimutatasaval allithatdé fel. A  direkt kimutatds torténhet
szovettenyésztéssel és allatoltassal. A szovettenyésztés azonban nem kellden szenzitiv, az egéroltassal
torténd vizsgalat pedig legalabb harom hetet igényel. A PCR kikiiszoboli ezeket a hatranyokat, mivel a
szovettenyésztésnél érzékenyebb, és a diagnodzis egy nap alatt felallithato.

A ’Johan Béla’ Orszagos Epidemioldgiai Kozpont Parazitologiai Osztalyan LightCycler technologian
alapuld kvantitativ PCR-t vezettiink be a 7. gondii fert6zés megallapitdsara. A modszer az amplikon-
specifikus probak hibridizacidjan alapul, amelyekhez fluorofér molekulakat kapcsolunk. Ezek
fluoreszcencia energia transzferre képesek, amikor a proba a target szekvencidhoz kotédik. Ez a modszer
lehetové teszi az amplifikatum keletkezésének valds idejii mérését.

Vizsgalatunkban kiilonféle PCR modszerek érzékenységét hasonlitottuk 0Ossze, koztik nested,
seminested, kereskedelmi forgalomban kaphatd és LightCycler PCR moddszerekét. A kiilonbdzé PCR
vizsgalatok target génjei a B1, a SAG2 és a TGRIE gének voltak. Az egyes modszerek érzékenysége
<50 és 5000 parazita/ml kozott volt. A legjobb érzékenységet a nested és a LightCycler PCR modszerek
mutattak.

A T. gondii DNS jelenlétének meghatarozasara bevezetett real-time LightCycler PCR modszeriink
reprodukalhatd kvantitativ eredményt szolgaltat, és a DNS kivonasat is beleértve mindossze harom 6rat
vesz igénybe. Ezaltal a modszer nem csupan a parazita DNS-ének detektalasara alkalmas, de a parazita
mennyiségének mérésével a gydgyszeres kezelés hatékonysaganak nyomon kdvetése is lehetdve valik.

Toxoplasmosis is a worldwide infectious disease caused by the protozoan parasite, Toxoplasma gondii
(T. gondii). The infection is usually asymptomatic and harmless in immunocompetent patients, but can
be life-threatening or responsible for severe sequelae in fetuses or in immunocompromised individuals
such as HIV-positive and transplant patients. In these situations, early treatment significantly reduces the
extent of the damage. However, the classical diagnosis of toxoplasmosis based on serological tests is
inefficient and inadequate in these patients. Therefore, the diagnosis is based on the direct demonstration
of the parasite in tissues or biological fluids. This can be achieved by tissue culture or mouse
inoculation. However, tissue culture not very sensitive and inoculation of mice takes more than three
weeks to complete. PCR overcomes these shortcomings, because more sensitive and the diagnosis can
be confirmed within one day.

In the Department of Parasitology of the ’Johan Béla’ National Center for Epidemiology, we have
introduced a quantitative PCR for the diagnosis of 7. gondii infection based on the LightCycler
technology. This technology relies on hybridisation of amplicon-specific probes with adjacent
fluorophores capable of fluorescence resonance energy transfer when they bind to the target sequence.
This technology provides a real-time measure of the amplification product.

In our study we compared the sensitivity of PCR methods including nested, seminested, commercially
available and LightCycler PCR method. The PCR tests were targeted at the 7. gondii B1, SAG2 and
TGRIE gene. The sensitivity of the different methods varied between <50 and 5000 parasites per ml.
The best sensitivity results belonged to the nested and LightCycler PCR.

The real-time quantitative LightCycler PCR system that we have introduced for determination of 7.
gondii DNA gives reproducible quantitative results and has a fast turnaround time of less than three
hours, including the DNA extraction steps. Since, this method can be used not only to detect the
presence of the parasite DNA but also provide evaluations of the parasite load in patients, this PCR test
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should be useful for the monitoring of treatment efficacy.

IGLOI ATTILA', HERNADI FERENC?, KERESZTURI PETER', PELES FERENC ARPAD', SZABO
ANDRAS'

In vitro Candida albicans sejtdifferencialédasi modell alkalmazasa kemoterapiai kutatasokban

'DE ATC Mezégazdasagi Mikrobioldgiai Tanszék; 2OEC Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, Debrecen

A Candida albicans gombsejtes élesztéformabol csiratomléképzésen keresztiill fonalas formava
differencialodasa fontos patogenitasi faktornak tekinthet6. Ez az in vivo lejatszodd morfologiai valtozas
in vitro is eldéidézhetd. Azonban a hagyomanyos tapkozegekben nem torténik morfologiai valtozas, az
¢élesztOsejtek sarjadzassal szaporodnak. A sejtdifferencialédasi modellben lejatszoddo morfoldgiai
atalakulads révén kifejlédnek azok az alakok is (csiratomld, hifa), amelyek infekcio esetén az emberi
szervezetben is megtalalhatoak. Igy az ilyen modellek alkalmasak az in vivo viszonyokat kézelitd in
vitro vizsgalatokra.

Célkitiizésiink az volt, hogy egy olyan in vitro modellt dolgozzunk ki, amelyben a sejtek jelentds
részénél detektalhatd a fent emlitett atalakulas, majd e modell alkalmazésaval vizsgalni kivantuk mar
ismert ill. potencialis antimikotikumok gombasejt-differencialodasra kifejtett hatasat.

Elokisérleteinkben kivalasztottuk a legalkalmasabbnak mutatkozo taptalajokat és teszttorzseket, majd
vizsgaltuk az inkubacios id6 és homérséklet, az inokulummeéret, a pH, kiillonb6z6 kémiai agensek és
egyéb tényezOk hatasat elobb tobb, majd egy gombatodrzs esetében. Ezen vizsgalataink alapjan a
kivalasztott, klinikai izolatumbol szarmazd 134/95-6s C. albicans torzs esetén optimalis tenyésztési
koriilmények kozott a csiratomloképzo alakok aranya 84.9+6.1% volt.

Ezt kovetden killonbozé antifungalis szerek morfologiai atalakulast befolyasold hatasat vizsgaltuk.
Eredményeinket a kontroll szazalékaban adjuk meg. Az 5-fluorocitozin esetében nem talaltunk gatlo
hatast még igen nagy, 128 mg/l-es koncentracioban sem (87.3+11.5%). A poliének, a nystatin és az
amphotericin B 8 mg/l-es koncentracidi nagy mértékben gatoltak a csiratomloképzést (0.7+0.7% ill.
0.8+0.8%). Az imidazol szarmazékok 8 mg/l-es koncentraciojanal az econazol (7.7+4.7%) nagyobb
mértékben gatolta a csiratdémléképzest, mint a ketoconazol (35.0£11.1%) é€s a miconazol (33.5£2.5%).
Vizsgalatainkb6ol megallapithaté, hogy a sejtmembran ergoszteroljdhoz kotddd poliének, ill. az
ergoszterol szintézist gatlo azolok fejtenek ki a morfologiai atalakulasra gatlohatdst, mig a gomba
nukleinsav szintézisét gatlo 5-fluorocitozin nem. Ugy tiinik, hogy a morfoldgiai atlakulas gatlasa a
sejtmembran karositassal fligg 6ssze.

Modelliinkben potencialis antifungalis szerek szlirését kezdtiikk meg, megvizsgaltunk tobbek kozott 22
piridazin-azol vegyiiletet ill. 5 kalkonszarmazékot, melyek koziil tobb jelentdsen gatolta a morfologiai
atalakulast.

Tehat sikeriilt kidolgozni egy olyan in vitro C. albicans sejtdifferencialédasi modellt, amely alkalmas
kiilonb6zo antifungalis szerek morfologiai atalakulasra kifejtett hatdsanak kvantitativ vizsgalatara.
Sejtdifferencialodasi modelliink, a konvencionalis taptalajokkal egytitt alkalmazva, megnovelheti az 1j,
potencialis antifungalis szerek in vitro szirésének hatékonysagat.

ILYES HEDVIG', DU MUYING'"? FEKETE ERZSEBET', SZENTIRMAI ATTILA', MICHEL J. A.
FLIPPHI?, CHRISTIAN P. KUBICEK*, KARAFFA LEVENTE'

A Leloir-itvonal mutacioja megvaltoztatja a galaktézon nové Aspergillus nidulans gomba
NADPH-igényét és produkcidjat

*Southwest Agricultural University, Chongquing, China; *Centre Universitaire d'Orsay Institute de Genetique et
Microbiologie, Paris, France, *TU Bereich Molekulare Biotechnologie, Wien, Austria

Korabban bebizonyitottuk egy Leloir-utvonaltdl fliggetlen D-galaktéz lebontdsi Ut meglétét és
miikddését az Aspergillus nidulans fonalas gombaban, megmagyarazva ezaltal a galaktokinaz mutansok
(galE) novekedését D-galaktoz szénforrason. Az 1ij utvonal elsé 1épése a D-galaktoz galaktitolla
redukalodasa. Az A. nidulans dializalt sejtmentes kivonata NADPH jenlétében a galaktozt galaktitolla, a
galaktitolt NADP'-fliggé moddon galaktozza alakitja; a kozremiikddd enzimet azonban még nem
ismerjilk. Mivel emlds sejtekben a D-galaktoz galaktitolla torténé redukcidjat az alddéz reduktaz
katalizalja, a gomba aldoéz reduktaznak pedig szubsztratja a galaktdz, feltételeztiik, hogy ez az enzim
felelOs a redukcioért.
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A D-galaktoz lebontas alternativ utja csak akkor miikddik, ha nitrogénforrasként ammonium ionokat
hasznalunk; nitrat ionokon inaktivva valik. Ezt az aldoz reduktaz NADPH-igényével magyaraztuk, ami a
szintén NADPH-igényes nitrat és nitrit reduktaz egyiittes hatasa miatt meghaladhatja a sejt NADPH-
termeld kapacitasat. Hipotézisiink teszteléséhez az oxidativ pentdz-foszfat ciklus elsd két enzimének
(gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz, 6-foszfoglitkonsav dehidrogenaz) aktivitasat vizsgaltuk meg kiilonb6zo
szén-¢és nitrogénforrasokon, vad tipust és gal/E mutans sejtekben. Az aktivitasi értékeket a szukcinat
dehidrogenaz aktivitashoz viszonyitottuk, kikiiszobdlve ezaltal a ndovekedési rata eltéréseibdl adodo
hibakat. Megallapitottuk, a micéliumok képesek ellensulyozni a megnovekedett NADPH-igényt — ezt az
enzimaktivitisokbol — szamolt NADPH-termelési rata fokozddasa jelezte NADPH-igényes
szubsztratumokon. A lebontasahoz moélonként 2 m6l NADPH-t igénylé L-arabin6zon + nitrat ionokon
novesztve a galE mutans €és a vad tipust tenyészetek megegyez6 biomassza képzdodési €s L-arabinoz
lebontasi ratat mutattak. Mindezek miatt ugy véljik, az A. nidulans galE mutans D-galakt6z + nitraton
észlelt ndvekedési képtelensége nem magyarazhato NADPH-hiannyal.

IMRE ARIEL', OLASZ FERENC? NAGY BELA'

Salmonella enteritidis torzsek célzott transzpozon-mutagenezise és a mutansok geno- és
fenotipusanak vizsgalata

'MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézet, Budapest; “Mez6gazdasagi Biotechnologiai Kézpont, Godo116

Munkank soran, amely az NKFP keretében zajlo Salmonella-vakcina fejlesztés része, flagellin-hianyos,
negativ fehérje-markerrel ellatott torzseket terveztiink 1étrehozni irdnyitott mutagenezissel. Az iranyitott
mutagenezis végrehajtasahoz a vad tipust IS30 transzpozazt fhzionaltattuk a flagellin fazisvaltasban
szabalyozo szerepet betdltd, S. typhimurium-bol szarmazé FIjA represszor-fehérjével. A fuzids
konstrukcié elméletileg az FIjA kotdhelye, azaz a flagellin operon operatoranak kérnyezetében idéz el
mutaciokat, igy hatékonyabb, mint a random transzpozon-mutagenezis. Az elvégzett iranyitott
mutagenezis eredményeként a baromfi eredetli S. enteritidis 16-0s és S.E. 11-es torzsiinkbdl izolalt
mutansok t6bb mint 50%-a csokkent motilitast mutatott, mig a vad tipust transzpozaz esetén csak 2,5%-
nak csokkent a mozgasképessége. A S.E. 11-es torzsbol négy olyan mutanst sikeriilt eléallitanunk,
amelyek csillotermelésiiket és mozgasképességiiket irreverzibilis modon elveszitették. Ezzel szemben a
kontrol vad IS30-cal elvégzett mutagenezis hasonld szami mutansa kozott nem talaltunk nem-mozgo
torzset. Szamos olyan mutanst is analizaltunk, melyek mozgasképessége Iényegesen csokkent. Ezek az
inszerciok az E. coli arcA éaltalanos expressziés modulator gén kornyezetében fordultak el nagy
gyakorisaggal. Az igy eloallitott, flagella nélkiili, ezaltal negativ fehérjemarkerrel ellatott torzsek
virulencidjat csibemodellen teszteltiik. Az oralis uton fert6zott naposcsibék méajaban és 1épében
vizsgaltuk a mutans torzs megjelenését, valamint az allatok vakbéltartalmaban elért csiraszamot mértiik
Ot nappal a fert6zés utan. Eredményeink szerint a flagellin hidnyos torzs a szervi invaziot tekintve
kevésbé virulens a sziildi S. enteritidis 11 torzsnél, a vakbélben viszont magasabb csiraszamokat képes
elérni.

A munkat az NKFP 04/040/2001 tamogatta.

JAKUCS ERZSEBET, KOVACS M. GABOR, EROS-HONTI ZSOLT
Uj tomentelloid ektomikorrhizak alféldi lomboserdeinkbél
ELTE TTK NovényszervezettaniTanszék, Budapest

Az un. ’tomentelloid’ ektomikorrhizdk (EM) mikobiontadi a Tomentella és néhany kdzel rokon
nemzetség (Thelephoraceae, Basidiomycetes) tagjai. A Nagyalfold lombos erdeiben (Populus és
Quercus) végzett négyéves vizsgalat soran kilenc tomentelloid EM morfotipust mutattunk ki. Ebbdl 6tot
elsoként jellemeztiink mikroszképos morfologiai és anatdomiai modszerekkel. A mikorrhizak
végeztiik el (neighbor-joining, maximum parsimony és maximum likelihood). Ennek soran 18 sajat
mikorrhiza szekvenciat és 36 génbanki, termdtestbdl szarmazod szekvenciat hasonlitottunk Ossze. Faji
szintll meghatarozast végeztink a Tomentella galzinii, T. subtestacea, T. sublilacina, T. pilosa, T.
ferruginea és T. stuposa esetében, a tobbi harom morfotipus taxonomiai helyzetét pedig sikeriilt
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megkdzeliteni. Az eredményeket az irodalmi morfologiai adatok alatamasztjak. Megbecsiiltiik az EM
morfotipusok relativ abundancia értékeit a talajmintakban. Eredményeink magas diverzitast és
abundanciat mutatnak és meger6sitik, hogy a tomentelloid ektomikorrhizak a mérsékeltovi lomboserddk
EM kozosségeinek jelentds tagjai.

JANKOVICS ISTVAN, VISNYOVSZKY EVA, BERENCSI GYORGY
A magyar influenza oltéanyag térténete
Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

Az Orszagos Kozegészségiigyi Intézet Virologiai Osztalya a Rockefeller Alapitvany altal 1936-ban
1étesitett Kozép-Eurdpai Influenza Kozpontbol fejlodott ki. 1937-ben izolaltak az elsé influenza virust
vadaszmenyéten — R.M Taylor és tanitvanya, Dreguss Miklos. A kdvetkezd években az embrionalt
tytktojason vald tenyésztést is bevezették. A haborus éveket kdvetden az 1949-es influenza jarvany
virologia feldolgozasarol mar Farkas Elek és Takatsy Gyula szdmolt be a Népegészségiigy hasabjain. Az
0 tanitvanyuk volt Domok Istvan, aki az 1950-51 évi influenza jarvanyt feldogozta, és Magyarorszagon
el6szor izolalta az influenza C virusat.

Az 50-es évek intenziv kutatomunkajat a Takatsy féle mikrotitrator felfedezése lényegesen
meggyorsitotta. 1962-t61 megkezd6dott az influenza elleni oltdanyag eldallitasa is az OKI Viroldgiai
Osztalyan. A kezdeti néhany tizezer dozis 1968-ra — a Hong Kong-i pandémia kezdetére mar néhany
szazezerre novekedett. A Hong-Kong jarvany kezdetéig 600 ezer adag véddoltast termelt az intézet, ami
kétszerese volt a Nagy-Britannidban rendelkezésre all6 mennyiségnek.

A 80-as években kidolgoztak a magas hozamu (high yield) reasszortansokat. Sokat fejlodott a vakcina
ellenérzésének feltételrendszere is. Elkeriilhetetlenné valt a véddoltas gyartasanak a modern technologia
szerint megvalositott termelése, ami jelentds beruhazasok nélkiil nem volt lehetséges.

A WHO a varhaté vilagjarvany miatt szintén szorgalmazta mas nemzetkozi szervezetekkel
egylttmikodve az orszagok oOnerejii felkésziilését a pandémidra. Ennek is 0 oltéanyag-termeld
kapacitas létrehozasa volt a feltétele, amely az ij pandémids altipus megjelenése utan rovid idovel képes
a lakossag jelentds része szamara, kiilondsen a veszélyeztetett betegcsoportok szamara, a szokasos
oltdanyag mennyiség tobbszordsét eldallitani.

Az OEK szakembereinek kozremiikodésével, Domok dr. vezetésével, a 90-es évek kozepére a feltételei
1étrejottek: pandémia veszélye esetén nagyon rovid id6 alatt GMP-konform koriilmények kozott kdzel 5
millié dézis hazai oltdanyag eldallitasara alkalmas gyartokapacitas all rendelkezésre.

Az elmult évtizedben az influenza laboratoriumi surveillance fokozatosan léguti surveillance szintjére
emelkedett nem utols6 sorban a jarvanytanaszok és vakcina termeldk anyagi és erkolcsi tamogatasaval.
Az adjuvanssal mukodo inaktivalt, tisztitott teljes virust tartalmazd, védoéoltds szinte kizarolag
Magyarorszagon maradt meg a vilagon, amelynek a tojasfehérje tartalma lényegesen alacsonyabb, mint
a kiilfoldon gyartott oltdoanyagoké. A kovetkezd influenza vilagjarvany fenyegetése felveti annak
lehet6ségét, hogy a vilag mas termeldi is visszatérnek ennek az oltdanyagnak a gyartasara, hogy
nagyobb tomegii és kevésbé artalmas vakcinakkal lehessen megel6zni a vilagjarvany kovetkezményeit.

JENEY APOR', BEKI EMESE', KESZTHELYI ANITA"?, HORNOK LASZLO'

Fonalasgombak aminosav transzporterei

'Mez6égazdasagi Biotechnologiai Kutatokozpont; *SZIE Mezégazdasagi Biotechnologiai és Mikrobioldgiai
Tanszék MTA Mikologiai Kutatocsoport, Godollo

A fonalas gombak aminosav transzportereit (permeazait) a Neurospora crassaban elfogadott felosztas
szerint Ot csoportba soroljak. Az 1. csorportba tartozé transzporterek a neutralis alifas és aromas
aminosavak felvételében mikddnek kozre, a 2. csoportba tartozok a bazikusakéban; a 3. csoportot az Gn.
altalanos aminosav transzporterek alkotjak, a 4. a savas transzport rendszer, mig az 5. specifikusan a
metionin felvételében vesz részt. Az aminosav transzport rendszerek tanulmanyozéasa hozzajarul a
gombak novekedésének, életciklusanak és szekunder metabolit termelésének szabalyozasara meglevo
ismereteink boviiléséhez.

A vilagszerte elterjedt, mikotoxintermeld, ndvénykorokozo Gibberella fujikuroi gombaban életciklus-
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specifikus transzkripcios folyamatokat vizsgaltunk. E munka soran azonositottunk egy feltételezett
aminosav transzporter gént, amely er0s expressziot mutatott a konidiumcsirazas allapotaban és
represszalt allapotban volt a késdi stacionaris fazisban. A gén szekvencia elemzése alapjan a feltételezett
kodolo régioban két ORF-et azonositottunk (156 és 1227 bp hosszusaguakat), amelyek kozott egy rovid
(53 bp hosszisagu) intron helyezkedik el. A rovidebbik ORF transzlacios startja eldtt, 986 bp
hosszlisagl szekvencia szakaszon jellegzetes CAAT boxokat azonositottunk, amelyeknek bizonyitottan
szerepilk van a transzkripcios szabalyozo faktorok megkotésében. Talaltunk tovabba olyan, kétszer
ismétlodé TGACTC szekvenciat, amely a Neurospora crassa esetében az aminosav bioszintézis
altalanos szabalyozasaban résztvevd CPC1 fehérje felismerd szekvencidja. A feltételezett aminosav
transzporter gén a Penicillium chrysogenum aromas és neutralis alifds aminosav permeazat kodolo
génjével, valamint a Neurospora crassa tin. metiltriptofan rezisztens (mtr) génjével mutatott meggy6z6
azonossagot, ami azt sugallja, hogy ez az Gjonnan leirt gén a transzporterek 1. osztalyaba tartozik.
Ujdonsagnak szamit, hogy a G. fujikuroi ezen Gj aminosav transzporter génje erds expressziot mutatott
csirdzaskor, szemben a késOi stacionaris fazisban észlelhetd represszaltsaggal. Eddigi adatok szerint
ugyanis, a fonalas gombak 1., 2. és 3. csoportjaba tartoz6 aminosav transzporterek konstitutivan
expresszalodnak.

A kutatast az OTKA T37546 és T43221 palyazatok tamogattak.

JUHASZ AKOS, ENGI HELGA, HAMARI ZSUZSANNA
Aspergillus tubingensis torzsek mtDNS analizise
SZTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged

Az Aspergillus genus a fonalas Ascomycota mikroszervezetek egyik legintenzivebben tanulmanyozott
csoportja. Az altalunk vizsgalt Aspergillus tiibingensis a szakzsargon altal fekete Aspergillusok (Section
Nigri) néven emlegetett csoportba tartozik. A szekcioba tartozo fajok imperfektek, ezért jelentds az
izolatumok kozotti inter-(fajok kozti), és intraspecifikus (egy fajba tartozd izolatumok kozotti)
variabilitas. Kiilonosen a mitokondrialis genom mutat jelentdés polimorfizmust. Korabbi kutatasok
szamos ide tartozé faj mitokondrialis DNS (mtDNS) polimorfizmusat mar vizsgaltak, és kideritették az
eltérések okat. A munkank célja az 4. tiibingensis mtDNS variabilitdsanak vizsgalata, és a kiillonbségek
okainak kideritése volt.

Az Aspergillus tiibingensis mtDNS RFLP (restrikction fragment length polymorphisms) mintazat
alapjan hat csoportba oszthatd (2a-2f). Elkészitettiik a hatféle tipus részletes fizikai térképét EcoRI és
Bglll restrikcios enzimekkel. A funkcionalis térképeket Southern-hibridizacio és PCR termék
méretdsszehasonlitasa alapjan szerkesztettik meg. A 2b tipus funkcionalis és hat-enzimes részletes
fizikai térképe korabbi vizsgalatok eredményeként rendelkezésiinkre allt, az adatokat 6sszehasonlitasi
alapul hasznaltunk fel munkéank soran. A kiilonb6z0 tipust mitokondrialis genomok mérete 30,5-33,0 kb
kozott valtozott. A megfigyelt mtDNS RFLP polimorfizmus és a méretbeli eltérések ellenére a
restrikcios hasitohelyek egymashoz viszonyitott elhelyezkedése sok azonossdgot mutatott. A gének
szama ¢és sorrendje megegyezett a kiilonb6zé mtDNS-ekben. A mitokondridlis genomok méretében
mutatkozo eltéréseket vizsgalataink alapjan a coxl és a cob gén eltérd introntartalmara vezethettiik
vissza. Korabbi vizsgalatok eredménye alapjan a 2b mtDNS tipus cox1 gén szekvencidja ismert, a gén
harom intront tartalmaz. PCR primereket terveztiink a 2b exonjaihoz, amelyeket felhasznalva és
egymassal kombinalva a 2b cox1 gént tobb atfedd részletben, valamint a harom intront kiilon-kiilon fel
tudtuk szaporitani. Ezen primerek segitségével megvizsgaltuk a 2a, 2c, 2d, 2e és 2f coxl gének
lehetséges introntartalmat. A PCR eredmények alapjan kapott intronmegoszlas megfelelt a térképek
cox1 régiokban mutatott méretbeli eltéréseinek, amely végso soron befolyasolta a mitokondrialis genom
végsd méretét. A két legnagyobb genommal rendelkez6 torzs a 2b és 2e (33,0 kb) volt. Ezekben mind a
harom cox1 intron megtalalhato. A 2c tipusi mtDNS a legkisebb méretii (30,5 kb), a cox1 gén csak egy
intront tartalmazott. A 2a és 2d mtDNS-ek koztes méreteket mutattak (32,3 és 32,1 kb), a cox1 génjiik 2-
2 intront tartalmazott. A 2fmtDNS tipus szintén kettd coxl intront hordozott, mérete azonban
nagyobbnak bizonyult (32,7 kb) a szinten két cox1 intronos 2a és 2d-hez hasonlitva. Ennek oka, hogy a
2f tipus cob génje feltételezhetden (szekvenciaanalizis folyamatban van) legalabb egy intront tartalmaz,
amely megmagyarazza a 2a és 2d-hez viszonyitott nagyobb mtDNS méretet.
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JUHASZ ATTILA', OTVOS RITA', VERESS IMRE', NEMET TAMAS?, IFJ. GERGELY LAJOS’,
SZABO EVA', HUNYADI JANOS'

Parapoxvirus zoonosis, esetismertetés

'DEOEC Bérgyogyaszati Klinika, “DE OEC Patholégiai Intézet, *DE OEC III. Belgyogyaszati Klinika, Debrecen

K.A. 36 éves férfibeteg hajas fejborén, felvételét megeldzden 3 héttel keletkezd egy dionyi, egy babnyi
és egy lencsényi exulceralddott hyperaemias kornyezetli tumorok miatt keriilt felvételre. Miitét el6tti
sebvaladék tenyésztése MRSA pozitiv, amely moxifloxacin kezelésre reagalt. Vancomycin profilaxisban
végzett pyogen granulomanak véleményezett tumorok in toto excisioja local anasthesiaban tortént. A
fagyasztott metszet melanomat nem valdsziniisitett, de angiomatosus tumor ill. B-sejtes lymphoma
lehetosége vetddott fel. Az elébbiek és a beteg foglalkozasa korében, rendszeresen allatokkal torténd
kontaktusa miatt tovabbi vizsgalatok torténtek brucellosis, toxoplasmosis, leptospirosis, borreliosis,
bartonellosis. A végleges szovettani vélemény T-sejtes low grade lymphomanak megfeleld
lymphomatoid papulosis, melynek sejtjei és immunhisztokémiai fenotipusa alapjan anaplasticus
nagysejtes lymphoma korai transzformacidja vetddott fel. Ezért és a bal axillaris nyirokcsomok
tapinthaté megnagyobbodasa miatt a beteg teljes hematologiai kivizsgalasra és gondozasba vételére is
sor keriilt. Az angiomatosus tumor és/vagy lymphoma lehetséges hatterének kutatasara gamma-
herpesvirusok iranyaba tortént vizsgalat.

A célzottan végzett, zoonosisok iranyaba tortént vizsgalatok nem hoztak érdemi eredményt. A
hematologia vizsgalatok non-Hodkin lymphoma irdnyaba kezelés nélkiili kdvetést javasoltak.

A gamma-herpesvirusok iranyaba torténd vizsgalat a herpesvirusok DNS-polimerdaz génjének
consensus-PCR reakcidjaval keriilt megkozelitésre. A reakcido eredményeként a mintabol a herpesvirus
pozitiv kontrollhoz képest egy kb. 100 bp-al nagyobb DNS szakasz amplifikalodott. Az amplicon
szekvenaldsa és szekvencia analizisének eredménye a Parapoxvirus genusba tartozé Orf virus vagy
Bovin papular stomatitis virus fert6zést igazolt. A virus tovabbi pontos identifikalasa és tipizalasa eddig
nem toértént meg.

A virologiai eredmény teljesen megfelel az irodalomban leirt és poszteriinkon is dokumentalt
parapoxvirus fert6zések klinikai képének és lefolyasanak. A fert6zést annak ellenére sikeriilt
molekularis biologiai modszerekkel igazolni, hogy a parapoxvirus fertézés iranyaba célzott vizsgalat
indikalasa nem vetddott fel. Az eset felhivja a figyelmet a ritka zoonosisok diagnosztikai problémajara,
valamint a klinikum és a laboratdrium kozotti szorosabb egytittmiikodés fontossagara.

JUHASZNE ROMAN MARIANN',VARGA ZSUZSA* TOTH ARPAD’

Kefirek, probiotikumok eldallitasa laktézhidrolizalt tejbol kefirkultura és Bifidobacterium breve
fermentalasaval

'BCE Mikrobioldgia és Biotechnoldgia Tanszék; ’SOTE Dietetikai Tanszék; *BCE Alkalmazott Kémia Tanszék,
Budapest

A laktdézhidrolizalt tejbol késziilt, kiilonlegesen fermentalt tejtermékek (G.n. laktézmentesitett termékek)
a tapcsatorna miikodését és mikroflorajat pozitivan befolyasolhatjak laktoz-intolerans egyének esetén.
Szamtalan eldnyos hatas kotodik a tejsavbaktériumokhoz és a probiotikus bifidobaktériumokhoz,
amelyet preventiv jelleggel az egészségvédo taplalkozas hasznosithat. Példaul: -a tapcsatorna mikroflora
egyensulya, -egy antibiotikumszedés utan a probiotikus fajok visszatelepitése, -egy feltételezett
koleszterin-csokkentd hatas, -valamint a vastagbélrak potencialis megel6zése, amely a szakirodalombol
telepiilnek meg ott. De human tapcsatorna eredetii tejsavbaktériumok és Bifidobaktérium fajok -
laktozhidrolizalt tejbdl savanyitott tejtermékek eldallitasara alkalmazva - megndvelik a laktdzmentes
tejtermékek dietetikai hatasat, egészségvédo jellegiik igy a laktozérzékenységben szenveddk szamara is
érvényesiil.(probiotikumok) Kisérleteinkben laktozhidrolizalt tej hagyomanyos kefirkultaraval, valamint
probiotikus baktériumfajokkal (Bifidobacterium breve és Lactobacillus rhamnosus) kiegészitve keriilt
fermentalasra. A probiotikus fajok antibiotikumérzékenységét, a savassagot és a tejsavbaktériumok
¢élosejtszamat, valamint a legfontosabb aromaado6 vegyiileteket vizsgaltuk . A savtartalom magasabb és
az aroma-profil is eltérd volt (ecetsavban gazdagabb) a probiotikus fajokkal kiegészitett mintakban, mint
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a csak hagyomanyos kefir- kulturaval fermentalt tejtermékek esetén.

KAPUSINSZKY BEATRIX, DOMONKOS TANYJA, JANCSO AGNES, KOSA ZSUZSA,
KUBASZOVA TAMARA, MOLNAR ERZSEBET, NAGY GABOR, BERENCSI GYORGY,
DOMOK ISTVAN

A Sabin oltisok hatékonysaga és a lakossag védettsége a gyermekbénulas felszamolisa soran

Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

A Sabin féle ¢l6 gyermekbénulds elleni védooltast 1958-ban vezették be Magyarorszagon. Az
enterovirus laboratorium feladata volt az évi 300 elészor monovalens oltdéanyaggal oltott gyermek
virusiiritését és immunvalaszat mérni 1962 és 1972 kozott. A teljes mintasorozatot (12 székletminta és 2
vérsavo) mintegy 1500 gyermek esetében sikeriilt begytijteni. A virustenyésztés Gsszesitett eredményei
azt mutatjak, hogy 167 non-polio enterovirust (NPE) sikeriilt az oltasi kampanyok el6tti mintakbol
kitenyészteni. A védodoltasi sorozatok végén azonban mar csak 33 ill. 42 NPE virustorzs tenyészett ki.
Ezért a 20-25 %-ra torténd csokkenésért a védooltas interferalod tulajdonsaga valamint a téli évszakban
szokasos kisebb virusterjedés lehetett felelds. A virusizolatumok évenkénti elemzése azt mutatta, hogy
bizonyos szerotipusok felerosodtek az OPV adagolast kovetden. Ez kizarolag az interferencia iranti
ellenalloképesség kovetkezménye lehet. Az enterovirusok interferencia érzékenységét hazankban
elészor Molnar Erzsébet és Domok Istvan doktorok figyelték meg az 1958-ban lezajlott Bornholm
jarvany soran, amit coxsackie B3 okozott, és a bénuléassal jard poliomyelitis megbetegedések szamat 97
%-kal csokkentette. Forditott jelenség zajlott le 1989-ben, amikor a monovalens OPV beadasa 450 ezer
gyermek szamara két héten beliil megallitotta az echovirus 11' terjedését. A véddoltasi rendszert 1992-
ben alapvetéen modositottak. Azota egyetlen egy vakcinahoz tarsult poliomyelitis megbetegedés
(VAPP) sem tortént az orszagban. Ezt a betegséget eldszor Dr. Domok Istvan irta le. Az 10j oltasi
rendszer ellendrzése 2000-ben tortént meg elészor, bizonyitva, hogy 1-3 % alatt van a szeronegativ
gyermekek aranya a lakossagban a 6-éves korban végzett oltas eldtt. Az eredmények 3500 9 év alatti
gyermek vérsavdjanak a vizsgalatan alapulnak.

KARAFFA LEVENTE', FEKETE ERZSEBET', ILYES HEDVIG', SZENTIRMAI ATTILA',
CHRISTIAN P. KUBICEK?

A karbon katabolit represszié és a specifikus novekedési rata kapcsolatanak vizsgalata Aspergillus
nidulans-ban

{DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék, Debrecen; 2TU Bereich Molekulare Biologie, Wien,
Osterreich

A CreA nevli transzkripcids represszor kozvetitette karbon katabolit szabalyozas altalanos jelenség a
fonalas gombak vilagaban, de a mechanizmus, mely révén a gliikéz kivaltja a karbon represszidt, még
kevéssé ismert. Munkank soran azt a lehetdséget vizsgaltuk, hogy a specifikus novekedési rata
szabalyozza-e a CreA-fiiggdé karbon katabolit represszid megjelenését. Ehhez az aszkuszos fonalas
gombak egyik modell-szervezetének szamitd Aspergillus nidulans gliikkoz-limitalt, folytonosan novekvo
kemosztat tenyészeteit, és a bizonyitottan CreA-fliggd karbon szabalyozas alatt allo B-galaktozidaz
aktivitas megjelenését vizsgaltuk. Kontrollnak két masik aktivitas — a gliikoz altal, de CreA-fiiggetleniil
represszalt izocitrat lidz és a konstitutiv galaktokindz — megjelenését tekintettiik.

Négy kiilonboz6 higitasi ratan (D=0.095 h™', 0.068 h™, 0.045 h"' and 0.015 h) futtatott kemosztat
tenyészet elemzése azt mutatta, hogy a (-galaktozidaz aktivitas képzodése a két legmagasabb higitasi
ratan gatolt, azonban a higitasi rata csokkenésével parhuzamosan a represszio gyengiil, végiill D=0.015
h?' értéknél teljesen megsziinik, és a B-galaktozidiz aktivitds értéke megegyezik a derepresszalt
szakaszos tenyészetekben mérhetével. A karbon derepresszalt (creA-nullmutans) 4. nidulans torzzsel
végzett kemosztat tenyészetetben higitasi ratatol fliggetlen, konstans B-galaktozidaz aktivitast mértiink,
melynek értéke megegyezett a D=0.015 h™' higitasi ratan a vad tipust torzsnél mért értékkel. A kontroll
aktivitasok minden vizsgalt higitdsi ratan megegyezo értékeket mutattak, a vad tipusu €és a cred-
nullmutans tenyészetekben egyarant.

Megallapithato tehat, hogy a ndvekedési rata glitkozon meghatarozdja a karbon katabolit represszionak
A. nidulans-ban, és egy adott ndvekedési rata érték alatt karbon derepresszié kovetkezik be.
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KARDOS GABOR, MAJOROS LASZLO

Kiilonbo6z6 testtajakrol 2000-2003 kozott izolalt Candida torzsek amphotericin B és flukonazol
iranti érzékenységének osszehasonlito vizsgalata

DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Debrecen

A DE OEC Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratoriumaban 2000 és 2003 kozott izolalt Candida térzsek
flukonazol és amphotericin B érzékenységét hasonlitottuk 6ssze. Egy betegt6l adott évben csak az elsd
izolatumot vettiik figyelembe. Az érzékenység meghatarozasara E-tesztet és Fungitest-et alkalmaztunk.
A vizsgalt négy év alatt, bar a C. albicans gyakorisaganak kismértékli kovetkezetes csokkenése
megfigyelhetd volt, jelentds, a rezisztencia eloszlasat befolyasold gyakorisagvaltozast egyik species
esetén sem tapasztaltunk. Az amphotericin B irdnt nem érzékeny (mérsékelten érzékeny-+rezisztens)
torzsek aranya 6,6%-rol 3,2%-ra csokkent a vizsgalt periddus alatt. A rezisztens torzsek szama
mindegyik évben joval alatta maradt a mérsékelten érzékeny torzsek szadmanak. A csokkent
érzékenységli torzsek mintafajta szerinti halmozodasa nem volt megfigyelhetd. A flukonazol irant
csokkent érzékenységet mutatd (dozisfiiggd érzékeny-+rezisztens) torzsek ardnya 12,1%-rol 17,2%-ra
nétt 2000-2003 kozott. A csokkent érzékenységii torzsek kozott évrdl évre nodtt a rezisztens torzsek
aranya (23%-106l 54%-ra). A flukonazol iranti csokkent érzékenységhez a C. albicans mellett els6sorban
a C. glabrata és a genetikusan rezisztens C. krusei jarult hozza. A vizsgalt periddus alatt a csokkent
érzékenységli C. albicans és a C. krusei részaranya csokkent (24,7%-r6l 14%-ra, illetve 40,5%-r6l
22,5%-ra), mig a C. glabrata esetén ez az arany nétt a (19,1%-1r6l 45%-ra). A rezisztencia mintafajtak
szerinti eloszlasat tekintve az alsd 1éguti és a vizeletmintakbol szarmaz6 torzsek kozott az atlagosnal
magasabb volt a csokkent érzékenységii torzsek aranya, mig a szaj és a fels6 1égutak nyalkahartyairol
izolalt torzsek esetében az atlag alatt maradt. Mas mintafajtaknal hasonlé jelenség nem volt
egyértelmiien kimutathaté. Megvizsgalva a csokkent flukonazol érzékenységli C. glabrata és C.
albicans valamint a C. krusei mintafajtak szerinti eloszlasat, a C. glabrata torzsek kozott a cskkent
érzékenységlick aranya minden mintafajta esetén nétt, 10-20% kozotti értékrdl altalaban 50% koriili
értekre. Kivételt képeznek a steril testtdjakrol és sebvaladékbol izolalt torzsek, amelyek esetén a
rezisztens+dozisfiiggd érzékeny térzsek aranya alacsonyabb (38,2% 2003-ban), és a vizeletbdl szarmazo
izolatumok, amelyek kozott minden évben meghaladta az atlagot a csokkent érzékenységliek aranya
(62,5% 2003-ban). A C. albicans esetén ilyen valtozas nem volt megfigyelhetd, a nemérzékeny torzsek
aranya minden mintatipus esetén 5% koriil, vagy az alatt volt a vizsgalt periodusban. A C. krusei
mintafajtak szerinti gyakorisdgaban sem tapasztaltunk tendenciézus valtozasokat. Adataink azt mutatjak,
hogy a Debreceni Egyetem klinikain a csokkent flukonazol érzékenység egyre gyakoribba valadsanak
hatterében elsésorban a C. glabrata rezisztenciajanak dramai novekedése all.

KAROSI TAMAS', KONYA JOZSEF’, Z. SZABO LASZLO’, SZIKLAI ISTVAN'

A kanyardvirus szerepe az otosclerosis pathogenesisében

'DE OEC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika; *Orvosi Mikrobiologiai Intézet; *0GYIK Fiil-Orr-Gége
Osztaly, Debrecen

Az otosclerosis etiopathomechanismusa jelenleg is ismeretlen. Az oticus capsuldban zajlo perzisztens
kanyarovirus infekcié azonban az otosclerosis egyik lehetséges koroki tényezdje lehet. A fertdzott sejtek
felszinén bekdvetkezd, kronikus virdlis antigén expresszio szekunder autoimmun reakciot valthat ki a
gazdaszervezet cellularis immunrendszere feldl a belsofiil csontos tokja ellen. Az elmult 15 évben tobb
kozleményben is felvetddott a kanyardvirus otosclerosisban betdltott etiologiai szerepe. Az
otosclerosisos betegek stapestalp, illetve perilympha mintaiban a kovetkezd eljarasokkal sikeriilt
igazolni a kanyarovirus, valamint az ellene termelddott IgG jelenlétét: RT-PCR, immunhisztokémia,
immunfluorescencia, immunelektronmikroszképia és ELISA technika. A stapedectomidk soran
eltavolitott, majd fagyasztott otosclerosisos stapestalp mintakbdl extrahaltuk a nukleinsavakat (mRNS,
vRNS, DNS). A kanyarovirus RNS segmentumanak amplifikaciéja RT-PCR segitségével tortént: a
reverz transzkripciot €s a kiilsé kor PCR amplifikaciot a hdstabil rTth-polimeraz enzim hajtotta végre,
mig a bels6, un. semi-nested korben Tag-polimerazt alkalmaztunk. Ezekben a reakciokban a
kanyarovirus meghatarozott és konzervativ nukleoprotein, valamint matrixprotein szekvencidira
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tervezett oligonukleotid probakat alkalmaztunk. FEl6, attenualt Edmonston- és Schwartze-tipusu
kanyardvirus torzsek szerepeltek pozitiv kontrollként, mig negativ kontrollnak corticalis csontot, stapes
szarakat, cadaver stapest, valamint nem otosclerosisos betegekbdl szarmazo malleus és incus mintakat
alkalmaztunk. A 102 otosclerosisos beteg esetén 62 stapestalp minta tartalmazott kanyardvirus RNS-t. A
kanyarovirust a fent emlitett egyéb mintakban nem sikeriilt azonositani. Ennek alapjan a kanyarovirus
otosclerosisban betdltott szerepe kiemelkedd lehet. A 40 darab negativ stapestalp esetén valosziniileg
genetikai otosclerosissal, illetve egyéb okbol bekdvetkezett stapes fixacioval alltunk szemben.

KERENYI MONIKA', SEBOK BELA’, PAL TIBOR', SCHNEIDER IMRE’, HARANGI FERENC*
Atopias dermatitises betegekbdl izolalt Staphylococcus aureus torzsek jellemzése

PTE AOK 'Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet; *Bérgyégyaszati Klinika; *Dorozsmai és Tarsa
Egészségiigyi Bt. Bérgyogyaszati Szakrendelés; ‘Baranya Megyei Kerpel-Fronius Odon Gyermekkorhaz, Pécs

Genetikai hajlam alapjan kialakul6 atopias dermatitis (AD) tiineteinek kifejez6désében a Staphylococcus
aureus kolonizacidjanak (orr, garat, bor) és az altala termelt enterotoxinoknak (ET), mint
szuperantigéneknek jelentds szerepet tulajdonitanak.

130 AD-ben szenved6 betegnél (2-12 év) orrbodl, garatbol, bértlinet esetén bor felszinrdl bakteriologiai
mintavétel tortént. A kitenyészet S. aureus torzseknél az enteroxinok és TSST gének hordozasat (PCR
technikaval) illetve a biofilm képzést ellendriztiik

A vizsgalt betegcsoport 76 tagjanal (58,4%) S. aureus tenyészett ki legalabb egy mintabol.

A 172 torzs koziil 57-et (33,1%) a vizsgalt gyerekek orrabol,. 54-et (31,4%) torkabol, és 61-et (35,4%) a
borérdl izolaltunk. 18 gyerek egyik sziil6jénél szintén taldltunk S. aureus hordozast orr-garat
mintavételnél. A gyerekektdl szarmazé mintaknal enterotoxin(ET) A génjét 28, ET B génjét 13, ET D
génjét 4, TSST génjét 25 torzs hordozta. 6 S. aureus tdrzs két szuperantigén génjét is hordozta. Biofilm
képzési tulajdonsagot orriiregi tdrzsek 66,7%-a, torokbol szarmazd torzsek 79,5%-a, a borfelszinrdl
izolalt torzsek 47,5%-a mutatott.

Adataink nem tamasztjak ala azt a hipotézist, miszerint a S. aureus kolonizacidja és szuperantigén
termelésének szerepe van az atopids dermatitis kialakulasaban, ugyanakkor nem zarhatjuk ki a
szerepiiket a betegség lefolyasaban.

KESERU JUDIT', GAL ZSUZSANNA®, KASZANYITZKY EVA®, JANOSI SZILARD’, SOMOGYI
PAL’, SZABO ISTVAN'

Csokkent methicillin érzékenységii human és bovin eredetii Staphylococcus aureus izolatumok
vizsgalata

'DE Humangenetikai Intézet; “Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet, Debrecen; *Orszagos Allategészségiigyi
Intézet, Budapest

Bovin eredetii Staphylococcus aureus izolatumok rezisztencia karakterisztikait hasonlitottuk Ossze
human torzsekéivel. Célunk az volt, hogy megéallapitsuk, a bovin fertdzéseket okozd csokkent meticillin
érzékenységii torzsek milyen jellegekben kiilonboznek a hasonld human térzsektodl.

Korongdiffuziés modszerrel és E-teszttel rezisztensnek illetve borderline rezisztensnek bizonyult 28
bovin eredetii torzs oxacillin MIC értékeit makrodilucios modszerrel hataroztuk meg, 6nalldéan, valamint
klavulansavval illetve szulbaktimmal kombinaciéban. A kapott értékek alapjan ugy talaltuk, hogy 3
torzs borderline meticillin rezisztens, 2 torzs esetében a MIC érték intermedier volt, de béta-laktaméaz
gatlok hatasara nem csokkent, a tobbi torzs érzékenynek bizonyult oxacillinre. PBP2a-t egyik torzs sem
termelt.

A bovin illetve a human torzsekkel fagtipizalast is végeztiink. Megallapitottuk, hogy mindkét eredetii
klasszikus BORSA torzsek az V. fagtipusba tartozo fagokkal tipizalodnak. A bovin eredetli torzsek
esetében a 3 BORSA torzset nem tudtuk tipizalni a bovin tipusu fagokkal, a tobbit igen.

SDS-PAGE segitségével megallapitottuk, hogy a klasszikus BORSA torzsek fermentlevében egy
nagyobb molekulatdmegii (33 kDa), mig a membranfrakciokban egy, a kivalasztott enzimmel azonos és
egy igen kicsi (12 kDa) molekulatomegii béta-laktamaz talalhatd, melyek mind az oxacillinnel indukalt,
mind a nem indukalt mintaban jelen voltak. A masik két bovin térzs fermentleve nem tartalmazott béta-

57



laktamazt, és a membranban is csak a kisebb molsulyu enzimet talaltuk meg.

Mintainkkal agardiffazios tesztet is végeztiink. A BORSA to6rzsek esetében mind a fermentlevek, mind a
membran esetében tapasztaltunk oxacillinaz aktivitdst, mely indukalé hatdsi béta-laktam
antibiotikummal ndvelhetd volt. A masik két bovin térzs membranjanak oxacillin bontasa indukalt
allapotban is kisebb volt, mint a harom BORSA t6rzsé, vagyis itt a rezisztenciaért foként intrinsic
mechanizmus felelds.

Osszefoglalasul megallapithatjuk, hogy a bovin eredeti BORSA torzsek az Aaltalunk vizsgalt
szempontokbdl nagyfoku hasonlésagot mutatnak a human izolatumokkal, ami vagy a rezisztencia
mechanizmusok transzferével, vagy a human eredettel magyarazhato.

KESZTHELYI ANDREA, KOVACS MARIA, PALATINUS ISTVAN, BUZAS ZSUZSANNA,
KUCSERA JUDIT

Filobasidium capsuligenum IFM 400078 torzse altal termelt killer toxin izolalasa és tisztitasa

SZTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged

A Filobasidium capsuligenum Rodrigues de Miranda comb. nov. IFM 40078 torzse killer toxint (FC-1)
termel, amely az opportunista humén patogén élesztégomba Cryptococcus neoformans mindharom
varietasa (var. grubii, var. neoformans, var. gattii) ellen hatasos (Kucsera et al. 2002). Munkank célja e
toxint termeld térzs pontosabb megismerése ill. a toxin tisztitasa, biokémiai jellemzése, hatasmodjanak
felderitése.

A toxin termelddésének mértékét harom kiilonbozd tapoldatban vizsgaltuk. Az YM4 (1%
élesztkivonat, 1,5% malata, pH4 citrat-foszfat pufferben) tapoldatban termel6dott a legrovidebb 1d6
alatt a legnagyobb mennyiségli toxin, mig 2xYPD (1% élesztékivonat, 2% pepton, 2% glikkéz, pH4
citrat-foszfat pufferben) ill. kiilonosen 2xYD (1% élesztokivonat, 2% gliikkoz, pH4 citrat-foszfat
pufferben) tapoldatban jelentdésen kevesebb. Ezen tapoldatokban nevelt Filobasidium capsuligenum
fermentleveibél fehérje kivonatot készitettiink, majd SDS-gélelektroforézissel elvalasztottuk.
Mindharom esetben szamos (6-8) fehérje sav kiiloniilt el, melyek koziil egyik sem mutatott a toxin
aktivitasdnak megfeleld intenzitasbeli kiillonbséget. Ezért specifikusabb mddszert dolgoztunk ki a toxin
tisztitasara, amely soran az érzékeny Cryptococcus neoformans sejtek receptorahoz vald kotodést
hasznaltuk ki. Mivel az igy kapott oldat is tobb (6) fehérje savot mutatott, toxint nem termeld k-
mutansokat indukaltunk UV-mutagenezissel, majd a termeld torzs ill. k- mutansok fermentleveibdl
készitett fehérje kivonatot valasztottuk el SDS-gélelektroforézissel. A termeld torzsnél megfigyeltiink
egy olyan fehérje savot (kb. 40 kD), mely a k- mutansok esetén nem volt megtalalhatd. E sav Western-
blottjat kovetd szekvenalas soran kidertilt, hogy valdsziniileg két vagy tobb fehérjének felel meg. Ezért a
toxin tisztitdsahoz még specifikusabb modszerre volt sziikség. Feltételezve, hogy az FC-1 toxin mas
killer toxinokhoz hasonléan rendelkezik sejtfali receptorral, kiillonb6z6 sejtfalalkotod poliszacharidokhoz
(kitin, mannan, pusztulan (B-(1-6)-glukéan) és laminarin (B-(1-3)-glucan)) valo kotodését teszteltiik. Azt
talaltuk, hogy csak a pusztulan csokkentette szignifikinsan a toxin aktivitdsat. Igy, e kotddést
kihasznalva, affinitdas kromatografidas modszerrel probaltuk meg a toxin tisztitdsat. Sepharose 6B-hoz
pusztulant kotottiink ligandként, majd errél az oszloprol biologiai aktivitast mutatod frakciokat nyertiink.
A toxinnak és hatdsmechanizmusanak részletesebb megismerése nagy elérelépést hozhat a mind tobb
embert érintd cryptococcosis elleni terapiaban, ahol kozvetleniil feliileti fert6zések esetén ill. kozvetve
anti-idiotipikus szerként keriilhetne felhasznalésra.

Referenciak:

Kucsera J., M. Ohkusu, K. Takeo, I. Pfeiffer, J. Litter and F. Kevei (2002) Filobasidium capsuligenum IFM 40078
produces a toxin with anti-cryptococcal activity Mycoses 45 (Suppl. 2) 33

Munkankat az OTKA TO35194 szamu palyéazata tamogatta.
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KESZTHELYI ANITA'?, KERENYI ZOLTAN? POSTA KATALIN'?, HORNOK LASZLO'?
TranszKkripciés profilok 6sszehasonlitasa egy, a parosodasi tipus génjében null-mutins és a vad
tipusi torzs kozott a Fusarium verticillioides-ben (Gibberella fujikuroi)

'SzIE  Mez6gazdasagi Biotechnologiai és Mikrobiolégiai Tanszék MTA Mikologiai Kutatocsoport;
*Mezégazdasagi Biotechnologiai Kutatokdzpont, Godol16

A legtobb heterotallias tomldsgomba esetében a parosodasi tipust egyetlen lokusz két idiomorf allélje
(MAT-1, MAT-2) hatarozza meg. Az egyik idiomorf egy konzervativ o box domént, a masik pedig egy
HMG (high-mobility-group) box domént tartalmaz. Csoportunk kordbban végzett kisérletei igazoltak,
hogy azokban a Fusarium-fajokban is vannak ép parosodasi tipus gének, amelyeknek nincs, vagy nem
ismerjiilk az ivaros alakjat, s ezek a gének meg is nyilvanulnak a nemzetség minden eddig vizsgalt
"aszexualis" tagjaban. A MAT gének mitotikus holomorf fajokban igazolt expresszidja azt sugallja, hogy
ezek a gének — amelyekrdl Ggy tudjuk, hogy transzkripcios faktorokat kodolnak — egyéb géneket is
szabalyozhatnak, olyanokat, amelyek nem vesznek részt kdzvetlentil a parosodasi folyamatban.

A MAT I6kusz altal kodolt transzkripcios faktorok feltételezett célgénjeinek azonositasara MAT-2°
mutansokat hoztunk létre Aph (higromicin-foszfotranszferaz) kazetta transzformacioval torténd
beépitésével. Négy kettés rekombinaciot hordozéd transzformanst talaltunk. Ezekben a torzsekben
Southern hibridizacioval és PCR vizsgalatokkal bizonyitottuk a MAT-2 gén sikeres inaktivalasat.
cDNS-AFLP vizsgilattal kerestiik azokat a géneket, amelyek kifejez6dése csokkent a MAT-2°
mutansokban. Kizarolag a vad tipusban felsokszorozodott fragmentumokat klonoztuk, az expresszios
kiilonbségeket Northern hibridizacioval ellendriztiik, s az igéretes fragmentumok nukleotid sorrendjét
meghataroztuk. A CT/CG1 klén a Gibberella fujikuroibol szdrmazd, nitrogén anyagcserét gatld
fehérjével 45 %-os, a GC/AG1 az Aspergillus fumigatusbol ismert cullin komplex fehérjével 76%-os,
mig a GC/TG1 klon a Neurospora crassaban kimutatott cisztationin gamma szintazzal 80%-os
homolédgiat mutat. Kiilonds figyelmet érdemel az a tény, hogy a MAT-2" mutansokban a nitrogén
anyagcsere szabalyozasaban résztvevo gének kifejezodése csokkent, hiszen ismert tény: a nitrogénhiany
a protoperitéciumok megjelenését indukalja a N. crassaban.

(A kutatast az OTKA T34735 és T43221 palyazatok tamogattak.)

KESZTHELYI SANDOR
A kukoricamoly (Ostrinia nubilalis Hiibner) kartétele
Kaposvari Egyetem ATK Novénytani és Novénytermesztéstani Tanszék, Kaposvar

A kukoricamoly (Ostrinia nubilalis Hiibner) larvaja jelent6s karokat okoz a kukorica-termesztésben
mind hazankban, mind kiilf6ldon. A termésveszteség 68%-os tofertdzottség mellett elérheti a 20
szazalékot is.

A kartevo egyedszamanak csokkentésére tobb megoldas sziiletett. A kdrnyezetvédelem nézOpontjabdl a
természetes ellenségekkel torténd populacid csokkentés tiinik a legésszeriibb megoldasnak.

Vizsgalataim célja az volt, hogy a megtudjam mely fajok és milyen aranyban parazitaljak a Somogy
karositott novényt gyijtottem be egy 100 ha-os kukoricatablarol. A babparazitoidok kinevelése és
meghatarozasa céljabol, ezen évek tavaszain egy, 5 ha-os tablar6l 100-100 molyos tovet raktam zsakos
futtatoba és helyeztem szabadfoldi inszektariumba.

Az eredmények szerint a Lydella thompsoni (Herting, 1959) fiirkészlégy (parazitalasi %=11,25), és a
Sinophorus alkae (Ellinger et Sachtleben, 1928) flirkészdardzs (parazitaldsi %=4,87) bizonyult a
teriileten talalhatd kukoricamoly populacio jelentdsebb parazitoidjainak. Kisebb mértékben, de sikeriilt
bizonyitani a Sympiesis viridula (Thomson, 1878) (parazitalasi %=0,62), Phaeogenes nigridens
(Wesmael, 1845) (parazitalasi %=1) és Bracon sp. (parazitalasi %=0,12) fiirkészdarazsak jelenlétét.

A két évig végzett vizsgalatokbol kideriilt, hogy a parazitoidok €s a kukoricamoly larvak egyedszam
valtozasa hasonloan alakult, tehat a parazitoidok mennyiségi ndvekedése Osszefiigg gazdaallatuk
felszaporodasaval.

A vizsgalatok alapjan megallapithato, hogy a Lydella thompsoni és a Sinophorus alkae fajok parazitoid
tevékenysége a kukoricamoly populdcio egyedszaméval Osszefiiggésben jelentkezik. Ezek a fajok
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egylittesen 11-18-szor annyi larvat pusztitanak el, mint a tobbi faj egyiittvéve.

KIS ZOLTAN'?, SAS KATALIN?, ENDRESZ VALERIA®’, BURIAN KATALIN’, PETROVAY
FRUZSINA', NAGY AGNES', KAPUSINSZKY BEATRIX', GYULAI ZSOFIA®’, VESZELY
GIZELLA®*, MANDI YVETTE’, VECSEI LASZLO? BERENCSI GYORGY', GONCZOL EVA'
Perzisztens fertozések szerepe a stroke kialakulasaban

'Johan Béla OEK Virolégiai F3osztaly, Budapest; *SZTE Neurologiai Klinika; *SZTE Orvosi Mikrobiologiai és
Immunbiolégiai Intézet, Szeged; *‘Magyar Honvédség Kozponti Katonai Korhaza, Budapest

A hagyomanyos rizik6 faktorok, magas vérnyomads, hiperlipidémia, diabetes mellitus dohanyzas,
érrendszeri betegségek a stroke kialakuldsanak csak egy részét magyarazzak. Bizonyos kronikus
fert6zésekrol, pl. Chlamydia pneumoniae, human cytomegalovirus (HCMV), herpes simplex virus
(HSV), is feltételezik, hogy novelik a stroke kialakuldsanak kockazatat. A monocytak aktivacidjanak és
az aktivalt monocytak altal termelt termékeknek, pl. az IL-8 kemokinnek is szerepe lehet a stroke
pathogenezisében. A HCMYV, ezen belil a HCMV-igen-korai fehérjék erés IL-8 induktorok. Eset-
kontroll tanulmanyunkban 59 stroke-on frissen atesett beteget és 36 kontroll egyént vizsgaltunk meg. A
klasszikus riziké faktorok koziil a diabetes mellitus a tanulmanybol kizard ok volt. A kontroll csoportban
kardialis betegség és asthma bronchiale eléforduldsarél nem tudunk. A vérminta vétele a stroke
kialakulasat kovetden 2 héten beliil tortént. A Chlamydia pneumoniae, HCMV, Epstein-Barr virus
(EBV), human herpesvirus 6 (HHV6), HSV ellenanyagokat ELISA modszerrel hataroztuk meg. Az
ellenanyagok szintjének megallapitasa az OD értékek beosztasa alapjan tortént. A C. pneumoniae ompA
DNS-t és a 5' NTR-régio6 specifikus enterovirus RNS-t, valamint az IL-8 promoter polimorfizmust PCR
modszerrel a teljes vérbol hataroztuk meg. A nem, dohanyzas, hiperlipidaemia, alkohol fogyasztas,
dohanyzas tekintetében nem volt kiillonbség a beteg és kontroll csoport kozott. A beteg €s kontroll
csoport egyéneinek életkora 32-65 év volt, de az egyenldtlen kormegoszlas miatt a két csoport kozott
kor szempontjabdl szignifikans kiilonbséget mértiink (p=0.015). A magas vérnyomasban szenvedok
nagyobb szdmban fordultak el6 a beteg csoportban, mint a kontrollokban.

KISKO GABRIELLA', *MOHACSINE FARKAS CSILLA', BUINA ERIKA’, REZESSYNE SZABO
JUDIT?, MARAZ ANNA'

Patogén baktériumok talélésének vizsgalata bifidobaktériummal erjesztett sirgarépa lében

'BCE Mikrobiolégiai és Biotechnoldgiai Tanszék; “Sor- és Szeszipari Tanszék, Budapest

Napjainkban egyre keresettebbek a tartésitoszereket nem tartalmazd, természetes alapanyagokbol
késziilt, kiméletesen feldogozott, biztonsagos élelmiszerek. Kisérleteink célja az volt, hogy
bifidobaktériummal erjesztett sargarépa 1é eldallitasanak mikrobiologiai kockazatat meghatarozzuk. A
nyers €s pasztorozott sargarépa 1é mintakat mesterségesen fertoztiik Escherichia coli kozonséges (ATCC
8739) és O157:H7 torzseivel, valamint Yersinia enterocolitica OKI 98001 torzzsel.

Az E. coli kdzdnséges torzzsel valdo mesterséges beoltds esetén a fermentacido kezdetén a baktérium
szaporodasa volt megfigyelhetd: 24 6ras fermentacios ido alatt a sejtkoncentracié 2 nagysagrenddel nott.
Ezt kdvetden a sejtek pusztulasat tapasztaltuk, azonban még 48 ora alatt sem csokkent a sejtkoncentracio
a kimutathatosagi hatar ala. Az E. coli O157:H7-es torzs érzékenyebbnek bizonyult, mint a kozonséges
E. coli torzs: 24 6rés erjesztési id6 alatt lényegesen lecsokkent a koncentracioja, annak ellenére, hogy az
elsé 16 oras erjesztési id6 alatt mintegy 100-szoros sejtszam novekedést tapasztaltunk. A Yersinia
enterocolitica torzs lényegesen érzékenyebb volt a kdrnyezeti valtozasokra, mint az E. coli torzsek.
Mind a nyers, mind a pasztérozott sargarépa lében koncentracidja a fermentacid 24. oOrdjara a
kimutathatosagi hatar ala csokkent. Erdekes modon a nyers sargarépa 1ében vitalitasa jobb volt, mint a
pasztérozottben.

Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a nyers sargarépa 1€ bifidobaktériumos
erjesztése soran a kiindulasi mikrobiotaban esetlegesen jelenlévo E. coli és Yersinia enterocolitica sejtek
potencialis veszélyt jelentenek a fogyasztora, mivel a bifidobaktériumos fermentacioé soran hosszu ideig
tulélnek, sot az E. coli sejtek még szaporodni is képesek. Mikrobioldgiai biztonsagi szempontbol tehat
sziikséges a répalé pasztorozése vagy sterilezése a bifidobaktériummal torténd beoltast megelézden. A
gyartastechnoldgiai folyamat soran utofertdzés szempontjabdl ugyancsak veszélyt jelenthetnek ezek a
baktériumok, ezért a higiéniai szabalyok betartasa és megfeleld (biztonsagos) technologiai kidolgozasa
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sziikséges.
Ehhez a munkahoz az Oktatasi Minisztérium az NKFP-4/0028/2002. szamt projekt keretében tamogatast nytjtott,
amiért ezuton is kdszonetet mondunk.

KISS LASZLO
Glikozidaz enzimek miikodési mechanizmusanak vizsgalata
DE TTK Biokémiai Tanszék, Debrecen

A szénhidratok egyediilallo szerepet toltenek be a természetben. Ezen vegyliletek szerkezeti és
funkciondlis valtozatossdga sokkal nagyobb, mint a hasonld6 méretii peptidek, illetve nukleinsavak
esetében lehetséges. Ezért jatszanak az oligo- és poliszacharidok kdzponti szerepet megannyi bioldgiai
folyamatban. Ennélfogva az enzimek, melyek ezeket a molekulakat hidrolizaljak - a glikozidaz enzimek
- az ¢l6 szervezetben szamos bioldgiai folyamatban vesznek részt. Kiemelkedden fontos szerepiik van a
celluldoz, a természetben legnagyobb mennyiségben eléforduld névényi biomassza glikkdzza torténd
lebontasaban, ezzel lehetévé téve kornyezetbarat és gazdasagos etanol gyartasi technoldgia kidolgozasat.
Ez, mint megujuld energiaforras nagy jelent6ségii a j6vé energiatermelés szempontjabol. Két, ebbdl a
szempontbol nagy jelentéségli enzim példajan mutatom be a miikodési mechanizmus vizsgalati
modszereket. Ez a két enzim az Aspergillus carbonarius-bol izolalt B-D-gliikozidaz és B-D-xilozidaz. A
vizsgalatokban specifikus kémiai modositasokat, valamint aktiv centrum specifikus inhibitorokat és
inaktivatorokat, "affinity label"-t alkalmaztunk.

KONYA JOZSEF, SZALMAS ANITA
Humordalis és cellularis immunitas rekombinans human papillomavirus antigének ellen
DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen

HPV16 genomot hordozd, cervix carcinoma eredetii Caski sejtekbdl PCR technikaval felszaporitottuk az
E6 ORF-et, majd beklonoztuk Xa2 bakterialis fuzids protein vektorba. A beépiilés iranyultsagat direkt
Western Blot technikaval hataroztuk meg. Sense iranyultsag esetén kb. 25 kDa molekulatomegli fuzios
protein terméket kaptunk.

A rekombinans antigén viralis részére az expresszidja soran a gazdasejt (E.coli XL-1 torzs) biotint
kotott. A biotinalt virus antigént tartalmazo fuzids proteint affinitds kromatografiaval SoftLinkTM
gyantahoz kotottiik, majd aktivalt rekombinans X. véralvadasi faktorral lehasitottuk rola a viralis részt,
melynek aktivitasat [gG-specifikus ELISA mddszerrel vizsgaltuk betegszérumokban.

A vizsgalt szérumok harom betegcsoportbdl szarmaztak: 27 citologiai atypids betegtol, akik koziil 9
beteg HPV16 genotipussal volt fertézve. A masodik betegcsoportba HPV-16 pozitiv cervix carcinomas
betegek tartoztak (17 beteg), a harmadikba pedig egyéb HPV genotipusokkal fertdzott cervix carcinomas
betegek (6 beteg.

Az elsO betegcsoportban valamennyi HPV16 pozitiv beteg szérumat vizsgéalva pozitiv eredményt
kaptunk, mas HPV tipusokkal fertézottek szérumai esetén 18 mintabol 11 adott pozitiv eredményt. A
HPV16 pozitiv cervix carcinomas betegek szérumai koziil 16-nak volt E6 specifikus ellenanyaga.. Az
egyéb HPV tipusokkal fert6zott betegek esetében 6 szérum koziil 2 bizonyult reaktivnak.
Megallapithatjuk, hogy az altalunk eldallitott rekombinans HPV antigén fennallo HPV-16 fertdzés
esetén 94-100 %-ban mutatott ki keringd virusellenes IgG ellenanyagokat. Az egyéb HPV tipusokkal
fertézottek esetében a reaktivitds lehetséges okai kozott szerepelhet keresztreakcid6 mas HPV
genotipusok homolog epitopjaival, esetleg korabbi HPV16 fertézés jelét észleltik. A cellularis
immunologiai vizsgalatokat interferon-gamma ¢és interleukin-4 ELISPOT modszerrel végezziik.
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KOOSZ ZSUZSA', *GAZDAG ZOLTAN', MIKLOS IDA?, SIPICZKI MATYAS’, BERENTENE
BENE JUDIT?, KOMLOSI KATALIN®, HAVASI VIKTORIA®, MELEGH BELA®, PESTI MIKLOS'
A glutation reduktaz enzim és a papl transzkripcidos faktor szerepe a Cr(VI) toleranciaban a
Schizosaccharomyces pombe-nal

'PTE TTK Altalanos és Kornyezeti Mikrobiologiai Tanszék, Pécs; “DE TTK Genetikai és Molekularis Biologiai
Tanszék, Debercen
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hatdsmechanizmusdnak megismerése. Korabbi eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a Cr(VI)-al
szembeni tolerancia kialakulasaban jelentds szerepe van az antioxidans enzimeknek, a glutation
anyagcserében résztvevo molekulaknak, kiemelten a glutation reduktdz (GR) enzimnek és a sejtben
képz6do hidrogénperoxidnak. Azt tapasztaltuk, hogy a GR megndtt illetve csdkkent specifikus aktivitdsa
korrelal a szenzitivitassal ill. toleranciaval [1]. Feltételezésiink bizonyitasaként elészor a GR gén
ura--os Cr(VI) tolerans vonalra. Ezért a lizin auxotrof Cr(VI) tolerans chr1-66T torzset kereszteztiik az
uracil auxotrof 90chr+ torzzsel, majd az igy 1étrejott chr1-663T torzset transzformaltuk a GR génnel. A
transzformacié hatdsara a vizsgalt harom transzformans Cr(VI)-al szemben érzékenyebbnek
bizonyultak, mint a kiinduld térzs, a CR(VI) minimalis gatlé koncentracio (MIC) a transzformansok
esetében 225 uM volt, mig a kiinduld térzs esetében 250 uM. Ez bizonyitja a GR fontos szerepét a
Cr(VI)-al szembeni toleranciaban. A plazmid stabilitasi teszt azt mutatta, hogy a plazmid nem épiilt be a
genomba. A GR enzim aktivitds novekedése 0-40 % kozotti volt a transzforméansokban a kiinduld
koncentraciondvekedést kaptunk a chrl-663T torzshoz képest. Annal a transzformansnal, ahol
szignifikansan magasabb a GR aktivitas, a legmagasabb az intracellularis peroxidkoncentracio, valamint
a Zn2+ MIC a sziildinek a kétszerese. Ezeknek az eredményeknek a tisztazasa tovabbi méréseket igényel
(katalaz és SOD-ok aktivitasa, glutation koncentracid). Ezzel parhuzamosan elvégeztiikk sziil6i torzs
6¢chr+, az ebbdl létrehozott Cr(VI) tolerans a mutans chrl-66T ¢és a chrl-663T térzs GR
szekvenciaanalizisét, ami nem mutatott eltérést a tdrzsek szekvenciai kozott. Ezért folyamatban van a
Papl transzkripcios faktor szekvencianaalizise, mivel ez a gén nagyon sok antioxidans enzim és fehérje
atirasanak szabalyozasaban felel6s (GR, katalaz, tioredoxin, tioredoxin reduktaz), megvaltozasa okozhat
valtozast a CR(VI)-al szembeni tolerancidban. Ha nem a GR enzimet és nem a Papl transzkripcios
faktort érintette a Cr(VI) tolerancia fenotipusaért felelds mutacioé, akkor annak azonositasara tervezziik a
chr1-663T torzset génkdnyvtarral transzformalni, mivel a chr1-663T torzs egy génben sériilt, ezért az
indirekt szelekcidval kiemelhetd az a transzformans, amely tartalmazza a javito gent.

1. Gazdag, Z., Pécsi, 1., Belagyi, J., Emri, T., Blasko, A., Takacs, K. and Pesti, M. (2003) Chromate tolerance
caused by reduced hydroxyl radical production and decreased glutathione reductase activity in
Schizosaccharomyces pombe. Journal of Basic Microbiology 43, 96-103.

KOVACS IDA JUSZTINA', HEGEDUS KATALIN', PAL ATTILA®, PUSZTAI ROZALIA'
Gyulladasos cytokinek szerepe a cytomegalovirus transzplacentaris terjedésében
SZTE 'Orvosi Mikrobiolégiai és Immunbiolégiai Intézet; *Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinika, Szeged

A ndk terhesség alatti primér cytomegalovirus (CMV) fert6zése az esetek 40%-aban atterjed a magzatra.
Kevéssé ismertek a CMV transzplacentaris terjedében szerepet jatszo faktorok.

Meghataroztuk congenitalis CMV fert6zésbol szarmazo, kiilonb6zé gB genotipust izolatumok és a
Towne laboratoriumi torzs (gB1) gyulladasos cytokinek (TNF-a, IL-1B, IL-6 és IL-8)-et indukalod
képességét syncytiotrophoblast (ST) tenyészetekben. Vizsgaltuk a képzddott cytokinek mennyisége és
az igen korai CMV gén kifejez6désének gyakorisaga kozotti kapcsolatot.tortént. A CMV igen korai
géntermék kimutatasat monoklonalis ellenanyaggal, immunfluorescens modszerrel végeztiik.

Egyedi placentakbol izolalt cytotrophoblastok differecidltatasaval nyert ST tenyészeteket fertdztiink a
CMV torzsekkel, a képzodott cytokinek értékmérése ELISA kitekkel

A kiilonboz6é gB genotipusu torzsekkel, azonos multiplicitassal fertézott ST-okban a virus igen korai
génkifejez6désének mértéke a torzsek tobbségében a laboratoriumi (Towne) térzshdz hasonld mértéki
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volt. A 20 jelti torzzsel fertdzott tenyészetben 10-szer, a 128V jeliivel pedig 200-szor tobb sejt magjaban
volt igen korai géntermék. Sem a kontroll, sem a fertozott sejtek tapfolyadékaban TNF-a és IL-1p nem
volt kimutathaté mennyiségben. IL-6-ot a vizsgalat mindegyik idépontjaban (6, 24, 48, 72 és 96 ora) a
kontroll tenyészethez hasonld szintben taldltunk a laboratoriumi (Towne) torzszsel és a legtobb
izolatummal fertdzott tenyészet tapfolyadékaban. A 128V jelii toérzs nagyobb mennyiségii 1L-6
képzbdését indukalta. A tobbi torzstdl eltérdéen a 128V és a 20 jelii torzsek nagy mennyiségli 1L-8
termelését indukaltak.

A vizsgalat eredményei azt mutatjak, hogy a CMV torzsekkel fert6zott ST tenyészetekben a képzodott
IL-8 mennyiségével dsszefligg a virus igen korai génjét expresszalo sejtek szdma. Ismerve, hogy az IL-8
szamos sejtféleségben fokozza a CMV szaporodasat, feltételezziik, hogy a nagymennyiségii 1L-8-at
indukalo torzsek megteremtik maguknak a szaporo dasukhoz és a placentdban valo terjedésiikhoz
sziikséges optimalis viszonyokat. Az alacsony szintli IL-8-at indukal6 térzsek esetenként pedig mas titon
biztositott a szaporodas és a terjedés. Igy a ST-ban latensen jelenlévé CMV szaporodasahoz az 1L-8-at
biztosithatja egy feliilfertéz6 virus, mint a human immundeficiencia virus vagy a human herpesvirus-6,
esetleg olyan baktériumok, amelyek IL-8 termelést indukélnak, mint az E. coli, vagy a B. fragilis.

A vizsgalatokat az OTKA T-26442 szaml és az Oktatasi Minisztérium FKFP 113/2000 szamu tamogatasaval
végeztik.

KOVACS L. KORNEL'?, BAGI ZOLTAN', BALINT BALAZS'?, BALOGH JUDIT'? DAVID
REKA', CSANADI GYULA', KOVACS T. AKOS'?, LATINOVICS DORA', MAROTI GERGELY ',
MESZAROS LiVIA'?, PEREI KATALIN', TAKACS MARIA'?, TOTH ANDRAS"?, RAKHELY
GABOR'?

Stratégiak a jovo energiaforrasainak mikrobialis el6allitasara

'SZTE Biotechnolégiai Tanszék; “SZBK Biofizikai Intézet, Szeged

Kozismert, hogy az emberiség gazdasagosan kitermelhetd energiaforrasai kimeriilében vannak, ezért
egyre nagyobb az érdekl6dés alternativ, megujuld energiaforrasok irant. A legtisztabb energiahordoz6 a
hidrogén, ennek eldallitasara tobb biologiai eljaras latott napvilagot.

Hidrogén elvben termelhet6 fotoszintetikus éldlényekkel a fényenergia kozvetlen hasznositasaval.
Alternativ, két I1épéses megkozelitésben a fényenergiat el0szor biomasszava alakitjuk pl.
energiandvények segitségével, s ebbdl fermentativ mikroorganizmusokkal fejlesztiink hidrogént.
Hidrogén termeltetése Ilehetséges megfeleloen elokezelt olyan szerves hulladékbdl is, amely
kornyezetiinkre artalmas, vagy nehezen bonthatdé komponenseket tartalmaz.

A biohidrogén termelésének kulcsenzime a hidrogenaz. Mind a fotoszintetikus bibor kénbaktérium,
Thiocapsa roseopersicina BBS, mind a fermentativ hipertermofil archaebaktérium, Thermococcus
litoralis tobb NiFe hidrogenazt tartalmaz. Ezen enzimek segitségével a torzsek képesek hidrogén
termelésére illetve a hidrogén oxidacidjara. A termelt hidrogén tisztitas utan a felhasznalasig tarolhato,
majd elektromos aramma alakithatd. A hidrogén oxidacidja soran felszabadul6d elektronok pl. energia
cellakban vagy kiilonféle reduktiv folyamatokban keriilhetnek felhasznalasra.

Alternativ energiahordozd a biogdz, melynek f6 komponense a metan. A kommundlis szerves
hulladékok illetve biomassza erjedésébdl szarmazo biogaz képzddése Osszetett folyamat, amely egy
mikrobidlis konzorcium kombinalt metabolikus tevékenységének végeredménye. A biogdz termelése,
mint reduktiv folyamat felgyorsithaté hidrogéntermelé mikroorganizmusok adagolasaval, ezaltal a
biogaz eldallitasanak gazdasagossagi mutatoi jelentsen javithatok.

KOVACS LORAND, CSANADI AGNES, ZAJA ANIKO, MICZAK ANDRAS
CAFA protein a Mycobacterium tuberculosis CDC1551 torzsbél
SZTE Orvosi Mikrobiolégiai és Immunbioldgiai Intézet, Szeged

A "cytoplasmic axial filament A" (CafA) fehérjét a kromoszoma szegregacioban és a sejtosztédasban
betoltott szerepe alapjan azonositottak FEscherichia coliban. Az RNase E N-terminalis, katalitikus
szakaszaval mutat szekvencia homoldgiat. A CafA protein RNase E-hez hasonlé endoribonukleaz
aktivitassal is rendelkezik, ezért nevét RNase G-re valtoztattdk. A prokaridta és eukaridta fajok nagy
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részében talalhatok gének, melyek az E. coli RNase E és/vagy G fehérjékhez hasonld szekvenciaji
ismert vagy feltételezett fehérjéket kodolnak. Meglepd, hogy a Caf/RNase G homoldg jelen van a
Mycobacterium tuberculosis CDC1551 torzsben, de hidnyzik egy masik szekvenalt t6rzsbdl, a H37Rv-
bol. Ebben RNase E talalhatd, hasonléan, mint a M. bovis-ban. Ebben a tekintetben a M. tuberculosis
H37Rv torzs megegyezik a M. bovissal €s eltér a fajon beliili CDC1551 torzst6l. A mycobacterium
RNase G 100 % homologiat mutat a H37Rv és a M. bovis RNase E C-terminalis felével. A munka soran
a M. tuberculosis CDC1551 caf gént klonoztuk és E. coliban és M. bovis BCG-ben fejeztiik ki. A fehérje
621 aminosavbol all (GenBank accession no. MT2520). A szamitott molekulatomege 67 kDa, de SDS
poliakrilamid gélen ennél nagyobb fehérjeként vandorol. Tisztitdsakor a baktériumokat iiveggyongy
segitségével tartuk fel és a fehérjéket anti-FLAG oszlopon valasztottuk el. A poliakrilamid gélen
vizsgalt tisztitott mintadkban egyéb fehérjéket is talaltunk, melyek azonositisa tomegspektrografias
vizsgalattal tortént. Az E. coliban kifejezett RNase G-hez féleg riboszomalis fehérjék kapcsolodtak. Ha
az RNase G preparatumot M. bovis BCG-bol nyertiik, akkor két RNase G asszocialt fehérje volt
azonosithatd. Az egyik fehérje az Mb0825c gén terméke (ez a gén 100 %-ban megegyezik a M.
tuberculosis CDC1551 MTO0822 és a H37Rv Rv0802c génjével) és egy acetiltranszferaz. A masik
fehérje a polifoszfat/ATP-NAD kindz csoportba tartozik, génje mindharom térzsben megegyezik (M.
bovis: Mb1721; M. tuberculosis CDC1551: MT1734; H37Rv: Rv1695). Ezeket a fehérjéket
azonositottuk akkor is, amikor a mycobacterium RNase E-t M. bovis BCG-ben fejeztiik ki. A tisztitott
RNase G készitmények endoribonukleaz aktivitdsanak vizsgalata mycobacterium riboszomalis RNS
segitségével tortént, valamint olyan RNS-ek hasznalatdval, melyek az E. coli RNase G ismert
szubsztratjai.

A munkat az OTKA tamogatas tette lehet6vé. Témaszam:034820

KOVACS M. GABOR', ANDREW J. DAVISON?, ALEXENDER N. ZAKHARTCHOUK®,
HARRACH BALAZS'

Ovilagi majombél izolalt két adenovirus szerotipus (SAdV-1, SAdV-3) teljes genom-szekvencidja
'MTA Allatorvos-tudoméanyi Kutatéintézet, Budapest; “MRC Virology Unit Institute of Virology, Glasgow, UK;
3Universi‘cy of Saskatchevan, Saskatoon, Canada

Az Adenoviridae csalad tagjai burok nélkiili, ikozadderes szimmetriaja, kétszali DNS virusok, melyek a
gerincesek minden fontosabb csoportjaban eléfordulnak. Ot f& monofiletikus csoportjuk koziil négy
hivatalosan elfogadott nemzetsége a csaladnak. Egyes csoportjait a csalddnak — példaul a human
adenovirusokat (HAdV) — alaposan vizsgaltak, mivel példaul génkifejez6 rendszerek fejleszthetdek
beldliik. Ezzel szemben a nem emberszabast majmokbdl izolalt adenovirusokra vonatkozoan viszonylag
kevés adat all rendelkezésiinkre. A majmokbdl izolalt, kb. 30, torzsgyljteményben is elérhetd
adenovirus szerotipus (SAdV) koziil mindosszesen 5 csimpanzbdl szarmazonak volt ismert a teljes
genom-szekvenciaja. Korabban megkezdett, és ezen a forumon is bemutatott majom-adenovirus
genomikai vizsgalataink folytatasaként két ovilagi majombol izolalt szerotipus (SAdV-1 és SAdV-3)
teljes genomjanak szekvenalasat és elemzését tiiztiik ki célul. A vizsgalt virusok az Amerikai Tipustorzs
Gytijteménybol (ATCC) szarmaztak. Szaporitasuk és a viralis DNS kivondsa utan a genom-szekvenalast
,»shotgun” modszerrel végeztiikk. Mindkét szerotipus teljes genomjat sikeriilt meghatarozni. A SAdV-1
genomja 34.450 nukleotid hosszu, G+C tartalma 55,21 %, a SAdV-3 34.246 nukleotid hosszu, G+C
tartalma pedig 55,25%. A G+C tartalom mindkét genomndl hasonlé génenkénti, genomrészenkénti
heterogenitast mutat. A SAdV-1 és 3 genomok szervezddése hasonlé a HAAV genomoknal leirtakhoz.
Mindkét szerotipusnak egy VA-RNS génje van, az E3 régioban mindkettd 6 feltételezett gént kodol,
hasonldéan az E4 régiojukhoz. Fontos jellemz6, hogy mig a SAdV-3-nak egy fiber génje van, addig a
SAdV-1 két fiber génnel rendelkezik — hasonléan a SAAV-15 és SAdV-11-hez és a HAdV-40 és 41-hez.
A filogenetikai vizsgalatok soran a két szerotipus a jelenleg elfogadott hat human adenovirus fajhoz
hasonlitva korai leagazasokat képeznek — hasonléan a HAdV-A és HAdV-F fajokhoz. Habar a SAdV-1
majdnem minden gén geneoldgia alapjan monofiletikus a HAdV-F-fel, a filogenetikai tavolsdgok
viszont olyan jelentdsek, hogy mind a SAdV-1, mind pedig a SAdV-3 6nall6 leagazasnak tekinthetd, és
nem illeszthetdek be a hat meglévé human adenovirus faj egyikébe sem.

A munkakat tdmogatta a FEMS, az MRC, a MeH és az OTKA (T043422).
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KOVACS MONIKA, MARAZ ANNA
A sejtfeliileti hidrofobicitast befolyasolo kornyezeti tényezok vizsgalata biofilmképzé élesztoknél
BCE Mikrobiologia és Biotechnologia Tanszék, Budapest

A hartyaképzé borélesztd torzsek sejtjei a magas etanol tartalmi szaraz borok felszinén
borban talalhaté etanolt és/vagy glicerint oxidativ metabolizmus révén hasznositjak. Legismertebb ilyen
hartya alatt érlelt bor a sherry, azonban egyre inkabb bebizonyosodik, hogy a Tokaji szaraz szamorodni
érlelésében, megfeleld6 mindségli bor kialakitasaban is fontos szerepet kapnak a hartyaképzo
¢élesztdgombak.

Kutatomunkank sordn tanulmanyoztuk az erjeszthetd (gliikoz és fruktodz) €s a nem erjeszthetd (glicerin
és etanol) szénforrasok hatdsat a sejtek szaporodasara és a hartyaképzésre, Osszehasonlitva nem
hartyaképz6 borélesztd torzsekkel.

A gliik6z represszio egyik hatdsa, hogy jelenléte gatolja a nem erjeszthetd szénforrasok hasznositasat az
aerob légzési rendszer gatlasa révén. A Saccharomyces cerevisiae torzsek kiillonosen érzékenyek erre,
mar 0,5 % alatti gliikéz is megakadalyozza a nem-erjeszthetdé szénforrasok hasznositasat. Ez a
magyarazata annak, hogy az élesztd hartya csak szaraz szamorodni feliiletén képes kialakulni,
amelyeknél a cukor koncentracio 5 mg/ml alatt van. Ennek ellenére sikertilt édes szamorodni felszinérél
(ahol a cukor koncentracidé magasabb, mint 55 mg/ml) is izolalni hartyaképzé élesztégombakat,
amelyeket szintén bevontunk a vizsgalatokba.

Eredményeink szerint a hartyaképz0 borélesztd torzsek jol szaporodtak és fejlett hartyat képeztek
gliikozt és fruktozt, mint egyediili szénforrast tartalmazo tapkdzegeken, valamint gliikdz-etanol és
fruktoz-etanol azonos aranyu keverékein, mig etanolt és glicerint, mint egyediili szénforrast tartalmazo
tapkozegeken fermentativ koriilmények kozott nem voltak képesek szaporodni. Leggyengébb
szaporodast €s filmképzést gliikoz-glicerin és fruktéz-glicerin szénforrasok keverékén tapasztaltunk. A
gliikdz koncentracio emelése a sejthozam csdkkenését eredményezte, a ndvekedés 80 mg/ml gliikkoz
koncentracid esetében, pedig szinte teljesen gatolt volt.

Vizsgaltuk tovabba a hartyaképz6 borélesztd torzsek sejtfelszini hidrofobicitasat a szaporodas és a
hartyaképzés alatt, valamint kiilonb6z6 pH értékek esetében, atfogva a savas és a lugos pH tartomanyt.
A hidrofobicitast a MATH teszt segitségével hataroztuk meg. A hartyaképzo torzsek erdsen
hidrofoboknak bizonyultak (MATH < 2). Kiilonb6z6 pH értékeknél a torzsek eltérd hidrofobicitasi
tulajdonsagokat mutattak, magas pH értékek (7 és 9) esetében, pedig elvesztették hidrofob jellegiiket,
hidrofillé valtak. A nem hartyaképzd boréleszt6 torzsek sejtjei minden vizsgalt pH értéknél hidrofilnek
bizonyultak (MATH > 2).

KOVACS ROBERT, CSIKOR ZSOLT, MIHALTZ PAL
A termofil aerob szennyviziszap-stabilizacié kinetikajanak vizsgalata a homérséklet fiiggvényében
BME VMK Vegyipari Miiveletek Tanszék, Budapest

Az Onhevitd aerob termofil szennyviziszap-stabilizaciéo hosszl tavon is fenntarthaté megoldast kinal a
napjainkban egyre stilyosabba valé szennyviziszap-problémara, hiszen a stabilizalé reaktorban dolgozo
termofil aerob mikrobakultira a beadagolt szennyviziszapot stabil, akar a mezdgazdasagban
talajjavitoszerként is hasznosithatdo termékké alakitja. Mind a mai napig nagyon kevéssé ismertek
azonban a stabilizald reaktorban lejatszod6é folyamat részletei; kutatdocsoportunk e folyamat
kinetikajanak, illetve az esetleges intenzifikalasi lehetdségek feltarasan dolgozik.

Munkank els6 1épését a stabilizalasi folyamat konstans hémérsékleten (55°C) végzett vizsgalata
jelentette, melynek eredménye az ASM-modellcsaladon alapuld, azt a termofilek lasst aktivalodasaval
kiegészitd matematikai modell lett (Mihaltz és mtsai, 2003). Jelen munkankban ezekre az alapokra
épitkezve a stabilizald reaktorban lejatszodo folyamatok homérsékletfiiggését vizsgaljuk, mely tobbek
kozott hozzasegithet minket a stabilizalatlan iszap reaktorba taplalasat koveté néhany 6ra eseményeinek
(a reaktor felmelegedése a kornyezeti hémérsékletrdl a szokasos 40-60°C-os lizemi hoémérsékletre)
részletes megértéséhez.

Konstans homérsékletii iszapstabilizalasi teszteket végeztiink, melyek soran 20, 25, 30, 35, 40, 50 és
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60°C-os csapvizhez taplaltuk a stabilizalando iszapot; a lebontast 1égzés- illetve KOI-méréssel kovettiik.

hémérséklet ‘ inax | by ‘ Umax-bu

mezofil

20 6.0" 3.0° 3.0°
8.85 1.54 7.31

30 17.59 | 2.80 14.79

termofil

40 18.04 | 3.02 15.02

50 2432 523 19.09

60 24.44 | 742 17.02

1. tablazat. A novekedési (Lmax, 1/d) és pusztulasi sebesség (by, 1/d) a hémérséklet (°C) fiiggvényében

(* az ASM1 szerz6i altal 20°C-ra megadott értékek)

A respirogramok és a KOI-adatok alapjan elvégeztilk az aktivalddassal kiegészitett ASM1 modell
kalibralasat. A modell minden esetben jol illeszkedett a kisérleti adatokra. Megfelelden irta le a mezofil
esetben a betaplalast kovetdé mikrobandvekedést, illetve a szubsztratfogyas utani pusztulast (a kalibralas
eredményeként kapott paraméterkombinacido nem tért el jelentésen az ASM1 szerz6i altal megadott
tipikus értékektol, 1. az 1. tablazatot); a termofil respirogramokon a betaplalast kdvetd azonnali
1égzéscsokkenést jol megmagyarazza a stabilizalandd iszapban talalhaté mezofil kultara pusztulasaval,
illetve az ezt kovetd intenziv 1égzési szakaszt a termofilek aktivalédasaval. Az 1. tablazat utolso
oszlopaban szerepld m.-by killonbség jo tajékoztatast nyujt a mikroorganizmusok aktivitasarol az
egyes homérsékleteken; ezekbdl az adatokbol lathatd, hogy a termofil zénaban mintegy kétszer-
haromszor gyorsabb lebontas folyik, mint a tipikus mezofil hdmérsékleteken (20°C). A pimax-by értéknek
a termofil tartomanyban maximuma van 50°C-on; ez a tény, valamint az, hogy a modell szintén ezen a
hémérsékleten josolja leggyorsabbnak a termofil aktivalodast, azt jelzi, hogy a termofilek szamara e
hofok kornyéke az optimalis.

Mihaltz, P., Kovacs, R., Csikor, Zs.: Degradation rates in thermophilic sludge processing — the liquid and the solid

way; International Conference - Biosolids 2003: Wastewater Sludge as a Resource, Trondheim, Norway, 23-25
June 2003.

KODOBOCZ LASZLO, HALBRITTTER ANDRAS, BIRO BORBALA
Kiilonb6z6 miivelésii talajokbol szarmazé Rhizobium torzsek tipizalasa BOX PCR maédszerrel
MTA Talajtani és Agrokémiai Kutato Intézet, Budapest

A fenntarthaté mezdgazdasagi rendszerekben a talajok hasznos mikroorganizmusainak a tevékenysége
kiilonosen felértékelddik (BIRO, 2002). Az egyik legfontosabb szerepe azoknak a szimbionta
mikroorganizmusoknak van, amelyek a gazdandvényliket miitragyapdtlo nitrogén és/vagy foszfor
tapelemekkel képesek ellatni. A csillagfiirtnél, nem mikotrof jellege folytdn azonban csak a nitrogén-
koto rhizobium baktériumokra szamithatunk, azok jelenléte és miikodoképessége ezért a mezOgazdasagi
talajokban kulcsfontossagu.

A fenti gondolatok jegyében Rhizobium baktériumokat izolaltunk kiilonbdz6, nagyilizemi €s organikus
talajmiivelési rendszerekben termesztett csillagfiirt novények gyokérgiimdibol. A hagyomanyos
nagylizemi mintdknal miitragya és peszticid felhasznalas is tortént, mig a biomiivelésii mintavételi
hatteret a nyiregyhazi Westsik Vilmosrol elnevezett vetésforgd tartamhatas kisérlet szolgaltatta. Az
izolalt baktériumokat szelektiv, kongovords YEM taplemezen torténd azonositds €s tisztitds utin
csoportositottuk, majd az egy-egy teriiletr6l szarmazd Rhizobium populacid torzs-reprezentansaibol
fagyasztasos eljarassal DNS-t preparaltunk. Ezt kovetden a DNS mintakon a MARTIN és mktsai (1992)
altal kozolt BOX-PCR gél-elektroforézises modszert adaptaltuk a munkacsoportunk altal optimalizalt
recept szerint (MOGGYOROSSY és HALBRITTER, 2004) boxA primer (LOUWS, 1994) felhasznalasaval. A
modszer segitségével Osszefiiggéseket kerestiink a kiilonb6zo talajmiivelési eljarasoknak a nitrogénkotd
baktérium populaciokra kifejtett hatasairol, illetve az egy adott talajbol szarmazod torzsek genetikai
sokféleségének az alakulasar6l is. A PCR eljaras soran kapott géleket ,,Quantity one” szoftver
segitségével értékeltiik ki.

Megallapitottuk, hogy a hasznos Rhizobium populacio egyedi sokféleségének alakulasara a kiilonb6zo
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talajmiivelési eljarasok jelentosen befolyast gyakorolnak. Ennek megfeleléen a PCR modszeres tipizalas
a kétféle talajbol szarmazo Rhizobium torzsek kozotti szignifikans kiilonbségeket jelzett. A nagyiizemi,
kemikaliakkal és miitragyakkal megvalositott miivelési mod hatasara a torzsek sokfélesége csokkent,
szegényesebb, egyOntetlibb mintazat alakult ki. Ugyancsak kimutathatd volt az egyazon novény f0- és
oldalgyokerébdl szarmazo torzsek kozotti kiilonbség is, ami az elsédleges és a masodlagos infekcidban
kozremiik6do baktériumok eltéré szimbiotikus képességére utal. Az dsszetett gyokérgiimokbol szarmazo
izolatumok gél-elektroforézises mintazata alapjan kimutatast nyert az is, hogy az infekcié kialakitasat a
talajokban kiilonb6z6 6kofizioldgiai tulajdonsagu egyedek is kezdeményezhetik.

A kutatasok tematikus és miiszeres hattere az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap (OTKA) tamogatasaval jott
létre (TO 46610, M 036959

BIRO B (2002): Acta Agronom. Hung 50: 77-85, LoUuws FJ et al. (1994): Appl. Environ. Microbiol. 60:2286-2295.
MARTIN B et al. (1992): Nucl. Acids Res. 20:3479-3483. MOGGYOROSSY T., HALBRITTER A. (2004): Proc. 9"
Methodological Workshop (CHRONAKOVA, A. et al. (eds). Institute Soil Biol. AS CR, Ceské Budejovice.

KONCZOL KALMAN, DOMONKOS DAVID

A biogenerikus iizlet
Richter Gedeon Rt., Budapest

A modern rekombinans fehérje technologia az 1980-as évek elején kezd6dott, midon elséként a
rekombinans inzulin és a human noévekedési hormon gydgyaszati alkalmazasat engedélyezték.
Napjainkban, tobb, mint husz évvel késébb, 80 feletti a gyogyaszatban alkalmazott rekombinans
fehérjék szama, és ugy vélik, hogy a kovetd termékek fejlesztése jelentds iizleti haszonnal kecsegtet. De
valoban igy van ez?

A lekiizdendé akadalyok és kockazatok forgalomba hozatal el6tti és forgalomba hozatal utani
kategoridkra oszthatok. A sejtbiologiat is magaban foglalo gyartd eljaras egyike a biogenerikus cégek
elott felmeriilé forgalomba hozatal el6tti nehézségeknek. A hagyomanyos generikus gyartashoz képest
bonyolult folyamat szabadalmilag fiiggetlen sejtvonaltol indul, majd kiterjed a megfeleld gyartohely
kialakitasara, a gyart6 eljaras GMP szerinti validalasara, és a termék analitikajara is. A kdvetkezd
jelentés akadaly az engedélyezésre jogosult hatésagok ellentmondasos allaspontja a kdvetd termékek
Osszehasonlithatdsagat, mindségi kdvetelményeit, hatadsossagat és biztonsagossagi eldirdsait illetéen. A
forgalomba hozatal utani akadalyok kozé tartozik egyebek kozott a beszallitoi rendszer kialakitasa, és a
marketing.

Az eldadas célja a biogenerikus fejlesztés fentiekben vazolt szempontjainak tisztazasa, és
esettanulmanyokon keresztiil annak vizsgalata, hogy vajon a biotechnolégiai eredetli kovetd termékek
valoban jo és tartos iizleti lehetdséget jelentenek-e.

KRAUSZ ERZSEBET, SZABO MARIANNE, LAKATOS GYULA
Az epipelon mikrobialis aktivitasa hazai vizi és vizes él6helyeken
DE TTK Alkalmazott Okologiai Tanszék, Debrecen

A vizi és vizes ¢él6helyek életében az iiledék és az éldbevonat szerepe rendkiviil fontos. Az éldbevonat és
az iledék él6lényeinek tevékenysége eredményeképpen a vizi Okoldgiai rendszerekben eltérd
anyagforgalmi utak jonnek létre, amelyek képesek meghatarozni vagy befolyasolni az élohelyek
jellemzoit.

A laza, finom szemcséjii iszapon vagy iszapban megtalalhaté éldlénytarsulas, az epipelon vizsgalata
nemzetkdzi megitélésben is jabb feladatunk, hiszen az ezt alkotd él6lények és az iiledék fizikai ill.
kémiai folyamataival kdzvetlen kdlcsdnhatasban allnak.

A Debreceni Egyetem Alkalmazott Okolégiai Tanszék egyik kutatasi feladata az élébevonat és az
iiledék, illetve az arrdl gyiijtott epipelon mintdk ETS (Elektron Transzport Rendszer) - aktivitas, 1égzési
anyagcsere maximalis intenzitasat adjak meg. Négy éve a Szamoson és a Tiszan stlyos cianid-nehézfém
szennyezés kovetkezett be és mérgezések akut hatasként a sejtlégzés gatlasat okoztak. Az tiledékbe jutd
(és az tliledék felszinéhez adszorbealddott) fémek kronikus hatasanak vizsgalata fontos feladatunk az
Okologiai allapot megismeréséhez, a toxikus hatasok felméréséhez ¢és a bekovetkezett kornyezeti
katasztrofa lehetséges eliminaciojahoz. A poszter az iiledék - epipelon ETS vizsgalatok fontosabb
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eredményeir6l szamol be.

KREDICS LASZLO', JAAKKO PAKARINEN? ANTAL ZSUZSANNA'S MARIA ANDERSSON?
MANCZINGER LASZLO’, MIRJA SALKINOJA-SALONEN?, NAGY ERZSEBET'

Klinikai mintakbdl izolalt Trichoderma torzsek enzimologiai és toxikologiai vizsgalata

'"MTA-SZTE Mikrobiolégiai Kutatocsoport, Szeged; *University of Helsinki Department of Applied Chemistry
and Microbiology, Helsinki, Finland; *SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Szeged

A Trichoderma fonalasgomba-nemzetségbe tartozo fajok potencialisan felhasznalhatok a novénypatogén
gombak elleni bioldgiai ndvényvédelemben, biotechnologiai jelentdségiiket pedig celluldztermeld
képességiiknek koszonhetik. Az elmult évtizedben szamos adat latott napvilagot a nemzetség klinikai
jelentéségével kapcsolatban is, egyes Trichoderma torzsek ugyanis legyengitett immunrendszerd és
dializalt betegek ujonnan felbukkand opportunista korokozoi kozé tartoznak. A Trichoderma torzsek
lehetséges virulenciafaktoraival kapcsolatban azonban nem dallnak rendelkezésre adatok. A jelen
tanulmany célja klinikai Trichoderma izolatumok extracellularis proteazok termelésére valo
képességének, valamint emldssejtekkel szembeni toxicitdsanak vizsgalata volt.

A klinikai torzsek indukalt folyadéktenyészeteinek feliiliszojaban a fehérjebontd enzimaktivitdsokat 11
kiilonb6z6 kromogén p-nitroanilin szubsztrattal vizsgaltuk. Az N-benzoil-L-Phe-L-Val-L-Arg-p-
nitroanilid szubsztratot hasitdé tripszin-tipust, az N-szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Phe-p-nitroanilid
szubsztratot hasitdo kimotripszin-tipust, valamint az N-szukcinil-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Leu-p-nitroanilid
szubsztratot hasité kimoelasztaz-tipusu aktivitdsok valamennyi vizsgalt torzs esetében kimutathatéak
voltak. A tripszin- és kimotripszin-tipusi aktivitdsok oszlopkromatografids szétvalasztasa mindkét
aktivitds esetében Osszetett, szdmos izoenzimbdl all6 enzimrendszer jelenlétére utalt. E két proteaz
rendszer pH-fiiggésének vizsgalatabol nyert eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a kiilonb6z6
izoenzimek eltéré pH-optimummal rendelkeznek.

A torzseken egy gyors, szemikvantitativ spermatoxicitasi tesztet is elvégeztiink, melynek soran 200 ml
vaddisznosperma-szuszpenziot 1, 2 illetve 5 pl metanolos Trichoderma-kivonattal kezeltiink. A
spermaszuszpenziot 15 percig szobahdémérsékleten, majd 5 percig 37 fokon inkubaltuk, ezt kovetden
faziskontraszt-mikroszkoppal vizsgaltuk a spermatozoak mozgasi képességét. A spermatozoak tdbb,
mint 90%-a mozgoképes volt a kezeletlen kontroll mintadkban és az 5 pl metanollal kezelt mintakban
egyarant. A T. longibrachiatum UAMH 9515, ATCC 201044, CM382 ¢és a T. harzianum CBS 102174
spermatozoak tobb, mint 90%-a elvesztette mozgasi képességét, ami arra utal, hogy ezek a torzsek a
spermasejtekre toxikus, hdstabil metabolitokat termelnek. A fenti négy tdrzset tovabbi toxicitasi
vizsgalatoknak vetettiik ald. A tobbi vizsgalt torzs nem bizonyult toxikusnak a spermatozoak 5 pl
metanolos kivonattal t6rténd kezelése soran.

Az extracellularis fehérjebontd enzimek, valamint a toxikus metabolitok termelésére vald képesség
egyarant a Trichoderma torzsek, mint Ujonnan felbukkand opportunista koérokozok Ilehetséges
virulenciafaktorai k6z¢ tartozik.

A munka az F037663-as szam(i OTKA-palyazat tamogatasaval késziilt.

KRISTOF KATALIN, CSER VIKTORIA, KARDOS SZILVIA, GHIDAN AGOSTON, ROZGONYI
FERENC

Perinatalis intenziv cemtrumokban apolt wujsziilottek hemokulturaibdl izolalt multirezisztens
koagulaz-negativ staphylococcusok glikopeptid érzékenysége

Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest

A koagulaz-negativ staphylococcusok fert6zéses folyamatokban betoltott szerepének klinikai megitélése
az elmult évtizedben sokat valtozott. Bizonyos betegek korében (pl. immunkarosodottak), ill.
betegségcsoportokban (pl. protézis beiiltetettek) egyértelmiien bizonyithatd infekciot okozo szerepiik.
2001-2004 soran a Semmelweis Egyetem perinatalis intenziv centrumaiban apolt, klinikailag igazoltan
szeptikus allapotii korasziildttek hemokultiraib6él mikrobioldgiai laboratoriumunkban izolalt S.
epidermidis és S. haemolyticus torzsek glikopeptid érzékenységét vizsgaltuk. A vizsgalati periodus alatt
7762 hemokulturab6él 910 esetben (12%) kaptunk pozitiv tenyésztési eredményt. Ezen pozitiv
mikrobioldgiai tenyésztési eredmények 64%-at (584 eset) koagulaz-negativ staphylococcusok adtak. Az
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izolatumok identifikalasa API ill. ATB (bioMérieux) modszerrel tortént. A torzsek antibiotikum
érzékenységének meghatarozasat korongdiffuziés €és mikrodilucios eljarassal végeztik az NCCLS
ajanlasa szerint. A két leggyakrabban izolalt species - S. epidermidis és S. haemolyticus — nagy
szazalékban rezisztensnek bizonyult a perinatalis intenziv centrumokban hagyomanyosan alkalmazott
profilaktikus szerekkel (ampicillin, gentamicin) szemben. Korongdiffuziés modszerrel vizsgalva
mindkét speciesbe tartozo izolatumaink vancomycinre érzékenyek voltak. Teicoplaninra a S.
epidermidis torzsek (n=412) 80,5%-a volt érzékeny, 19 %-a mérsékelten érzékeny ill. 0,5%-a rezisztens.
A S. haemolyticus torzseknél (n=90) ue. értékek 81%, 17%, 2%. Mikrodiluciés mddszert alkalmazva a
S. epidermidis torzsek vancomycinnel szembeni MIC90 és MIC50 értéke is 4pug/mL, mig teicoplaninnal
szembeni MIC90 értéke 8ug/mL, MIC50 értéke 4pg/mL. Ugyanezen vizsgalati modszerrel a S.
haemolyticus torzsek vancomycinnel szembeni MIC90 és MIC50 értéke is 4pg/mL, mig teicoplaninnal
szembeni MIC90 értéke 16pg/mL, MIC50 értéke 8ug/mL. A két kiillonbozo glikopeptiddel szembeni
MIC értékek emelkedettsége nem minden esetben volt parhuzamos. A MIC vizsgalat korrektebb
eredményt adott, kiilondsen a teicoplanin vizsgalatdnal. Emelkedett MIC értékli izolatumainknal
végeztiink vand, vanB gén kimutatdst is, de pozitiv eredményt nem kaptunk. Osszefoglalasként
megallapithatd, hogy a szeptikus allapotu perinatalis intenziv centrumokban apolt ujsziiléttek
a glikopeptidek a valaszthatd szerek, amelyek iranti érzékenység meghatarozasa korrekt mikrobiologiai
vizsgalatokon kell, hogy alapuljon.

KRUCSO BARBARA', CSISZAR KAROLY? GACS MARIA®, PASZTI JUDIT'

Magyarorszagi Streptococcus pyogenes izolatumok molekularis tipizalasa

'Johan Béla OEK Fagtipizalasi és Molekularis Epidemiologiai Osztaly, Budapest; *Nograd Megyei ANTSZ,
Salgétarjan; *Johan Béla OEK Bakteriologia I, Budapest

A Streptococcus pyogenes (A csoportu Streptococcus) altal okozott, régota jol ismert korformak mellett
az 1980-as évek végén egyre gyakrabban keriiltek vilagszerte leirasra e korokozo altal kivaltott sulyos
invaziv infekciok, melynek kialakulasaban virulencia faktorai (toxinok, szuperantigének, M és M-like
proteinek stb.) jatszanak szerepet. Az egyik legfontosabb virulencia markert, az M proteint korabban
szerologiai alaptt moddszerekkel vizsgaltak és soroltak be tipusokba. Ma mar nemzetkozileg a
legelterjedtebb modszer az M protein termeléséért felelés gén (emm) PCR-el torténd detektalasa. Az
emm gén kimutatasa, a keletkezett amplikon méretének, szekvencidjanak ¢és RFLP (Restriction
Fragment Lenght polymorphisms) mintazatanak meghatarozasaval diagnosztikus és epidemiologiai
értékkel rendelkezé adatok nyerhetdk a vizsgalt izolatumokrol. Sulyos kérképekkel jard esetekben
leggyakrabban az M1 és M3 tipusokat mutattak ki. Gyakori M tipusok tovabba az M11, M12, M28,
melyek eléfordulasaban foldrajzi eltéréseket is tapasztaltak. A szerzok célja a magyarorszagi klinikai
izolatumok genetikai rokonsaganak vizsgalata, kiilonboz6 infekciokbol szarmazéd torzsek emm
ammplikonjanak jellemzésével, és a leggyakoribb emm tipusok meghatirozasaval. Az emm gén
kimutatasat specifikus PCR-rel, az amplikon jellemzését szekvencia meghatarozassal ¢és RFLP
vizsgalattal, a torzsek makrorestrikcios kromoszéma analizisét PFGE (pulsed field gel electrophoresis)
modszerrel végezték. 46 izolatum koziil 18 léguati, 20 felszini pyogen fert6zésekbdl, 8 invaziv
infekciobol, mint Streptococcus toxikus schock syndroma (STSS), meningitis, sepsis szarmazott. Az
emm PCR-rel kapott amplikonok 770 bp és 1478 bp nagysag kozé estek. A kiilonb6zé mintavételi
helyekrdl szarmazo izolatumok kozott az emm amplikon mérete valtozatos képet mutatott, csupan a
torokmintak kozott volt viszonylag gyakoribb egy kb 874 bp méretii amplikon, ez azonban annak
tulajdonithato, hogy e torzsek tobbsége Nograd megyébdl szarmazott. Az emm amplikon restrikcios
analizisével (Hincll és Haelll; Ddel enzimekkel), tobb kiilonboz6 restrikcios profil volt elkiilonithetd. A
PFGE vizsgalat a torzsek tovabbi diszkriminalasat segitette. Torokvaladékbol, mellkaspunktatumbol, és
3 hemokultirdbdl szarmazo S. pyogenes emm amplikonjanak (874, 884, 924, 1022, 1184 bp nagysagu
termék) szekvencidjat hataroztdk meg. A 95%-o0s szekvencia hasonlésag alapjan (BLAST, CDC
adatbazisok) a kovetkezé M tipusokat azonositottak: emm 1.0, emm 28.0, emm 80.0, emm 81.0 (tipus,
altipus), és stns544 (nemzetkozileg még nem besorolt tipus). Ezek koziil az emm 1.0 (M1) és emm 28.0
(M28) Eurépaban a leggyakoribb tipusok kozé tartoznak. Nemzetkozi adatokkal egybehangzdan a
vizsgalatok azt igazoltak, hogy a PFGE (makrorestrikcios analizise) valamint az emm gén szakaszon
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végzett RFLP (mikrorestrikcids analizis) parhuzamos hasznalatdval a magyarorszagi torzsek genetikai
rokonsagi foka jol meghatarozhatd, a szekvenalasi reakciokkal az M tipusok jol besorolhatoak
nemzetkdzi gyakorlat szerint, igy 6sszehasonlithatova valnak mas orszagok torzseivel.

KUCSERA JUDIT, PFEIFFER ILONA, GACSER ATTILA, KEVEI FERENC
Strukturalis diverzitas a Bazidiomycota éleszt6gombak mitokondrialis genomjaban
SZTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged

A mitokondriumoknak sajat genetikai rendszeriik van; funkciojuk az Osszes eukaridtaban szigortian
meghatarozott és allanddo. A mitokondrialis DNS (mtDNS) a 1égzési lanc és/vagy az oxidativ
foszforildcioban szerepet jatszo proteineket és a mitokondriumban lejatszodd proteinszintézis egyes
strukturalis elemeit kodolja (riboszomalis proteineket, tRNS-eket, rRNS-t, RNS érés). E funkcionalis
konzervativizmussal szemben a mtDNS struktiraja és génexpresszidos mechanizmusa igen valtozatos. A
mai napig meglehetdsen kevés bazidiomycota élesztdgomba mitokondrialis genomanalizisét végezték el,
de a diverzitas mar igy is jol nyomon kovetheto.

A mtDNS-eket altalaban térben tobbszordsen feltekeredett, kor alaki molekulaknak tartottak, melyet
mind az elektronmikroszképos (ELMI) vizsgalatok, mind a restrikciés enzimes emésztések
bizonyitanak. Ilyen format taldltunk a bazidiomycota Trichosporon pullulans VKM Y-273 és 2303
torzsek esetében elektronmikroszkdpos kontarjuk alapjan. MtDNS-iik gélelektroforézis soran egy
meghatarozott éles savba futott, RFLP képik — nyolc kiilonb6z6 restrikcids enzimmel végzett
emésztéssel — teljesen egyforma mintazatot mutatott annak ellenére, hogy eltéré foldrajzi helyrdl és
forrasbol lettek izolalva. Mindkét izolatum mérete 27,3 kb volt.

Ujabb kutatasok szerint a mtDNS-ek gyakran fordulnak el6 linearis formaban is. Ezt a struktirat mutatta
a Dioszegia hungarica (Cryptococcus hungaricus) CBS 4214 torzse. Az ELMI vizsgalatokkal
elsésorban heterogén méretli linearis formakat figyeltiink meg. A mtDNS gélelektroforézis sordn egy
elmosodott savba futott, méretét fizikai térképezéssel 27,1 kb-ban hataroztuk meg.

Ezen formakkal ellentétben a Cystofilobasidium sp. (el6zdleg Cryptococcus hungaricus) CBS 6569
torzse egyedi mitokondrialis DNS szervezodést mutatott: az izolalt nativ mtDNS nyolc savban valt szét
agar6z gélen. Ezek a molekulak mitokondrialis géneket tartalmaztak a hibridizacios kisérletek alapjan,
méretiik 21-2,1 kb ko6zott volt. Ehhez hasonld struktarat figyeltiink meg a Cystofilobasidium capitatum
IFM 48185 torzs esetében is, ahol a mtDNS legaldbb 11 savba valt szét enzimatikus hasitas nélkiil.

Ot Phaffia rhodozyma (Xanthophyllomyces dendrorhous) torzsnél a durva mitokondrialis frakcioban
kizarélag plazmidszer(i struktirakat lattunk DNS hibridizacioval. Ugyanazon torzs €s az egyes torzsek
plazmidjai kozott is talaltunk szekvencia homoldgiat. Viszont nem volt homologia a P. rhodozyma
plazmidjai és mas gomba plazmidok kozott. Mivel nem talaltunk egyéb DNS-t a mitokondridlis
frakcidban (szemben a P. rhodozyma CBS 5905 torzsével), ésszer(i azt feltételezni, hogy ez a
plazmidszeri DNS képviseli a mtDNS-t ezen torzsekben. Tovabbi kisérletek folynak a feltételezés
bizonyitasara.

A fentebb felsorolt eredményekbdl nehéz altalanositani a bazidiomycota élesztégombak
fajt vizsgaltak meg eddig, de ennek ellenére nagyfokt strukturalis diverzitds tapasztalhatd, ami
heterogén eredetiiket tiikrozi.

KUN SZILARD, REZESSYNE SZABO JUDIT M., MAYER AGNES, HOSCHKE AGOSTON
Probiotikus starterkulturak alkalmazasa széjaalapu termékek eléallitasara
BCE Sor- és Szeszipari Tanszék, Budapest

Az elmult évtizedek tarsadalmi, gazdasagi valtozasai révén megvaltoztak a fogyasztoi igények. A
fogyasztok tudatosan vasarolnak olyan jellegli élelmiszereket, amelyek kedvezd hatast fejtenek ki az
egészségiikre, segitenek a betegségek megel6zésében, €s jo kdzérzetet biztositanak. Alapvetd elvaras lett
az ¢élelmiszerekkel szemben, hogy magas tapértékiiek (vitaminokban, esszencialis zsirsavakban,
makroelemekben gazdagok), toxikus anyagoktdl mentesek, iz, illat, szin, allag szempontjabol is
megfeleloek legyenek. A szoja Osszetett ndvényi fehérjeforras, és emellett megfelelé mennyiségben
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tartalmaz asvanyi anyagokat, vitaminokat és rostokat. Klinikai tesztekkel bizonyitottak, hogy a szo6ja
fogyasztasa kedvezden befolyasolja a zsir és cukor anyagcsere folyamatokat, a bélmutikodést és gatolja a
sziv és érrendszeri betegségek kialakulasat. A nyers-babos iz és az antinutritiv oligoszacharidok
(raffinoz, sztachioz, melyek flatulencia faktorok) miatt azonban sokan nem kedvelik. Ha viszont a
szojatejet olyan mikroorganizmusokkal fermentaljuk, melyek lebontjdk a nemkivanatos
oligoszacharidokat, valamint elveszik a szdja babos izét, novelhetjiik a szojafogyasztast.

Ezen elvek figyelembevételével kisérleteink soran erjesztett szojatej eldallitasara probiotikus
starterkultirakat hasznaltunk, amelyek a kellemes savanykas iz mellett mas kedvezd élettani hatast
(immunrendszer stimulalasa, antimutagén hatas, koleszterinszint csokkentése stb.) is kifejtenek a
fogyasztora. A szdjatej erjesztéseket a Bifidobacterium lactis (Bb-12), Lactobacillus acidophilus (La-5),
Streptococcus thermophilus (St-20) torzsekkel és ezek keverékeivel végeztiikk, amelyeknek pozitiv
¢élettani hatasa klinikailag bizonyitott és kedvelt ipari starterkultirak.

Az erjesztések soran meghataroztuk a szojatejen egymas mellett tenyésztett probiotikus baktériumok
Modszertani vizsgalatokat végeztiink a probiotikus baktériumok egymas melletti mennyiségi
kimutatasara. A modszer kifejlesztése soran olyan szelektiv tapkozegeket kerestiink, amelyen csak
meghatarozott probiotikumok szaporodnak. A kisérleteink eredményei azt mutattdk, hogy a
legidealisabb probiotikus baktériumkeverék a B. lactis (Bb-12) és a S. thermophilus (St-20) fajok
keveréke. Ezt igazolja mind a baktérium koncentracid alakulasa, mind az eléallitott szojajoghurt pH-ja
és allaga is.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a probiotikus starterkultirak alkalmasak szodjaalapu
termékek eldallitdsara €s olyan élelmiszer készithetd segitségiikkel, amit stilyos laktoz-intoleranciaban,
tejfehérje-allergiaban szenvedok is fogyaszthatnak.

A kutatasi eredményeink az Oktatasi Minisztérium altal tAmogatott NKFP-0028/2002 program keretében sziilettek.

KUPCSULIK BALINT, HARMATI ERZSEBET, SEVELLA BELA
A rekombinans Pichia pastoris fermentacié szabalyzasa
BME VMK Mezdgazdasagi Kémiai Technologia Tanszék, Budapest

Annak ellenére hogy a Pichia pastoris alkohol-oxidazan alapuld expresszidés rendszer az ipari
alkalmazas szintjére jutott (Laboratorios Beta, Novartis), a kinetikai elemzések és az ezeken alapulod
fermentacios szabalyozasi modszerek ellentmondasokat mutatnak. Célunk ezen problémak vizsgalata
volt a termékre vetitett produktivitas javitasa érdekében.

A P. pastoris a rekombinans termék képzése soran a metanolt hasznalja mint inducert, szén és
energiaforrast. A heterolog termék képzddését a metanol indukalt alkohol-oxidaz 1 (AOX1) promoter
szabalyozza. A szubsztrat hasznosulasért felelés alkohol-oxidazt P. pastoris Mut™ (Methanol utilization
type +) valtozat estén az AOX1 és AOX2 gén, Mut® (Methanol utilization type Slow) véltozatnal pedig
csak az AOX2 gén képezi. A Mut® véltozatban csak mintegy 10%-nyi alkohol-oxidaz aktivitas mérhetd
a Mut'-hoz képest. A metanol kiemelt szerepét fokozza, hogy az oxidacidja soran képz8dd formaldehid
és hidrogén-peroxid toxikus a sejtekre. Mivel a szubsztrat-koncentraci6 megfelelé szintjének
meghatarozasa és tartasa elsédlegesen determinalja a termékhozamot, tobbféle modszert dolgoztak ki a
metanol-koncentraci6 tartasara:

1. A metanol fermentlébdl torténd direkt mérésén alapuld modszerek koziil az illékony szerves anyagot
mérd szenzorok hasznalata terjedt el. Méréseink szerint ezek karakterisztikaja nem valtozik jelentsen a
sejtkoncentracioval, viszont a mérd rendszer alapjele mind a fermentor kialakitistol, mind a
sejtkoncentraciotdl fiigg, igy a fermentacido soran valtozik. Tovabbi problémat jelent nagyméreti
reaktorok esetén a mérdelektrod és a szubsztrat beadagolasi pontok szabalyozas szempontjabol
megfeleld elhelyezése.

2. A szubsztrat elore tervezett médon torténd adagoldsa kinetikai modelleken alapul. Ezen modellek
jelentés része unkompetitiv inhibicioval irja le a fajlagos termékképzési sebességet a szubsztrat-
koncentracio fiiggvényében, és ehhez linearis fliggvényel kapcsolja a fajlagos szubsztrat hasznosulasi
sebességet illetve a termékképzést'. Bar bizonyos kinetkai paraméter értékek eltér6 torzseknél jelentSsen
valtozhatnak, a leirds a Mut’ valtozatra alkamas, mig méréseink szerint a Mut® véltozat viselkedése
ennél Oszetettebb.
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3. Az oldott oxigén koncentracioval (DO) torténd szubsztrat adagolds szabalyzast tekintik a harmadik
lehetséges megoldasnak. Ez a moddszer kapcsolatot feltételez a metanol-koncentracidé és a metanol
adagolas hatasara bekdvetkez6 DO valtozas kozott. Kisérleti eredményeink statisztikai értékelése ezt
nem igazolja, kapcsolat alapvetéen a beadagolt metanol mennyiségével all csak fenn, igy ezzel a
modszerrel a kivant stabil metanol szint nem tarthat6. A fluktuald metanol szint mind Mut™ %, mind
modelljeink szerint Mut® fermentacié esetén is jelentdsen csokkenti a produktivitist. Modelljeinkbe
beépitettiik a Ky a értékenek korabban mell6zott metanol-koncentracio fliggését.

Osszegezve a modell és kisérletes eredményeket megallapithato, hogy sikeres metanol-koncentracid
szabalyzas kinetikai alapt szubsztrat adagolas alkalmazasaval torténhet, on-line médon végzett kontroll
mellett.

1. Pais et al. Biotechnol Lett 25 (2003) 251.

2. Minning et al. Biotechnol. 86 (2001) 59.

KUSTOS ILDIKO', ANDRASFALVY MARTON?, KILAR FERENC’, KOCSIS BELA'

Vashianyos kornyezet kiilsé membran fehérje dsszetételre gyakorolt hatasanak elemzése kapillaris
elektroforézissel és chip technologiaval

'PTE AOK Orvosi Mikrobioldgiai és Immunitastani Intézet, Pécs; “Kromat Kft. Molekularis Biologia Agazat,
Budapest; *PTE AOK Bioanalitikai Intézet, Pécs

Az €16 szervezetbe behatold baktériumok vashianyos kornyezetben kénytelenek szaporodni. Az emberi
szervezet vas ionjai vaskotd glikoproteinekkel (traszferrin, laktoferrin) képeznek komplexet, igy az €16
szovetekben rendelkezésre allo szabad vas szintje joval alacsonyabb a taptalajokban talalhato
mennyiségnél. Ezen allapot lekiizdésére a baktériumok nagy affinitasti, vasfelvételre képes
szideroforokat termelnek. Ezenkiviil nagy molekulatomegii kiils6 membran fehérjék (OMP) expresszidja
is indukalodik, amelyek receptorként szolgalnak a vas-sziderofor komplexek szamara.

Munkank célja az in vitro eléidézett vashiany hatasanak vizsgalata volt az OMP Gsszetételre. Erre a
célra egy ) modszert, a chip technologiat alkalmaztuk, és eredményeinket Gsszehasonlitottuk a
korabban kidolgozott kapillaris elektroforetikus metodikaval.

Vizsgalataink soran egy standard és 5 klinikai mintabol izolalt Pseudomonas torzs OMP profiljat
hataroztuk meg kontrol koriilmények kozott és vashianyos allapotban. A kapillaris elektroforetikus (CE)
méréseket 50 pm belsé atmérdji szilika kapillarisban végeztiik, mely az alkalmazott nagy fesziiltség
kovetkeztében 20 perc alatt biztositotta a fehérjék molekulatomeg alapjan torténd elvalasztasat.
Forradalmian j megoldast jelenthet a chip technologia alkalmazasa a fehérjék elvalasztasara,
detektalasara, amely segitségével 45 secundum alatt lehetséges a bakterialis proteinek szeparalasa. A
chip mikrokapillaris rendszerében elektrokinetikai eré vezérli a folyadék aramot, ¢és e folyadék dramlas
soran jatszodik le a keverés, inkubalas, jelolés, szeparalas és detektalas folyamata. A mikrokapillaris
rendszerbe t6ltott linearis polimert tartalmazo gél matrixban torténik az elektroforetikus elvalasztas, a
detektalas laser-indukalt fluoreszcencian alapszik.

A vashidny hatdsidra mind a standard, mind a klinikai izolatumok mintazataban nagy molekulatomegi
OMP expresszidja volt kimutathatd. A chipen kapott elektroferogramokon a tdrzsekben 1-3 nagy
molekulatomegii (70-100 kDa) fehérje cstics megjelenését észleltiik.

A chip és CE fehérje profilok, illetve a vashidny hatasara kifejez6d6 OMP-k molekulatdmegei jo
korrelaciot mutattak a két modszerrel. Ugyanakkor a chipek segitségével néhany secundum alatt nyertiik
a szamitogépben tarolhatd elektroferogramokat, és a két belsd standard alkalmazasaval azonnal
megjelenithetéek voltak a vizsgalt fehérjék molekulatomegei és koncentracidjuk. A nagy
molekulatomegii tartomanyban (=100 kDa) a chip technologia felbontd képessége és jel-zaj viszonya
jelentdsen meghaladta a kapillaris elektroforézisét.
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LEITER EVA'! EMRI TAMAS' PUSZTAHELYI TUNDE', SZAPPANOS HENRIETTA?
CSERNOCH LASZLO?* FLORENTINE MARX?, HUBERTUS HAAS?, POCSI ISTVAN'

A Penicillium chrysogenum kis molekulatomegii antifungalis fehérjéjének (PAF)
hatasmechanizmusa

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék; “DE OEC Elettani Intézet, Debrecen; *Medical University of

Innsbruck Department of Molecular Biology, Insbruck Austria

A Penicillium chrysogenum fonalas gomba nagy mennyiségben termel kis molekula tomegi (M,=6500),
bazikus antifungalis hatasu fehérjét (PAF) szachar6z és nitrat tartalmu taptalajon.

A PAF 42.6 %-ban homolog az Aspergillus giganteus altal termelt antifungalis fehérjével és 37 %-os
homoloégiat mutat az Aspergillus niger hasonl6 tulajdonsagokkal rendelkez6 proteinjével (1).

A PAF gitolja szamos huméan opportunista patogén és fitopatogén fonalas gomba, példaul Aspergillus
fumigatus, A. nidulans, A. niger, Botrytis cinerea, Trichoderma koningii, Neurospora crassa
novekedését, azonban nem mutat semmilyen hatast élesztokon €s baktériumokon.

A PAF hatdsa tobbek kozott megvaltozott morfologiai formédkban jelentkezik, a hifavégek
megduzzadnak, rovid elagazasok képzodnek. Ezen kiviil PAF a szenzitiv fajokban oxidativ stresszt és
K -effluxot (10 pg/ml PAF esetén) valt ki, valamint a hifdk csdkkent metabolikus aktivitasa is
kimutathato (FUN-1 fluoreszcens festéket hasznalva) (2).

A PAF f0leg a citoplazmaban lokalizalodva fejti ki hatasat az érzékeny fajokban. A PAF bejutasa aktiv
transzporttal torténik, mivel a 1égzési lanc gatlasa KCN-dal és NaNs-dal megakadalyozza a PAF
intracellularis akkumulalodasat (3).

A PAF K -effluxot okozo hatdsa befolyasolja a membran polarizaltsagat, ezért az Aspergillus nidulanst
di-8-ANNEPS fesziiltség-érzékeny festékkel kezeltiik és konfokalis mikroszkdpiaval kimutattuk, hogy a
hifavégek PAF kezelés hatasara hiperpolarizalodnak.

Mivel a PAF aktiv transzporttal jut be a sejtekbe és szelektiven hat (csak fonalas gombakon), a PAF
belépése nagy valdszintiséggel receptormedialt, G-proteinnel kapcsolt folyamat. Ennek igazoldsara a
PAF hatasat guanidin nukleotid analogok jelenlétében, valamint G-protein-miikddésben sériilt A.
nidulans mutansokon tanulmanyoztuk. Hipotézisiinkkel 6sszhangban a GTPOS (a G-proteint allanddéan
aktiv allapotban tart6 effektor) gatolta a PAF hatasat szenzitiv A. nidulans FGSC26 térzson, illetve az A.
nidulans fadA“°"* (G, alegység dominans interferald mutansa) torzs is rezisztens volt a PAF-vel
szemben.

Régota ismert, hogy az oxidativ stressz apoptdzist valthat ki eukaridtakban, ezért a szenzitiv A. nidulans
FGSC26 torzs protoplasztjait PAF-vel kezeltiik és a megjelend apoptoézis markereket AnnexinV
(sejtmembran karosodas és inverzio), illetve TUNEL (DNS-fragmentalodas) eljarasokkal detektaltuk. A
PAF kezelés hatasara az apoptozist mutatd protoplasztok aranya a 4-szeresére emelkedett a kontroll
tenyészetekhez képest.
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LEITER EVA!, PUSZTAHELYI TUNDE', FLORENTINE MARX?, HUBERTUS HAAS? POCSI
ISTVAN!

A Penicillium chrysogenum gliikéz oxidaza egy potens antifungalis enzim
'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék, Debrecen; “Department of Molecular Biology, Medical
University of Innsbruck, Austria

Szamos mikrobialis enzim képes a gliikoz oxidalasara. Ezek koziil a legfontosabb a glitkkdz oxidaz
(GOX), amely D-gliikonsav és hidrogén-peroxid képzddését katalizalja gliikkozbol oxigén jelenlétében.

Az altalunk vizsgalt gliikkoz oxidazt Penicillium chrysogenumbdl tisztitottuk és jellemeztiik. Az enzim
N-terminalis szekvencidja homolognak bizonyult az Aspergillus niger és a Penicillium amagasakiense
altal termelt GOX-éval. Mas gombak altal termelt GOX-okhoz hasonléan a P. chrysogenumbol

73



szarmazo enzim egy M,=155000 relativ molekula tdmegii homodimer (o,; M, =76000), amelynek
izoelektromos pontja 5.4.

Régota ismert, hogy a gliikdz oxidaz a hidrogén-peroxid termelése miatt antimikrobialis hatasa. Erdekes
moédon a GOX-ok antifungalis hatasat még nem tanulmanyoztak részletesen, ezért célul tiiztik ki a P.
chrysogenum GOX antifungalis hatasspektrumanak a vizsgalatdt szdmos teszt-mikroorganizmus
bevondsaval. A varakozasnak megfeleléen az altalunk izolalt enzim mar 50 [Jg/ml-es koncentracioban
alkalmazva is hatékonynak bizonyult az €¢lesztok és fonalas gombak széles spektrumaval szemben, de a
tesztelt gombak GOX érzékenysége eltéré mértékli volt. A human patogén Candida fajok névekvo
szenzitivitast mutattak a kovetkezé sorrendben: C. albicans=C. dubliniensis<C. parapsilosis<C.
glabrata=C. krusei. Az Aspergillus fajok is eltér6 mértékben voltak GOX-érzékenyek a kovetkezo
sorrendnek megfelelden: 4. giganteus<A. niger=A. terreus<A. nidulans. Ezen tilmenden az
exponencialis fazisban levo P. chrysogenum is szenzitiv volt a sajat GOX-ara. A GOX-érzékenység
egyértelmlien a kiillonb6z6 gombak sajatsagos, fajspecifikus antioxidativ védekezd képességének a
fliggvénye volt.

A P. chrysogenum GOX citotoxicitasa A. nidulans tenyészetekben redukalhatdo volt C-vitamin
hozzaadasaval, ugyanakkor a szarvasmarha maj kataldz még nagy katalazzGOX arény esetén sem
bizonyult hatékonynak. Nagy valosziniliséggel a két enzim egyiittes alkalmazasakor az oxigén gyorsan
elhasznalddott a rendszerben, és ez a masodlagos toxicitas valtotta fel a GOX elsddleges sejtkarositd
hatasat.

Az eddigi eredmények alapjan a gombak altal termelt GOX-ok, kiilonosen a H,0,-hasznosito
laktoperoxidazokkal és haloperoxidazokkal kombinaltan, jol alkalmazhatéak lesznek az orvosi
gyakorlatban hasznalt eszkdzok feliiletét szennyez6 bakterialis és fungalis biofilmek eltavolitasara.

LENTI ISTVAN, BORONKAY FERENCNE

A Sepedonium chrysospermum (Bull.: Fr.) Link mikofil gomba jelenléte a Batorligeti
Rezervacioban

Nyiregyhazi Tanarképz6 Foiskola, Novénytani Tanszék, Nyiregyhaza

Batorligetet, a természetnek ezt a gyonyori darabjat értékesebbé teszik a benne fellelhetd, gazdagon
tenyész0 gombak. Az ezidaig elvégzett mikologiai kutatasok bizonyitottak, hogy a batorligeti teriiletek
tovabbi és alapos feltardsa, igen szép reményekkel, eredményekkel kecsegtet. Ugyanis a gombak
kvantitativ viszonyaira it

Célkitlizésiink a rezervacio teriiletén parazitalt nagygomba fajok szambavétele, a mikoparazita gombak
A szakirodalmi adatok szerint a mikofil gombak lehetnek egy €s tobb nagytestii gombafajon él6skodék
(Helfer 1986). Koziiliik a

A gombafelvételezéseket a “véletlen bejaras” modszerével végeztik. A nagytesti gombak
meghatarozasat kovetden identifikaltuk a mikofileket is, Helfer (1991) mddszerével, valamint Banhegyi
et al. (1985) és Hawksworth (1981) hatarozokulcsaival ellendriztiik eredményeinket.

Az 1999-2003-as évek felvételezései soran megallapitottuk, hogy a Sepedonium chrysospermum (Bull.:
Fr.) Link mikoparazita gomba a rezervaci6 nagytestli gombait erésen fertézi. A 20 parazitalt gombafaj a
Boletus (11), Gyrodon (1), Gyroporus (1), Leccinum (1), Tylopilus (1), Xerocomus (5) nemzetségekbol
keriiltek ki.

E miofil gomba tenyészete PDA-taptalajon tomott, kezdetben fehér, majd sarga, barnassarga szintivé
valik. Hét nap alatt atlagban 6 cm-es atmérdjl telepndvekedést produkalt 22+2 °C-on. A fialokonidium-
tartoja laza, egyszeri, “verticiloid”. A fialokonidiumai egysejtiiek, hialinok, alakjuk cilindrikal,
ellipszoid, olykor kissé¢ deformaltak. Méretei 19,2(8,0-28,0)%10,9(8,0-16,0) p

Egy hét elteltével a tenyészeten megjelennek az aleuriokonidiumok, melyek egysejtiiek, elobb hialinok,
majd besargulnak. Feliiletiik kissé szemolcsos. Méretei: 18,6(18,0-20,0)%16,8(16,0-18,0)

A parazitalt nagytestii gomba eleinte foltosan kifehéredik, a foltok idével Osszeolvadnak, az egész
gomba feliilete fehér, ill. szlirkésfehér szinli, mert a mikofil micéliuma és a fialokonidiumtart6i
gyapjasan beboritjak. Késobb a fert6zott gomba sarga szint vesz fel, allaga megpuhul, Gsszerothad,
szétfolyik. Kellemetlen biiz kiséri a rothadasi folyamatot. Végkifejl

A gomba perfekt alakjat nem tudtuk izolalni.
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et a biidos lagyrothadas.m. Atlagos hosszusag/szélesség aranyuk 1,1.m. Atlagos hosszlisag/szélesség
aranyuk 1,75.

Hypomyces genust azonositottak leggyakrabban, hisz’ imperfekt alakjai tobb gombanemzetség fajait
jelenitik meg, ezek: a Sepedonium, a Cladobotryum, a Stephanoma, a Sibirina, az Arnoldiomyces, a
Mpycogone és a Helminthophora fajok. A legszélesebb gazdakdrrel a Hypomyces chrysospermus (Bull.)
Tul. aszkosporas gomba rendelkezik, ugyanis Arnold (1976) szerint 26 genusbol legalabb 50 fajt képes
parazitalni. Imperfekt alakjat Howel (1939) publikalta Sepedonium chrysospermus néven.t oly jellemzd,
a normalis diszperziotol eltérd “szuperdiszperzid”, a fajok szorvanyos megjelenése, széles
diverzitasa.giai igényeik meghatarozasa, valamint a keletkezett “tiinetek” leirasa.

LENTI ISTVAN, BORONKAY FERENCNE

A Spinellus fusiger (Link: Fr.) van Tiegh. mikoparazita gomba a Batorligeti Természetvédelmi
Teriileteken

Nyiregyhazi Tanarképz6 Foiskola, Novénytani Tanszék, Nyiregyhaza

A gombak filogenezisiik soran kiilonféle szubsztratumokat hoditottak meg, s egyik taplalkozasi
formajuk a “mikokannibalizmus”, tehat egyes gombak mas gombafajokkal taplalkoznak. Az
intrahimenialis fajok (pl. a Mycogeophyta anablasta) atszovik a nagytestli gombdk termotesteit, s
azokon valtozatos szinekkel, gazdag formaban manifesztalodnak. Megfertdzhetik a biotrof parazita
gombakat is — kiilondsen a Mycoepiphyta parasitica -, s azok pusztulasaval 6nmaguk is elpusztulnak. A
tisztan szaprofita (Mycoepiphyta xylosa) fajok csak a gazdaszervezet elpusztulasa utan kolonizaljak
azokat (Ubrizsy 1943).

A mikofil gombédk kutatdsa mar a 19. sz.-ban megkezdddott, leirasuk ma is nagy elannal tart.
Hawksworth (1981) szerint koranak idépontjaban mintegy 1100 fajt ismertek mikoparazitaként, ma mar
valos mennyiségiik meghaladta a 2000-ret (Vajna — Jakucs 2003).

A Spinellus fusiger (Link : Fr.) van Tiegh. mikofil gomba foként a Mycena fajokat parazitalja, de jol
tenyészik egyes Collybia és Amanita fajokon is (Zycha et al. 1969). Morfologiai leirasat Watson (1964,
1965) munkaibol ismerjiik.

Gombafelvételezéseinket a “véletlen bejaras” modszerével végeztik a bonitalt teriileten. A
makrogombak pontos meghatarozasat — tobbek kozott — Gerhardt (1995), Jordan (1995), Moser (1983),
Phillips (1990), Rimdczi — Vetter (1990) miiveinek segitségével végeztiik. A mikofil fajmeghatarozasara
Hawksworth (1981), Banhegyi et al. (1985) és Helfer (1991) hatarozdkulcsai szolgaltak.

Az 1999-2003-as évek felvételezései soran megallapitottuk, hogy a Spinellus fusiger mikoparazita
gomba jelen van a Batorligeti Természetvédelmi Teriileteken, s parazitalta a Collybia dryophila (Bull.:
Fr.) Kumm., a Coprinus micaceus (Bull.: Fr.) Fr., a Mycena epipterygia (Scop.: Fr.) Gray, a M.
haematopus (Pers.: Fr.) P. Kumm., a M. polygramma (Bull.: Fr.) Gray, a M. pura (Pers.: Fr.) P. Kumm.,
valamint a M. sanguinolenta (Alb. and Schw.) Kumm. fajokat.

E mikofil gomba tenyészete PDA-taptalajon laza, vattaszerti, dus, s sziirke 1égmicéliumot fejleszt, amely
gyors novekedésii. A sporangiumtartd elagazas nélkiili, vastag, tobb mint 1 cm-re is megnéhet.
Vilagosbarna, valaszfalakat alig talalunk benne.

Sporangiuma gombdlyded, mérete 147,6(139,8-164,4)x356,2(334,6-371,6) um. Lapos, széles
kolumelléval rendelkezik. Sporangiosporai citrom formajuak, de akadnak gémb, vagy orsé alaktiak is.
Sziniik vilagosbarna. Méreteik PDA-taptalajon: 37,6(26,4-55,8)x22,4(11,2-33,2) um.

A Spinellus fusiger mezotermofil, hdoptimuma 28+4 °C, de 20 °C alatt a sporulacidja mar vontatott, s a
sporangium képzése is mérsékelt.

A fert6zott gombak kalapjain szabad szemmel is lathato a mikofil gomba sporangiumtartoja és a fejlett
sporangium. A fertdzott gazdagomba kalapszine barnava valik, lagy allomanyu lesz, majd a kalap a
tonkre bukik, s végiil teljesen elrothad. A tonknek a kalappal érintkezd része is megbarnul,
elvékonyodik, elrothad. A tiinetegyiittes végkifejlete lagyrothadasban nyilvanul meg.

Tudomasunk szerint a Spinellus fusiger mikofil gombat a szakirodalom még nem kozolte a Coprinus
micaceus gombardl, mint gazdaszervezetrol!
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VIM-4 metallo-p-laktamaz termelé Pseudomonas torzsek epidemiologiai vizsgalata

Johan Béla OEK Bakterioldgia 1., Budapest; 2Baranya Megyei Korhaz, Pécs; 3Kt')zponti Honvédkorhaz, Budapest;
*Nograd Megyei ANTSZ, Salgotarjan

A szerzok beszamolnak a Magyarorszagon izolalt carbapenem rezisztens metallo-p-laktamaz (MBL)
termeld, a blayv.4-gént integronon hordozé Pseudomonas spp.-k epidemioldgiai vonatkozasairol.
Elséként 2002 augusztusaban izolaltak MBL-t termelé O12-es szerotipusu Pseudomonas aeruginosa-t,
egy a fovarosban balesetet szenvedett, s intenziv osztalyon apolt gdrogorszagi turista vizeletébdl. Egy
hoénappal kés6bb ugyanezen az intenziv osztilyon, hasonld klinikai esetben, ugyancsak a beteg
vizeletébol kitenyésztett carbapenem rezisztens P. aeruginosa azonos feno- és genotipusos sajatsagokat
mutatott. Ebben az idében végzett kornyezet bakteriologiai vizsgalatok soran carbapenem rezisztens
torzseket nem talaltak. Mindkét betegtl szarmazd torzs esetében a blayivg gént egy elsé osztalyt
integron hordozza, mely kozeli rokonsagot mutat a Gorogorszagban és Lengyelorszagban izolalt
integronokkal.

Ugyanezen az intenziv osztalyon 2003 oktoberében végzett kdrnyezet bakteriologiai szlirfvizsgalatok
soran, egy feliileti torlésbol, a korabban izolalt MBL termeld P. aeruginosa torzsekkel megegyezd
szerkezetli integront hordoz6 Pseudomonas putida torzset izolaltak, ami a korhazi kdrnyezetben lezajlott
interspecies géntranszfer eseményre utal. MBL-t termeld P. aeruginosa-t izolaltak ugyanebben az
idében Pécsett is, egy hosszan, ismételten intenziv osztalyon apolt beteg vizeletébol. Ez a torzs szintén
O12-es szerotipust, VIM-4 termel6, s a Budapesten izolalt torzsekével kozeli szerkezeti rokonsagot
mutato integront hordoz. A kornyezet bakteriologiai vizsgalatok itt negativ eredménnyel zarultak.

A multirezisztens blayny gént hordozé MBL-termeld P. aeruginosa torzsek hazai eléfordulasa felveti azt
a potencialis veszélyt, hogy egyrészt a gén atvitele mas Gram-negativ multirezisztens nosocomialis
patogénekbe barmikor megtorténhet, masrészt eurdpai orszagokhoz hasonléan (Gorogorszag,
Olaszorszag) a kezdetben sporadikusan megjelend MBL termeld torzsek endémiassa valva jelentds
korhazi jarvanyok okozoi lehetnek.

LITTER JUDIT, HAMARI ZSUZSANNA, PFEIFFER ILONA, KUCSERA JUDIT, KEVEI FERENC
A mitokondrialis DNS jellemzése a Cryptococcus neoformans fajkomplex kiilonb6zé molekularis

alcsoportjaiban
SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Szeged

Katsu és munkatarsai 2004-ben kozolték, hogy a Cryptococcus neoformans fajkomplex molekularis
elemzésével (ITS szekvencia, RAPD analizis, PCR fingerprinting) nyolc alcsoportot lehet
megkiilonboztetni. Vizsgalatainkban ezen altipusok mitokondrialis genomjanak jellemzését tliztiik ki
célul.

Korabbi kisérleteinkben a C. n. var. grubii IFO 410 (CN-O) és a C. n. var. neoformans IFM 5844 (CN-
o) torzsek mitokondrialis DNS-ének fizikai és funkcionalis térképét megszerkesztettiik, valamint
elvégeztiik ezek részletes sszehasonlitasat.

Ennek soran megallapitottuk a két mtDNS genom pontos méretét, amely CN-O esetében 24.1 kb, a CN-
o esetében pedig 32.6 kb volt, valamint Southern hibridizacioval és szekvenalassal lokalizaltuk a
mitokondrialis 1égzésben fontos szerepet jatszo gének tobbségét.

A mitokondridlis genomok méretében mutatkozé eltérést harom nagyobb régiohoz tudtuk kapcsolni.
Szekvenciavizsgalatuk kimutatta, hogy a legnagyobb méretkiilonbség a coxl, a cob, a nad5, az rnl
génekben, valamint az atp6-atp9 gének kozti intergénikus régioban talalhato. A kiilonbségeket foképp
intronok jelenlétével magyaraztuk.

Az eltéréseket mutato teriiletekre irt primerek felhasznalasaval végzett PCR alkalmasnak bizonyult a két
torzs elkiilonitésére, és ezaltal alapjat képezheti polimorfizmus vizsgalatainknak.

A fent emlitett génekhez irt primerek felhasznalasaval nyolc, PCR fingerprint kisérletek alapjan a
kiilonbdz6 molekularis genotipus csoportot képviseld torzs mitokondrialis DNS-ét vizsgaltuk meg. A
kapott eredmények alapjan a torzsek az egyes géneknél eltéré csoportokba rendezheték. Az egyes PCR
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termékek szekvencia szintli elemzése folyamatban van.
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Munkankat az OTKA (T035194) tamogatasaval készitettiik.

LOMNICZI BELA
Uj fert6z6 betegség rezervoarok kialakulasa
MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatointézet, Budapest

Az elmult évek sajtdjaban viszonylag nagy visszhangot kapott fert6zé betegségek (SARS, madar és
kapcsolodd emberi influenzak) rairanyitottadk a figyelmet az evolicid és Okologia szerepére azok
kialakulasanak megértésében és a hatékony védekezés kialakitasaban. Az RNS virusok gyors, szemiink
elott is kovethetd evolucidja az elmult egy-két évtized nagy revelacidja, de hogy rezervoarok is
folyamatosan keletkeznek és evolvalodnak, arra az 10 fertéz0 betegségek felbukkanasa a legfGbb
bizonyiték. A korokozok (a malariaétol a HIV-ig) gyors evolucidjarol feltart ismeretek is mar jelent6s
valtozasokat hoztak a ,steril” epidemioldgiai felfogdshoz képest, azonban, az ujabb fejlemények
tiikkrében, legalabbis a virusfertézések tekintetében gy tlinik, hogy az 6kologiai lecke elsajatitasa még
hatra van. Az 6kologiai megkozelités kozponti kérdése a rezervoar: adott faj(ok) populacioinak térben és
idében Osszefliggd egyiittese, ahol a fert6z6 agens a végtelenségig fennmarad. E tisztan okologiai
definiciot fellazithatjuk, amennyiben megkiilonbdztethetiink fenntartd és célfajt, vagy -populaciot, a
gyakorlati védekezés soran ugyanis lehetetlen, vagy nem is sziikséges a rendszer valamennyi
OsszetevOjénél beavatkozni. Bar a hazi husevok (célfaj) veszettségének visszaszoritdsdban a rokak
(rezervoar) immunizalasa donté hatassal volt. A fertdzési lanc, valamennyi ’szemének’, benne a
rezervoarok fontossaganak felderitése természetesen nem sporolhatéo meg. Pl. 1997-ben Hongkongban a
H5N2 influenzavirus tovaterjedésének (emberre és csirkékre) veszélyét vészintézkedésként a csirkék
kiirtasaval oldottak meg, hosszabb tavra azonban a kacsak (rezervoarok) és csirkék (célpont) elkiilonitett
tartasa a megoldas, aminek gyors bevezetése ott be is valt. Az influenzavirusok esetében tanti lehetiink
annak a megallithatatlan folyamatnak, amint az 6si rezervoar (vadonéld vizimadarak) szerepét olyan
mesterségesen kialakitott populaciok veszik at, mint a hazi vizibaromfival integralt csirketenyészetek,
vagy a hatékonysagban feliilmtlhatatlan €l6-allat piacok. Foleg a XX. szdzadi fejlemények tiikrében
ezekrdl a kérdésekrol lesz szo az eléadasban.

LUKACS GYONGYI', NYILASI ILDIKO', PAPP TAMAS?>, SOMOGYVARI FERENC’, NAGY
ERZSEBET*’, VAGVOLGYI CSABA'

Rhizomucor fajok gyors azonositasa lovastatin tartalmu taptalaj segitségével

'SZTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék; MTA - SZTE Mikrobiologiai Kutatocsoport; *SZTE AOK Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

Zigomikozis néven foglaljuk 6ssze az Entomophtorales és Mucorales rend egyes tagjai (pl.: Absidia,
Mortierella, Rhizomucor, Rhizopus) éltal okozott megbetegedéseket. Az ilyen mikozisok kozel 90%-at
Rhizopus és Rhizomucor fajok okozzak. A Rhizomucor nemzetségbe két faj a R. pusillus és a R. miehei
tartozik. Morfologiai jellemzdik €s termofil sajatsaguk alapjan egyértelmiien elkiilonithet6k a Mucorales
rend tobbi tagjatol. Rhizomucor izolatumok azonositasara tobbféle modszer is létezik, de ezek hasznalata
gyakran korlatokba {itkozik és a faj szintli azonositas klinikai koriilmények kozott sokszor nehézkes.

A lovastatin a 3-hidroxi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktaz kompetitiv inhibitora, amely
enzim az izoprének (szterolok és az ubiquinon) bioszintéziséhez vezet0 acetat-mevalonat reakciout
kulcslépését katalizalja. A szterolok és karotenoidok bioszintézisének gatlasa lovastatin koncentraciétol
fliggben a gombasejtek ultrastruktirajanak megvaltozasaval, és/vagy novekedésgatlassal jar.
Kisérleteink soran 27 klinikai és kornyezeti mintabol szarmazd R. pusillus és R. miehei torzs
lovastatinnal szemben mutatott érzékenységét vizsgaltuk, kiillonbozo tenyésztési koriilmények kozott. A
R. miehei torzsek 64-128 pg/ml lovastatin koncentracio mellett is novekedtek, ezzel szemben a R.
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pusillus torzsek novekedése mar 1-2 ug/ml lovastatin jelenlétében is gatlodott. A lovastatin gatld hatasa
fiigg az inokulum nagysagatol és a tapkozeg pH-jatol: savas pH-n erbteljesebb gatlas tapasztalhato.

A kisérleti eredmények alapjan kidolgoztunk egy, a Rhizomucor izolatumok faj szintli azonositasat
biztositd, a R. pusillus lovastatinnal szemben mutatott érzékenységén alapulo eljarast. Ennel 1ényege,
lovastatin tartalma MEA taptalajra (pH 4) oltva, 2 napig 37°C-on torténd inkubacidt kovetden a R.
miehei izolatumok tobbé-kevésbé kompakt telepet képeznek, mig a R. pusillus izolatumok telepképzése
teljesen gatlodik.

A két Rhizomucor faj lovastatin érzékenységben mutatott jelentds kiillonbségének molekularis hattere
még feltaratlan. Real-time PCR kisérletek alapjan mindkét faj genomja két példanyban tartalmazza a
HMG-CoA reduktaz gént, igy a feltart kiilonbség nem magyarazhat6 a gén kopiaszambeli eltérésével.

A kutatast az OTKA (TO37471 és FO46658) tamogatta.

MAG TUNDE', HERPAY MARIA', D. PLELARD?, G. MUYLDERMANS’

A Shiga toxin-termelé Escherichia coli (STEC) torzsek molekularis tipizalasi lehetoségei
tekintettel az STX2 altipusaira

'Johan Béla OEK Bakteriologia II., Budapest; *Vrije Universiteit Department of Microbiology, Brussel, Begium

Az enteropathogén E.coli torzsek megbetegitd képessége a genomjuk un. pathogenitasi szigetein (PAls)
elhelyezketd6 virulencia gének repertoirjatol fligg. Az egyes virulencia gének kombinacioja
meghatarozza az E.coli specifikus pathotipusait (EPEC, EHEC-STEC, ETEC, AEEC, EAEC, DAEC). A
virulencia faktorok atadodhatnak horizontalisan, valtozatos genetikai mechanizmusok révén,
mozoghatnak egyes gének, vagy kapcsolt gének csoportjai un. cluster-ei egyarant. A human enteralis
megbetegedéseket el6idézo kiillonbozd E.coli pathotipusok kozotti komplex kapcesolatrendszer jelenleg
még nem teljesen tisztazott.

A Shiga toxin-termeld torzsek vilagszerte nagy szamban okoznak hasmenést, haemorrhagias colitist és
haemolitikus urémias szindromat (HUS). A STEC izolatumok fontosabb virulencia faktorai: Shiga-toxin
I-II (Stx1,2), intimin, enterohaemolysin, és a ~60 MDa plazmidon elhelyezkedd katalaz (katP), és a
szekretalt szerin protedz (espP). Ezen specifikus gének detektalasa képezi a pathotipusba sorolds egyik
alapjat, jelenlétiik a megbetegedés jellegét, és a varhatd szovodmények kialakulasat is alapvetden
meghatarozzak.

A legfontosabb virulencia faktor maga az Stx (Shiga-like toxin), amely szerkezete, ¢és
hatasmechanizmusa alapjan két nagy csoportba sorolhatd: Stx1 és Stx2. Toébb megfigyelés tamasztja ala,
hogy az Stx2-t termeld torzsek virulensebbek, mint az Stxl-t termeldk. A legsulyosabb
megbetegedésekért a Stx2 altipusai koziil a Stx2cl és a Stx2d-t termeld torzsek feleldsek.

Mindez indokolta olyan molekularis technikdk bevezetését, amelyek alkalmasak a STEC virulencia
faktorainak kimutatasara, és a Stx toxin tipizalasara. Alkalmazott mddszereink: PCR, restrikcids hasitas,
real-time PCR. A kisérletek eredményeként sikeriilt elkiiloniteniink az Stx altipusait, és detektalnunk a
tobbi patogenitasi marker jelenlétét. E modszerek adaptalasat kovetden a NERL képes a bekiildott STEC
torzsek pathogenetikai vizsgalatara.

MAJOROS LASZLO, KARDOS GABOR, MISZTI CECILIA, PAPPNE FALUSI ERZSEBET,
SZABO BELA

Candida inconspicua érzékenységének vizsgalata mikrodilticiés modszerrel (standard és emelt
inokulum), Fungitest-tel és E-teszttel

DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, Debrecen

Negyvennyolc betegtdl szarmazo 57 C. inconspicua klinikai izolatum érzékenységét vizsgaltuk meg a
standard (10° sejt/ml) mikrodiluciés médszer (NCCLS M27A modszer), annak emelt (10* sejt/ml),
modositott valtozataval, E-teszt és Fungitest segitségével. A MIC értékek leolvasasa 24 és 48 o6ra utan
tortént. Fungitest esetén 48 ora utan hataroztuk meg az érzékenységi kategoriat. A kapott eredményeket
a normal inokulummal végzett, 48 6ras MIC értékek eredményéhez (standard metodika) hasonlitottuk.

Az NCCLS M-27A metodika alapjan a torzsek 89,5 %-a a dozisfliiggden érzékeny kategériaba, 10,5 %-a
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a rezisztens kategoriaba tartozott, érzékeny tdrzs nem volt.

A MIC értékek + egy higitasi fokban normal és emelt inokulum és E-teszt esetén 24 6éra milva 100 %-s
egyezést mutattak a standard modszerrel. Emelt inokulum és E-teszt esetén 48 6ra mulva az atlagos
egyezés 93,7 illetve 56,3 % értekre csokkent.

Az érzékenységi kategoriakat elemezve a modositott mikrodilucios modszerek 24 6ra mulva legalabb 80
%-0s egyezést mutattak a standard modszerrel GOsszehasonlitva. Az E-teszt és az emelt dozist
mikrodiluciés modszer esetén a 48 oras leolvasas a dozisfiiggden érzékeny torzsek 33,3-75 %-a
rezisztens volt.

A Fungitest 81,1 %-s egyezést mutatott a standard modszerrel Gsszevetve, bar az 5 rezisztens izolatum
kozil négyet a dozisfiiggden érzékeny kategoriaba sorolt.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a C. inconspicua flukonazol iranti csokkent érzékenységét pontosan
sem az E-teszt, sem a Fungitest, sem pedig a 24 6ras mikrodiluciés moédszerek nem mutatjak ki
pontosan. A 48 oras emelt dozist mikrohigitasos modszer és az E-teszt jelentdsen megndvelte a fals
rezisztens eredmények szamat. Bar in vivo allatkisérleti adatok azt mutatjak, hogy az emelt dozist (10-
12 mg/kg/nap) flukonazol kezelés hatasos a dozisfiiggden érzékeny torzsek altal kivaltott szisztémas
fert6zések kezelésére, életet veszélyeztetd infekciok esetén az amphotericin B az ajanlott terapia. Az
életet nem veszélyeztetd fert6zések kezelése illetve az empirikus flukonazol terapia folytatasa csakis a
standard, mikrodilucion alapuld érzékenység meghatarozasa utan torténhet.

MANCZINGER LASZLO

Komposzttiiré Trichoderma torzsek taxonémiaja és okofiziologiaja
SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Szeged

A Trichoderma fajok elterjedtek a komposztban és egyéb gombatermesztési alapanyagokban. 1985-t61
nagymértékil termésveszteség kovetkezett be a Brit-szigetek gombafarmjain amiatt, hogy a 7. harzianum
agressziv torzseivel fertézott komposzton nem termett gomba. Azoéta a Trichoderma komoly
termésveszteséget okozott Eszak-Amerikéban: Ontarioban, British Columbiaban és Pennsylvaniaban. Ez
a fert6zés zoldpenészként valt ismertté. A T. harzianum agressziv €s nem agressziv tOrzsei gyakran
megtalalhatok ugyanazon farm azonos mintdiban. A gombatermesztésben hasznalt anyagokon novo
Trichoderma fajokat nehéz egymastol megkiilonboztetni. Egy gyors, pontos és érzékeny modszer az
agressziv torzsek azonositasara elengedhetetleniil sziikséges és elofeltétel az olyan vizsgalatokhoz
melyek a kornyezeti faktoroknak és tenyésztési koriilményeknek a betegség eldfordulasara gyakorolt
hatasait célozzak. Ujabban az agressziv Trichoderma torzsek azonositasara molekularis modszereken
(RAPD és RFLP) alapul6, érzékeny modszereket dolgoztak ki. E modszerek segitségével a zoldpenész
izolatumokat négy csoportba osztottak be: két agressziv csoportba (Th2 ¢és Th4), egy nem agressziv 7.
harzianum csoportba (Thl) és egy T. atroviride csoportba (Th3). A Th4 csoport Eszak-Amerika
gombatermeszt6 teriiletén fordul eld, a Th2 pathotipus viszont Eurépaban dominal. A fertdzott
komposztbdl szarmazo izolatumok gombaparazita €s szaprotrof tulajdonsagait szintén tanulmanyoztak,
hogy felderitsék az Agaricus bisporus-szal szemben mutatott agresszivitasuk hatterét. In vitro €s in vivo
antagonizmus kisérletekben mikoparazitizmust jelz6é hifastrukturakat csak ritkan lehetett megfigyelni.
Az agressziv europai (Th2) és az észak-amerikai (Th4) izolatumok szignifikdnsan tobb biomasszat
termeltek a komposztban, mint a Th1 nem agressziv izolatumok. Mindhdrom csoport tagjai biopolimer-
bontd enzimeket szekretaltak, melyekkel képesek voltak az A. bisporus sejtfalaban, illetve a szalmaban
levé biopolimereket lebontani. Néhany ezen enzim koziil valdszinlileg kapcsolatban allhat az
agresszivitassal. Feltételezik, hogy a torzsek agresszivitdsaért kompeticid, antagonizmus és parazitizmus
felelds, de csak miutan a torzsek a szalma bontésa révén intenziven novekedni kezdenek. Ujabban egy
olyan antibiotikumot izolaltak agressziv Trichoderma torzsekbdl, mely az A bisporus és mas
fonalasgombak novekedését gatolja. A vegyiiletet, melyet a nem agressziv tdrzsek nem képesek
termelni, 3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metilizokumarin-ként azonositottak. Ez az antibiotikum egyiitt mas
gombakomposztban. A z6ldpenész jarvanyért felelds torzseket mult évben elvalasztottak a 7. harzianum
csoporttdl novekedési ratajuk, hémérséklet optimumuk, ITS1 szekvenciajuk, valamint az EF-lalfa
transzlacios elongacios faktor szekvenciajuk alapjan. igy a Th4 izolatumok a Trichoderma aggressivum
sp. nov., illetve a Th2 izolatumok a 7. aggressivum f. sp. europaeum 10j fajneveket kaptak.
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MANDOKI MIRA', DOBOS-KOVACS MIHALY', BAKONYI TAMAS?, KECSKEMETI SANDOR’,
IVANICS EVA®, RUSVAI MIKLOS'

A csirkék fert6zo nephritisét okozo virus magyarorszagi torzseinek dsszehasonlité vizsgalata

SZIE AOTK 'Korbonctani és Igazsagiigyi Allatorvostani Tanszék; “Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék,
Budapest; *Debreceni Allategészségiigyi Intézet, Debrecen; *Orszagos Allategészségiigyi Intézet, Budapest

A csitkék napos kori elhullasra vezetd bantalmai koziil fontos megemliteni a kodszvényt, aminek
hatterében — a vizhiany illetve takarmanyozasi artalmak mellett - gyakran a vesehamsejtek elfajulasa all.
A vesében megfigyelt elvaltozasok oktanaban tobbek kozott virusos betegségek is szerepet jatszhatnak.
A hazai baromfitelepeken vizsgalt napos csirke hullakban talalt elvaltozasok alapjan évek ota
gyanitottuk az Avian Nephritis Virus (ANV, Astroviridae) magyarorszagi jelenlétét.

A Dbetegségre gyanus hullak korbonctani és korszovettani diagnosztikai vizsgalata utan kiegészitd
elektronmikroszkopos vizsgalatot végeztiink, amely soran kb. 28 nm nagysagu, Stagu csillagra
emlékeztetd alaku, ikozaéder nukleokapsziddal rendelkez6 virionok jelenlétét mutattuk ki a tubularis
epithel sejtekben.

A fert6zottségre gyanus hullakbol veseszovet mintakat gyiijtottiink, amelyet homogenizaltunk és RNS-t
tisztitottunk beldlik. A génbankban k6zolt ANV teljes genomszekvencia (NC_003790) alapjan, az 5'
nem kodolo régiora tervezett primerek segitségével a mintakat RT-PCR vizsgalatoknak vetettiik ala. A
képzodott, kb. 300 bazispar hosszisagu termékeken direkt nukleinsav-szekvencia meghatarozast
hajtottunk végre. A szekvencia a legnagyobb, 92 %-o0s hasonlosagot az ANV-hoz mutatta.

A specifikus RT-PCR segitségével az allategészségiigyi diagnosztikai intézetekben Orzott korabbi
vizsgalati anyagokban, valamit szamos, nephritisben szenvedd csirkeallomanyban vizsgaltuk az ANV
jelenlétét.

A tovabbiakban a virus hazai elterjedtségének feltérképezésén tul, kiilonds figyelmet szeretnénk
szentelni a korokozd megbetegité képességének vizsgalatira €s a magyarorszagi virustorzsek
filogenetikai jellemzésére.

MARAZ ANNA

Molekularis mikologiai diagnosztika - lehetoségek és kihivasok
BCE ETK Mikrobiologiai és Biotechnologiai Tanszék, Budapest

A mikrogombak gyors és pontos identifikdlasa ¢€s tipizalasa szdmos teriileten egyre fontosabb és
siirgetébb igényként jelentkezik elsdsorban ott, ahol a gombak jelenléte karos, mindségrontd vagy
korokozo hatasukkal all Osszefiiggésben. Nem elhanyagolhatd azonban a gombak élelmiszeripari,
gyogyszeripari, mezdgazdasagi vagy kornyezetvédelmi alkalmazasa soran az adott technoldgiaban
alkalmazott gombak faj vagy torzs szintii jellemzésének, a folyamatban résztvevé gombak gyors és
megbizhato felismerésének, meghatarozasanak igénye sem.

A gombak molekularis diagnosztikdjaban ezeknek az igényeknek a kielégitését — hasonléan mas
mikroorganizmusokhoz — a genom-szintli vizsgalati modszerek kozelitik meg leginkabb. A genomot
felépité nukleinsavak (DNS, virus eredetli RNS molekuldk), valamint ezek expresszios termékeinek
(mRNS, proteinek) vizsgalata és meghatarozasa a modszerek rohamos fejlodésével 1) tavlatokat nyitott a
mikoldgiaban is: a genomika és proteomika eszkoztarat és és alapkutatasi eredményeit.

A genom-szintli molekularis technikak koziil a ma mar klasszikusnak tekinthetd, a sejtekb6l kivont
kromoszémalis, mitokondridlis vagy virdlis nukleinsavak intakt molekulakként vagy a restrikcios
endonukleazos emésztéssel eldallitott fragmentumok egyszerli vagy pulzalo gélelektroforézissel kapott
mintazatdnak meghatarozasa — kariotipizalas és RFLP analaizis — nagyban hozzajarultak a gombak
genomjanak megismeréséhez, a fajok elhatarolasdhoz vagy éppen Osszevonasahoz. Ezeknek a
technikaknak fontos szerepiik volt a pontos identifikaldsban és a torzs-szintli tipizalasban is. Kezdetét
jelentették a molekularis epidemiologia kialakuldsdnak human, allati vagy éppen novénykortani
teriileteken.

A molekularis diagnosztikaban igazi attorést a PCR alapt technikak bevezetése és fejlodése jelentette,
amelyek kezdetben elsdsorban a tiszta tenyészetként eldallitott izoldtumok vizsgalatara terjedtek ki,
jelentésen lerdviditve a pontos identifikalas és tipizalas idejét. A kifejlesztett és interneten elérhetd —
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elsdsorban az rDNS nagy alegységének DI, D2 doménjara alapozott - molekularis szekvencia
adatbankok segitséget jelentenek ehhez, azonban a direkt szekvenalas a rutin diagnosztikaban kevéssé
hasznalhat6. A PCR amlifikalassal eléallitott rDNS szekvenciak restrikcids enzimes analizise azonban
gyors, pontos €s robosztus technikat jelent a tiszta tenyészetekkként eloallitott gombak identifikalasaban.
Ehhez nemzetkozi, internetes adatbankok is hasznalhatok, de akar egyetlen laboratérium is 1étrehozhatja
a leggyakoribb kimutatando és identifikalando gombafajok molekularis adatbankjat.

Patogenitassal, virulenciaval kapcsolatos gének kimutatasahoz a PCR technikat altalaban hibridizacioval
kotik 6sssze a PCR termék kimutatdsa céljabol, amely szamos patogén gomba esetében kifejlesztésre
kertilt, rutin diagnosztikai célu alkalmazasa azonban esetleges.

A jovo lehetésége a DNS chipek vagy masnéven microarray technika alkalmazasa rutin diagnosztikai
célra, amely a specifikus és gyors diagnosztika mellett egyidejlileg tobb faj vagy torzs kimutatasat,
valamint a virulencia gének expresszidjanak mennyiségi vizsgalatat is lehetdvé teszi.

MARAZ ANNA
Ferenczy Lajos, az iskolateremté professzor
BCE ETK Mikrobiologia és Biotechnologia Tanszék, Budapest

Ferenczy Lajos professzort6l, aki a hazai mikrobiologusok koziil sokunknak nemcsak tanara, hanem
mestere is volt, szomort szivvel vettiink 6rok bucsut aprilis 16-an Szegeden. A megemlékezés felidézi
annak a céltudatos, kemény akarattal és szivossaggal végzett tudomanyos iskolateremtésnek és
tanszéképitésnek az allomasait, amelynek eredményeként a Jozsef Attila Tudomanyegyetem
Novényélettani Tanszékérdl 1953-ban indult gyakornok el6szor az altala alapitott Mikrobiologiai
Tanszéki Csoportnak, majd pedig 1972-ben a Mikrobiologiai Tanszéknek vezetdje lett.
Tudomanyos munkéssaga a ndvénykortan teriiletérdl indult, és végigkisérte a mikoldgia iranti
érdeklodése, annak magas szintii, igényes miivelése.
A tudomany tjdonsagai iranti fogékonysaga, a tudomanyos kivancsisag kielégitése utani vagy 4 Nature
cikk publikalasaban nyilvanult meg — és ami valoban egyediilalld — valamennyi hazai tarsszerzokkel.
Munkéssaganak legfontosabb allomasait talan ezek jelzik legjobban:
1. Varga, BM., and L. Ferenczy. 1956. Effect of Rindite on the development of the growth-
substances in potato tubers. Nature (London) 178: 1075.
2. Ferenczy, L., Kevei, F., and J. Zsolt. 1974. Fusion of fungal protoplasts. Nature (London) 248:
793-794.
3. Ferenczy, L., Sipiczki, M., and M. Szegedi. 1975. Enrichment of fungal mutants by selective
cell-wall lysis. Nature (London) 253: 46-47.
4. Ferenczy, L., and A. Maraz. 1977. Transfer of mitochondria by protoplast fusion in
Saccharomyces cerevisiae. Nature (London) 268: 524-525.
Hazai és nemzetkozi elismertségét a ,,Gomba Protoplaszt Metodika™ kidolgozasa, a protoplasztfiizios
modszerrel elért tudomanyos eredményei alapoztdk meg és teljesitették ki. Ekkor kezdte viragkorat éIni
az a Tudomanyos Iskola Szegeden, amelyhez nekem is volt szerencsém tartozni és amelyet igyekezett
mindig virdgzasban tartani. Ebben nagy szerepet vallalt a Tudomanyos Iskola els6é gyakornoka, Kevei
Ferenc, aki 1998-ban tanszé¢kvezetoként utdda lett, kovetve és tovabbépitve a tanszéket és a tudomanyt
tavaly bekovetkezett, még mindig hihetetlen halalaig.

MARIALIGETI KAROLY', KISS ISTVAN FERENC?, MAKK JUDIT"
Tartositasi eljarasok hatasvizsgalata a bakterialis tulélés kimutatasaval modellrendszerben
'ELTE TTK Mikrobiolégiai Tanszék; “BCE Hiit6- és Allatitermék Technoldgiai Tanszék, Budapest

A tartdsitasi eljarasok optimalis esetben elpusztitjdk a mikroorganizmusokat az élelmiszerekben, de
bizonyos szervezetek szubletalis karosodast szenvedve tulélhetik a kezelést. A kezelés kovetkeztében a
sériilt sejtek esetleges regeneralodasa potencialis veszélyeket rejthet magaban (pl. romlast okozo
baktériumok, korokozé baktériumok elszaporodasa), ezért ezek kizarasa feltétleniil indokolt. Az
¢élelmiszer-mikrobiologiai biztonsdg ¢érdekében sziikséges megismerni a szubletalis mikrobiologiai
hatast, a karosodas természetét, nagysagat, hogy ennek ismeretében megfeleld hatékony modszert,
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eljarast lehessen kidolgozni.

Kutaté munkank soran tapoldatos marhahuspép modellrendszerben vizsgaltuk a kiilonbozé kezelések
(nagy hidrosztatikai nyomas [100-600 MPa, 1 - 4 x 5 perc], ionizalé sugarzas [1-4 kGy]) hatasat, a
mikroorganizmusok (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Deinobacter sp., Salmonella derby, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis) aktivitdsanak valtozasat, a szaporodas kinetikai jellemzok
alakulasat, a szubletalis karosodasok nagysagat, a sériilések kijavitasat a kezelések és a tarolasi id6
figgvényében. A kezelések utan, illetve egy hetes hiitétarolast kdvetden 96 lyuku mikrotitrald
lemezeken tanulmanyoztuk fényabszorpcié mérés alapjan (30 °C-on razatassal, 96 6ran at 5 percenkénti
mérésekkel) a huspépbe oltott baktériumok sejtsiiriiség (492 nm-n) és a rezazurin redukcios kapacitas
(620 nm-n) valtozasat.

Megallapitottuk, hogy a kezelések utan a mikroorganizmusok szaporodasi gorbéi a reduktiv kapacitast
mutatd gorbékkel jo parhuzamossagot mutatnak. A kapott diagramokon jol nyomon kdvethetd, hogy a
nyomastiirési értékek aranyaban a szaporodasi gorbék lag szakasza a kezelések dozis fiiggvényében a
legtobb mikroorganizmusnal megnd, mind a nyomas értékek novelésével, mind a kezelések
ismétlésének a szamaval. Ezzel jo egyezést mutat a maximalis sejthozam is. Ennek alapjan a
baktériumtorzseket két csoportra lehet osztani, az egyikbe az E. coli, S. derby, L. monocytogenes és az E.
faecalis, a masikba a lag szakasz idejének csokkenését, illetve némi sejt hozamnovekedést mutatd P.
aeruginosa és a Deinobacter sp. sorolhatd. Ez a jelenség, Osszehasonlitva a kezelést kovetden
kozvetlenlll hatarozottabbnak mutatkozik a kezelést kovetd 9. napon tortént méréseknél. A sugarkezelést
tulélé mikroorganizmusoknal a szaporodas lag szakasza egyértelmiien megnd, valamint 8 napos
inkubdaci6 utan csak a L. monocytogenes ¢€s E. coli estén mutattunk ki gyenge novekedést.

MARTIN ANDREA, *MICSINAI ADRIENN, TABAJDINE PINTER VERONIKA
PCR alapu diagnosztikai médszerek fejlesztése és validalasa élelmiszerekben el6fordulé

mikroorganizmusok kimutatasara
Dr. E. Wessling Kft., Budapest

A molekularis biologia robbandsszeri fejlodése ellenére az ¢élelmiszerhez kapcsolodd koérokozd
baktériumok kimutatdsa a mindennapi gyakorlatban leginkabb hagyomanyos mikrobiologiai
modszerekkel torténik, melyek sokszor tobb napot is igénybe vehetnek. Vizsgalataink célja, hogy
Salmonella és Campylobacter fajokra, illetve Listeria monocytogenes-re specikus PCR alapu
diagnosztikai eljarasok alkalmazhatdsagat megvizsgaljuk. Ennek soran a minta-el6készitéshez sziikséges
dusitasi eljarasok optimalasat, azok a ,,downstream” molekularis biologiai alkalmazasokhoz valo
alkalmassagukat mértik fel. Torzsgyijteményi ¢és valéos mintakbol szarmazo baktériumtdrzsek
felhasznalasaval szakirodalomban kozolt eljarasokat validaltunk. A Salmonella fajok kimutatasaban az
invA génre specifikus primerek és egy, a reakcioban alkalmazand6 belsé pozitiv kontrollt tartalmazo
PCR reakciot magaba foglald eljarast optimalizaltunk. Célunk, hogy tovabbi PCR-alapu eljarasokat
vizsgaljunk ¢és fejlessziink, amelyek a rutin ¢lelmiszer-mikrobiologiai kimutatasi folyamatot
meggyorsitjak, illetve annak megbizhatosagat novelik.

MATIZ KATALIN', URSU KRISZTINA?’, KECSKEMETI SANDOR', BAJMOCY ENDRE', KISS
ISTVAN'

Kelet-Magyarorszagon 1988 és 2003 kozott izolalt rabbit haemorrhagic disease virus (RHDV)
torzsek filogenetikai vizsgalata

'Debreceni Allategészségiigyi Intézet, Debrecen; *Orszagos Allategészségiigyi Intézet, Budapest

Az RHDV a Caliciviridae csalad Lagovirus nemzetségének tagja. A virus az Oryctolagus cuniculus
nemzetségbe tartozd nyulakat betegiti meg, de beszamoltak nem patogén torzsérdl is, mely a rabbit
calicivirus (RCV) elnevezést kapta. Az RHDV egyetlen szerotipusan kivil egy un. ,,RHDVa” altipusat
kiilonboztetjiik meg. A torzsek RNS szekvencidja nagymértékben konzervativ. Az alacsony szintli
genetikai variabilitas ellenére azonban jol meghatarozhaté genocsoportokat azonositottak a korabbi
filogenetikai vizsgalatok soran. Napjainkig minddssze egyetlen 1990-b6l szarmazoé magyar izolatum
Osszehasonlito vizsgalatat végezték el.
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Célunk az volt, hogy adatokat nyerjiink a magyarorszagi RHDV torzsek genetikai variabilitasara
vonatkozoan. Vizsgalatainkhoz a Debreceni Allategészségiigyi Intézetben 1988 és 2003 kozott
Osszegyljtott, - korbonctani, korszovettani és hemagglutinacio gatlasi probaval igazoltan nyulak
vérzéses megbetegedésében elhullott allatokbol szarmazd- hazinytl méjmintdkat hasznaltunk fel.
Osszesen 27, 12 évet reprezentald torzset vizsgaltunk meg. A filogenetikai vizsgalatot a VP60 capsid
proteint kddold gén részleges szekvencia analizisével végeztiik el. A szekvencia adatokat az altalunk
kidolgozott RHDV specifikus primer par segitségével nyert PCR fragmentek direkt szekvenalasaval
nyertiik. A 27 magyar izolatum mellett 1 cseh, 2 francia, és 1 spanyol RHDV to6rzs, 2 francia és 1 német
»RHDVa” altipusba tartozo torzs, valamint az RCV 528 bp hosszisagi homoldg szekvenciait
hasonlitottuk 6ssze a Phylip v 3.5¢ (Felsenstein, 1989) programcsomag segitségével. A torzsfa
gyokerének az RCV-t valasztottuk. Az alkalmazott elemzési modszertdl (parsimony, neighbour-joining)
fliggetleniil az izolatumok harom genocsoportjat allapitottuk meg. Az els6 csoportba az 1988 ¢és 1993, a
masodik csoportba az 1994 és 2002 kozott gyijtott magyar és kiilfoldi izolatumok tartoznak, mig a
harmadik csoportot a harom ismerten ,,RHDVa" altipusba tartozo térzs mellett a 2003-bol szarmazo
egyetlen magyar izoldtum alkotja, amely az eredmény alapjan nagy valosziniiséggel szintén ebbe az
altipusba tartozik. Eredményeink azt mutatjak, hogy 1993 és 1994 kozott egy uj RHDV torzs jelent meg
a magyar nyulpopulacioban, ami a korabban jelenlévé torzsektol eltérd evolucios ton fejlodott. A 2003-
as izolatum azt sugallja, hogy hazankba is eljutott az ,,RHDVa” altipusa. Elterjedtségének mértékét nem
tudjuk megallapitani, de szamolhatunk azzal, hogy a kdzeljovoben fokozatosan kiszoritja az orszagban
1évé RHDV torzseket. Kisérleti uton igazoltak, hogy bar az altipusban antigenitasbeli kiilonbségeket is
tapasztaltak a klasszikus RHDV torzsekhez képest, a forgalomban 1év6 vakcinak megfeleld védettséget
nyujtanak a megbetegedések ellen.

MEZEY ILONA, MITTLERNE TOTH ETELKA

Aviditasi vizsgalatok jelentésége human parvovirus b19 fertézésekben
Johan Béla OEK Altalanos Virusdiagnosztikai Osztaly, Budapest

Bizonyos allapotokban - terhesség, immunkarosodott betegek - fontos lehet egy aktualisan lezajlott
virusfertézés laboratdriumi tisztazasa az [gM ellenanyag "eltlinését" kdvetden is. E célra a jelentGsebb
virusantigénekkel szemben termelddd ellenanyagokat kiilon-kiilon kimutatdé immunoblot proba vagy a
specifikus IgG ellenanyag aviditasanak, azaz antigén-determinansahoz valo kotddésének erdssége
vizsgalhat6. Az IgG aviditasat kereskedelmi forgalombol szarmazé microelisa reagens-készlettel, enyhe
denatural6 szerrel (8 M urea) torténd elucioval vizsgaltak és az urea-kezelt és kezeletlen savomintakban
mért OD értékek eltérésébdl kovetkeztettek a frissen keletkezett, gyenge aviditasu IgG jelenlétére a
mintdkban. Pozitivnak fogadtdk el a legalabb 66%-0s OD érték-csokkenést az urea-kezelt mintaban.
Céljuk volt, hogy a human parvovirus B19 fertézésekben az IgG aviditasi proba felhasznalhatdésaganak
idobeli hatarait meghatarozzak. Szerologiailag igazolt friss - azaz specifikus IgM pozitiv - esetekbdl a
megbetegedés utan tobb héttel, tobb honappal gytlijtott vérmintak IgG aviditasat vizsgaltdk meg: a
gyenge kotédést IgG ellenanyagok mintegy 3-4 honapig mutathatok ki a keringésbdl. Az aviditasi proba
segitségével igyekeztek a fert6zés lehetséges idejét meghatarozni patologias terhességek illetve
méhenbeliili fertdzés gyantja miatt vizsgilt Gjsziilottek eseteiben. Osszesen 71 gravida vérmintdit
vizsgaltadk kezd6dé vagy lezajlott spontdn vetélés, magzati ©Odéma, méhenbeliili elhalds,
polyhydramnion, emelkedett AFP szint miatt. Az 58 esetben elvégzett specifikus IgM kimutatas két
esetben kétes, a tobbiben negativ eredményii volt; mig az IgG szintek igen magasnak bizonyultak mind a
72 mintaban. Urea-kezeléssel 47 savdban mutattak ki gyenge aviditasu specifikus IgG ellenanyagokat,
mely a kdzelmultban lezajlott fertézésre utal. 24 mintabol human parvovirus B19 DNS kimutatasat is
megkisérelték nested PCR probaval, 8 esetben viraemiat igazoltak. A 31 intrauterin fertézésre gyanus
(magzati vizenyd, velesziiletett stilyos vérszegénység, illetve sziv-ritmuszavar), 30 naposnal fiatalabb
csecsemd savomintaibol az IgG aviditasi proba 20 esetben utalt a kdzelmultban lezajlott anyai
fertdzésre. 24 csecsemo vérsavojabol parvovirus B19 DNS kimutatasa nested PCR probaval § esetben
sikertiilt. Specifikus IgM ellenanyag-kimutatas csak 8 vérsavobol késziilt, 7 esetben negativ és 1 esetben
kétes eredménnyel. Az egyszerli microelisa vizsgalattal végzett IgG aviditasi proba segithet a régebben
és az éppen lezajlott virusfertézések elkiilonitésében, helyettesitheti a koltséges immunoblot probat.
Segithet a kockazatnak kitett gravidak felderitésében és gondozasuk tervezésében, ugyanakkor a

&3



kockazatnak ki nem tett varandos anyak megnyugtathatok, a nem indokolt vizsgalatok elhagyhatok.
Segitheti a human parvovirus B19 fert6zések laboratoriumi diagnosztikajat a sziikséges, egymast
kiegészitd virus-szerologiai és molekularis virologiai modszerek Osszehangolasaval, az al-pozitiv IgM
eredmények leleplezésével. Az aviditasi probaval nyert eddigi tapasztalatok egyéb virusfertézések
laboratoriumi diagnosztikajaban is felhasznalhatok.

MISKEI MARTON', KARANYT ZSOLT?, POCSI ISTVAN', ROLF A. PRADE’

A sejtciklushoz kapcsolodé gének expressziés mintiazatanak valtozasa Aspergillus nidulans-ban
oxidativ stressz hatasara

'DE TTK Mikrobiologiai és Biotechnolégiai Tanszék; “DE OEC 1. sz. Belgyogyaszati Klinika, Debrecen,
*Department of Microbiology and Molecular Genetic

Az oxidativ stressz az egyik leggyakrabban el6forduld stressz a természetben, hiszen minden aerob
organizmus a légzése soran kiilonféle reaktiv oxigén fajtakat termel, amelyek karosithatjak az éldlény
DNS-ét. A legtobb stressz, koztiik az oxidativ stressz is befolyasolja az éldlények sejtciklusat. Mivel a
sejtciklus az ¢él6lények egyik legalapvetobb folyamata, ezért az oxidativ stresszhatasra itt torténnek a
legjelent6sebb és legfinomabban szabalyozott valtozasok, valaszreakciok.

Kisérleteinkben DNS microarray technika segitségével vizsgaltuk, milyen genomi szinti expresszios
mintazatbeli valtozasok torténnek oxidativ stressz hatasara az Aspergillus nidulans fonalas gombaban.
Jol megalapozott élettani kutatasok utan kivalasztottunk harom oxidativ stresszt kivaltd anyagot:
hidrogén-peroxidot (75 mM), diamidot (1.8 mM), menadiont (0.8 mM), amely anyagokkal az
intracellularis peroxid és szuperoxid koncentraciokban, illetve a glutation/glutation diszulfid redox
egyensulyban jol reprodukalhato valtozasok hozhatok 1étre. A kisérleteinkhez EST alapi DNS chip allt
rendelkezésiinkre, amely 4090 egyedi EST szekvencidt tartalmazott. Mindig kései exponencialis
novekedési fazisu (16 h) A. nidulans tenyészeteket mostunk at friss, oxidativ stresszt generald dgenseket
tartalmazo tapkozegbe, melyeket 15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h vagy 9 h ideig inkubaltunk.

A transzkriptom analizise révén megallapitottuk, hogy a Gl és az S fazisban szerepet kapd gének
indukalodnak, igy a sejt atlép a restrikcids ponton, megtorténik a replikacio, majd atjut a G2 fazisba. Az
M fézisban, illetve a G2/M atmenetben szerepet kapd gének viszont represszalddnak. Ezek koziil talan a
legjellemzébb az M fazisba valo belépést gatlo, de kozben, az ebbdl valod kilépést eldsegitd fehérjék
génjeinek indukcidja. Igy kialakulhat az igynevezett G2/M blokk, amely lehetéséget biztosit a DNS-ben
a replikécio soran és az azt megel6zoen keletkezett hibaknak a kijavitasara. Ezt alatamasztja, hogy olyan
gének is indukalodnak, melyek funkciodja tobbek kozt a DNS javitasa.

MOLNAR ANNAMARIA', SPENGLER GABRIELLA', WOLFART KRISZTINA', MASAMI
KAWASE?, NOBURU MOTOHASHTI’, MOLNAR JOZSEF'

ﬁj proton pumpa gatlo vegyiilet mozgasgatlo hatasanak vizsgalata proton pumpa deficiens E. coli
torzseken

'SZTE AOK Orvosi Mikrobiolégiai és Immunbiologiai Intézet, Szeged; *Faculty of Pharmaceutical Sciences Josai
University Sakado, Saitama, Japan; *Meiji Pharmaceutical University, Tokyo, Japan

Szamos baktérium aktiv mozgasat flagellumok biztositjak. A flagellaris mozgas mint virulencia faktor
lehet6vé teszi a gazdaszervezetbe keriilé patogén baktériumok szamara, hogy a legkedvezobb él6helyet
kemotaxis révén megkdozelitsék, majd kolonizaljak.

A flagellumok mozgéshoz sziikséges energiat a transzmembran proton gradiens (ApH) és a membran
potencial (Ay), azaz a “proton motive force” biztositja. A transzmembran protongradiens létrehozasaért
a plazmamembranban talalhaté un. elsédleges proton pumpak feleldsek. Irodalmi adatok szerint a
transzmembran proton gradiensben eldidézett valtozasok befolyasoljak a baktériumok flagellaris
mozgasat, tehat a bakterialis mozgas gatlasa lehetdséget nyujthat az adott patogén virulencidjanak
csokkentésére. Korabbi kisérleteink bizonyitottak, hogy az ujonnan kifejleszettt trifluorometil keton
szarmazék a TF18 (2-benzoxazoyl-9-3,3,3-trifluoro-2-propanon), jelentds antibakterialis hatassal
rendelkezik, valamint proton pumpa gatlé hatasa is bizonyitast nyert H. pylori torzseken. Tovabba, a
TF18 és a promethazin kombinacidja jelentds szinergizmust mutatott a proton pumpat hordozo E. coli
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torzson, mindezek alapjan arra kdvetkeztettiink, hogy a TF18 befolyasolja a proton motive erot.

Kisérleti munkank célja volt a TF18 flagellaris mozgasra gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa.
Vizsgalatainkat egy proton pumpa hordozé E. coli AG100 ¢és egy proton pumpa deficiens AG100A
torzzsel végeztiik. Kiilonb6zo TF18 koncentraciok jelenlétében a két E. coli torzs mozgas valtozasat
fazis kontraszt mikroszkoppal kovettilk nyomon. A mozgas gatlas mértéket az uszo, bukfencezd és a
nem mozgo sejtek kontrollhoz viszonyitott aranya alapjan hataroztuk meg.

Eredményeink szerint a TF18 hatékonyan gatolta a proton pumpa hordozo E. coli AG100-as tdrzs
mozgasat, mig a proton pumpa hianyos torzs mozgasat nem befolyasolta jelentdsen. Kisérleti adataink
alapjan feltételezziik, hogy az Ujonnan szintetizalt trifluorometil keton szarmazék a transzmembran
proton gradiens megbontasa révén, a proton motive erd csokkentésével fejti ki mozgast gatlo hatasat. A
pontos miikddési mechanizmus felderitésre még tovabbi kisérletek sziikségesek.

MOLNAR ZSOLT, EMRI TAMAS, VERES TUNDE, PUSZTAHELYI TUNDE, DUDAS GABOR,
POCSI ISTVAN

A 2-dezoxi-d-gliikéz és az E-vitamin hatasa az Aspergillus nidulans autolizisére és sporulaciéjara
DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Debrecen

A gomba autolizis szénforras-fiiggd és redox szabalyozdsanak megismerése érdekében a 2-dezoxi-D-
gliikdz és az E-vitamin autolizisre gyakorolt hatasat tanulmanyoztuk egy vad tipusu (FGSC26) és egy
creA null mutans (karbon katabolit represszidban sériilt) térzsben.

A creA null mutansban a kontroll FGSC26 torzshoz képest gyorsabb autolizist figyeltiink meg: Nemcsak
a szarazanyag tartalom csokkent 1ényegesen gyorsabban a mutansban de ez a térzs mintegy 10-20-szor
tobb extracellularis autolitikus (kitinazt és proteazt) termelt a kontrollhoz viszonyitva. Meglep6é médon a
2-dezoxi-D-gliikdz nemcsak az FGSC26-0s, de a cred null mutans torzsben is gatolta az autolizist, ami a
lényegesen gyengébb extracellularis hidroldz termelésben ¢és a szarazanyag tartalom lassabb
csokkenésében is megmutatkozott. Feliileti tenyészetekben a 2-dezoxi-D-gliikkdz nemcsak az autolizist,
de a sporulaciot is gatolta mind a FGSC26, mind a cre4 null mutansban.

Az E vitamin a 2-dezoxi-D-gliikozhoz hasonldan gatolta az autolizist és a sporulaciot mindkét térzsben,
a gatlas mechanizmusa azonban eltéré volt. A kvantitativ RT-PCR-rel végzett transzkriptom vizsgalatok
alapjan megallapitottuk, hogy a 2-dezoxi-D-gliikéz mind a chiB (extracellularis kitinaz), mind a prz4
(proteaz) géneket represszalta, mig az E vitaminos kezelés esetében az mRNS szintekben lényeges
eltérést nem tapasztaltunk.

Ismert, hogy a brid gén részt vesz a sporulacio inicidlasaban és - eldkisérleteink alapjan - a kitinaz
termelés szabalyozdsaban is. A 2-dezoxi-D-gliikéz - az E vitamintdl eltéréen - gatolta brid gén
indukcidjat mindkét torzsben, ami megmagyarazza a sporulaciora és a kitinaz termelésre gyakorolt
hatasat is. Megfigyeléseink alapjan a proteaz termelés szabalyozasaban a brl4 gén nem vesz részt, igy a
2-dezoxi-D-gliikoz feltehetdleg egy masik szabalyzasi utvonalon keresztiil fejti ki a gatlo hatasat. A prtAd
gén represszidja igen hasonld kinetikat mutatott az afIR (a sterigmatocisztin termeléshez sziikséges
gének transzkripcids faktora) gén represszidjahoz. Tekintve, hogy mind a brl4 mind az aflR gének a
FadA heterotrimer G-protein - protein kinaz A (PkA) szignal altal szabalyozottak, feltételezziik, hogy a
2-dezoxi-D-gliikkéz mind az autolitikus hidroldzok mind a sterigmatocisztin termelését ezen szignal
transzdukcios utvonalon keresztiil befolyasolta.

Osszességében elmondhatjuk, hogy bar a varakozasnak megfeleléen a CreA fehérje ténylegesen részt
vesz az autolitikus hidroldzok termelésének szabalyozasaban, a gliik6z képes gatolni az autolizist és a
sporulaciot a CreA-tol fliggetleniil is. E represszid részben a bri4 indukcidjanak gatlasan keresztiil
valésul meg, de egy harmadik, a cred és a brid génektdl fiiggetlen Gtvonal is 1étezik. Az E vitamin, bar a
2-dezoxi-D-gliik6zhoz hasonldan effektiven gatolta mind az autolizist, mind a sporulaciot, a 2-dezoxi-D-
gliikdztol eltérden feltehetdleg csak poszttranszkripcids szinten fejtette ki hatasat.
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MURVAI MELINDA', BORBELY AGNES ANIKO?, GERGELY LAJOS'?, VERESS GYORGY?

A huméan papillomavirus (HPV), a cervix carcinoma és az ec adherin gén polimorfizmus
kapcsolata

'DE-MTA Tumorvirus Kutatocsoport; ’DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen

A cervix carcinoma a 2. leggyakoribb n6i daganat vilagszerte. Epidemiologiai adatokbol koztudott, hogy
a human papillomavirust (HPV) gyakran mutatjak ki cervicalis intraepithelialis neoplasiabol és invaziv
cervix carcinomabdl. Mivel a cervix premalignus elvaltozasainak csak kis hanyada fejlédik invaziv
carcinomava, fontos azonositani a cervikalis carcinogenezis soran bekdvetkez6 genetikai és epigenetikai
torténéseket is.

Az E-cadherin 120 kDa-os transzmembran glikoprotein. Szerepet jatszik a sejtek polaritasanak
kialakulasaban és a szoOveti struktara felépiilésében. Az E-cadherin diszfunkcidja szamos human
betegségben megfigyelhet6, mint pl. az endometridzis, Crohn betegség, policisztas vesebetegség. A
tumorprogresszié soran az E-cadherin expresszidjanak elvesztése Osszefiiggésben van a human
csokken a kevésbé differencialt invaziv tumorokban.

A tumorszupresszor gének inaktivacidja pontmutacid, kromoszéma delécid, illetve a promoter
hipermetilacidja miatt johet létre. A leggyakoribb human genetikai eltérés az egyedi nukleotidot érintd
polimorfizmus (single nucleotide polymorphism, SNP): 1000 bazisbol atlagosan 1-et érint a genomban.
A transzkripcié kezdOhelyétl szamitott -160 nukleotidnal talalhaté SNP (C/A) polimorfizmus
megvaltoztatja a promoter erdsségét és a transzkripcios faktorok kotodését, emellett kdzvetlen hatasa
van az E-cadherin gén transzkripcidjara: az A allél jelentdsen kisebb transzkripcios aktivitassal
rendelkezik a C allélhoz viszonyitva. Ez az allélvariacidé egy potencidlis genetikai marker, melynek
segitségével azonosithatoak azok a betegek, akik megnovekedett kockazattal rendelkeznek az
invaziv/metasztatikus megbetegedésekre nézve.

Munkank célja megvizsgalni, milyen a kiilonbozo allélok (-160 C/A) gyakorisaga a HPV-pozitiv
rakmegeldz06 elvaltozasokban a HPV-negativ szovetekhez képest, és hogy barmelyik allél dominancidja
megnovekedett kockazatot jelent-e a cervix malignus elvaltozasaira nézve.

Tanulmanyozni kivanjuk azt is, hogy van-e 0sszefiiggés a méhnyak rakmegel6z6 elvaltozasaiban az E-
cadherin prométer metilacioja, illetve a CDHI1 (E-cadherin) gén heterozigétasaganak elvesztése €s a
HPV fertézés kozott.

MUZSLAY MONIKA', KONKOLY-THEGE MARIANNE®, SZEKELY EVA®, PASZTI JUDIT

A multirezisztencia Kkiszélesedésének nyomonkovetése: panrezisztens Pseudomonas aeruginosa
izolatumok karakterizalasa feno- és genotipizalasi modszerekkel

'Johan Béla OEK Fagtipizalasi és Molekularis Epidemiologiai Osztaly; *Szent Laszlo Korhaz, Budapest

A Pseudomonas aeruginosa kozismert tulajdonsaga, hogy szdmos, egyéb Gram-negativ baktériumra
hatékony szerrel szemben természetes rezisztenciat mutat. A magas letalitasu P. aeruginosa infekciok
kezelését neheziti az a jelenség, hogy mutacio vagy atvihetd genetikai elemek megszerzése révén a
viszonylag kevés rendelkezésre allo antipseudomonas hatasu szerrel szemben egyre tobb izolatum szerez
rezisztenciat. Hazankban az utobbi 2 évben bukkantak fel olyan panrezisztens izolatumok, amelyek csak
1-2 antipseudomonas szerre voltak érzékenyek. Olyan torzsek is eldfordultak, amelyekre csak az 50-es
évek elavultnak tartott antibiotikuma, a polymyxin volt hatékony. Egy vese- és majtranszplantalt,
hemodializalt beteg négy honapon at tartd apoldsa soran kiilonbozo valadékaibol tenyészett ki P.
aeruginosa, amely kezdetben csak néhany antipseudomonas szerre volt rezisztens. A hosszas
antibiotikum kezelés eredményeképpen a haldla el6tt vett hemokultarajabol kitenyészett torzs a
polymyxin kivételével valamennyi antibiotikumra rezisztens volt. A torzsek ismételt vizsgalata soran az
eredetitl eltérd rezisztenciaképet kaptunk, valamint az Etest-ek gatlasi ellipszisében megjelend
rezisztens telepek is valtozatos telepmorfologiat és rezisztenciaképet mutattak. Valamennyi vérbol
izolalt torzs és 5 eltérd rezisztencidju telepmorfologiai varians fag és pyocintipusat meghataroztuk.
Fagérzékenység alapjan a torzsek harom (2/119x/352; 16/68/109; 16), a termelt bakteriocin (pyocin)
tipusa alapjan kétféle csoportba tartoztak (3nb3 és 2f). Valamennyi izolatum plazmidmentesnek
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bizonyult. PCR alap (ERIC2) tipizalas soran az amplifikalt termékek elektroforetikus mintazata sem
mutatott kiilonbséget a mintak kozott. Pulzaltatott mezejii gélelektroforézist (PFGE) Spel restrikcios
enzimmel tortént kromoszoma emésztést kovetden végeztiink. A termékek szama és mérete alapjan
valamennyi izolatum azonos pulzotipusba tartozott. Minden egyes torzs hordozott egy 750 bp nagysagu
integront, mely szekvencia meghatarozas alapjan aadB gént kodol, ami gentamicin, tobramycin,
kanamycin rezisztenciat eredményez. A vizsgalatok bizonyitottak, hogy a beteg hdénapokig fennallo
fert6zését egyetlen torzs okozta, és nem kiilonféle torzsekkel fert6zodott. A rutin érzékenységi
vizsgalatokkal nem lehetett megbizhatéan kimutatni a populacioban jelen 1év6 rezisztensebb vagy
panrezisztens egyedeket: a beteg a leletek alapjan valtogatott, megfelelonek vélt terapia ellenére
meghalt. Fenotipusos vizsgalatainkban regisztralni tudtuk a tdrzs valtozasat: a bakterialis sejtfal
valtozasat jol jelezte a telepmorfologia ill. a fAgokkal szembeni érzékenység valtozasa. A PCR alapu
tipizalassal és a makrorestrikcids analizissel mutaciot nem tudtunk detektalni.

NAGY ERZSEBET

Az anaerob baktériumok okozta fert6zések molekularis diagnosztikaja
SZTE AOK Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

Az anaerob baktériumok okozta fert6zések rutin laboratériumi diagnosztikajanak szamos nehézsége van.
A fertézések egy jelentds része vegyes endogén fertézés, ahol a szervezet normal florajat alkoto
anaerobok keriilnek olyan élettérbe, ahol mas aerob vagy fakultativ anaerob baktériumokkal egytitt
okoznak korképet. A monobakterialis anaerob infekciok dontden toxintermelésiik kovetkeztében valtjak
ki a klinikai tiineteket. Mindkét csoportba tartozdo korképek nem megfeleléen megvalasztott
antibakterialis terapia esetén sulyos ¢életet veszélyeztetd korképhez vezethetnek. Az anaerob
baktériumok specidlis igénnyel rendelkeznek az in vitro tenyésztés soran, szaporodasuk sok esetben
jelentdsen lassabb, mint az aerob baktériumok-¢é. Szamos, ma mar igazoltan patogén anaerob baktérium
mesterséges koriilmények kozott gyakorlatilag nem tenyészthet6. A molekularis genetikai modszerek
hozzaférhetdsége, az ismeretek boviilése forradalmasitotta az anaerob baktériumok okozta fertézések
diagnosztikajat, a patogenitasi tényezok, az antibiotikum rezisztencia gének elterjedését és a
génexpressziot befolyasold tényezok jobb megismerését. A periodontitis kulcs baktériumainak
kimutatasa soran, a target szekvencidk amplifikalasa és megfeleld probakkal torténd hibridizaciot
kovetden szemikvantitativ modon értékelhetd jelenlétiik kdzvetleniil a vizsgalati anyagban. Ugyan ezen
baktériumok az oralis folyamat, mint fokalis infekcid kovetkezményeként tavoli szovetekben
okozhatnak acut vagy kronikus gyulladast. Csak molekularis genetikai modszerek segithetnek a
diagnozisban. A C. difficile mint egyik leggyakoribb nozokomialis infekcid jarvanyiigyi jelentoségét
megfeleld modon tanulmanyozni hagyomanyos tipizald6 moddszerek hidnyaban csak molekularis
modszerekkel lehet. Sajat vizsgalataink bizonyitjak, hogy a hazai jarvanyos torzsek kozott mas ribo-
tipusok fordulnak el dominalé modon, mint Eurdépa mas orszagaiban. Ma mar egyre komolyabb
kutatasok folynak az anaerob baktériumok antibiotikum rezisztencia kérdésének korében is. Ma mar
egyre nagyobb szazalékban talalnak a kutatd "silent" formédban carbapanem, metronidazol rezisztencia
géneket az infecidzus korképekbdl izolalt gyakori korokozok (igy a Bacteroides fragilis csoport tagjai)
kozott, de igazoltak ezen gének jelenlétét a normal széklet flora tagjaiként a bélben €16 egyedekben is. A
normal flora tagjai kozott végbemend géntranszfer, a mobilis IS elemek megjelenése egyes rezisztencia
gének kozelében (mely a rezisztencia expresszidjahoz elengedhetetlen) igazolja a dominalé anaerob
flora tagjainak szerepét az antibiotikum rezisztencia terjedésében.

NAGY ETELKA, CSOMA ESZTER, BECK ZOLTAN

A P16"™** és P14""F gének genetikai és epigenetikai valtozasai epstein—barr virus altal
transzformalt b-sejtvonalakban

DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen

Az INK4A4 gén, amely a pl6™** és p14*™ tumor-szuppresszor fehérjéket kodolja, gyakran inaktivalt a

humén tumorokban. Vizsgalataink soran Epstein-Barr virus (EBV) altal transzformalt lymphoblastoid-
(LCL) ¢és EBV pozitiv illetve negativ Burkitt lymphomakbol (BL) szarmazd sejtvonalakban
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tanulményoztuk az INK44 gén genetikai és epigenetikai eltéréseit. A pl6™"** és pl14™" tumor-
szuppresszor  génekben bekovetkezd deléciot polimerdz  lancreakcid-egyszalu  konformacios
polimorfizmus (PCR-SSCP) technikaval vizsgaltuk. A pl16™** exon 1, 2, 3 és pl4™exon 1
szekvenciakat ABI reakcid kit segitségével, automata szekvenalassal hatiroztuk meg. A pl6™*** és
p14*%F gének promoter hipermetilaciojat metilacio-specifikus PCR alkalmazasaval mutattuk ki.
PCR-SSCP analizissel az INK44 génben deléciot egyetlen LCL vagy BL sejtben sem, és heterozigota
mutaciot is csak néhany BL sejtvonalban tudtunk kimutatni. A pl6™*** promoter hipermetilalt
allapotban volt valamennyi EBV+ és EBV- BL sejtvonalban. Aberrans p/4** promoter metilaciét nem
tudtunk kimutatni a BL mintakban. Mindkét promoter egyiittes metilaciojat figyeltik meg az 5 LCL
koziil 4 esetben, melyek koziil egyben a p14*%" csak részlegesen volt metilalt. A p74**" metilaciot nem
mutatd mintiban is részleges pl6™*** promoter hipermetilaciot tudtunk kimutatni. A de novo
immortalizalt LCL-ekben és a normal B sejtekben a p16™%* és p14*™" gének nem voltak metilaltak.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a BL sejtvonalakban a p16™*** gén-, illetve az LCL-ekben a p16™**
és pI14™*" gének promoter metilacidja fontos szerepet jatszhat a sejtek immortalizacidjaban, de ezek a
valtozasok valosziniileg a tumor kifejlédésében a virus okozta transzformaciot kovetd masodlagos
torténések.

NAGY SZILVIA'®, MOLNAR NORA? EROS ZSOLT?, NAGY CSABA’, REVAY AGNES*, VARGA
ZOLTAN?, POCSI ISTVAN', JAKUCS ERZSEBET’

A kartonfészeképité hangya (Lasius fuliginosus) szimbionta gombajanak taxonomiai revizioja

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Debrecen; “SZTE Okologiai Tanszék, Szeged; *ELTE TTK
Novényszervezettani Tanszék; “MNM Novénytar, Budapest

A hazankban is el6forduld Lasius fuliginosus kartonfészeképitd hangya fészkében tiszta tenyészetben
el6forduldo gombat elsé izben Fresenius irta le 1852-ben Septosporium myrmecophilumként. Tobbszori
atnevezés utan a gombat Elliott Cladosporium myrmecophilumnak nevezte el 1914-ben (1).

Elsédleges célunk a tobb mint 100 évvel korabban morfologiai alapon leirt gombafaj ujboli vizsgalata
volt molekularis bioldgiai modszerekkel. Mind a fészekanyagbol, mind a gomba fajbol a DNS kivonasa
utan a rDNS ITS szekvenciait PCR-amplifikaciot kovetden analizaltuk. A rendelkezésre allo gomba ITS
szekvenciakbol "neighbour joining fa bootstrap" analizissel (2) filogenetikai torzsfakat szerkesztettiink.
Az eredmények alapjan megallapithato, hogy ez a gombafaj nem a Cladosporium genusba tartozik,
hanem sokkal inkabb mutat hasonlosdgot a Dactylaria purpurella és a Scolecobasidium humicola
fajokkal.

Vizsgaltuk tovabba, azt a jelenséget, hogy a Cladosporium myrmecophilum kizarolag tiszta tenyészetben
fordul el6 e hangyafaj fészkében. Ennek oka valosziniileg az, hogy a hangyak erés antifungalis anyagot,
3-formyl-7,11-dimethyl-(2E,6Z,10)-dodecatrien-1-alt, valasztanak ki (3). A hipotézis tesztelésére Lasius
fuliginosus hangyakat helyeztink Helminthosporium sativum és Rhizopus stolonifer feliileti
tenyészetekre, melyek telepei ezt kovetden hamarosan nekrotizalodtak.

NAGY VIVIANA', SZAKACS GYORGY', ASHOK PANDEY?
Trichoderma harzianum izolatumok Kkitinaz enzimtermelésének vizsgalata szilard fazisa
fermentacio alkalmazasaval

'BME Mez6gazdasigi Kémiai Technologiai Tanszék, Budapest; “Regional Research Laboratory Biotechnology
Division CSIR, Trivandrum, India

A kitin, az N-acetil-D-gliitk6zamin homopolimerje a természetben a celluléz, hemicellul6zok és a lignin
utan a legnagyobb mennyiségben eléfordulé megujuld természetes anyag. Az iparban elsGsorban mono-
ill. oligoszacharidja miatt hasznositjak. A kitinbontd enzimek ¢és kitinaz termeld antagonista
fonalasgombak a mezOgazdasagban is alkalmazhatéak, 0. n. biokontrol szerként. A Trichoderma
nemzetségbe tartozo fonalasgombak koziil elsdsorban a Trichoderma harzianum fajra jellemz6 az, hogy
névénypatogén gombakon képes éloskddni, kiillonbozo hidrolitikus enzimei segitségével karositja a
novénypatogén gomba sejtfalat.

Kitindz enzimtermelés céljabol mintegy 40 Trichoderma harzianum izolatumot vizsgaltunk szilard
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fazisu fermentacio (SSF) alkalmazasaval. A torzsek identifikalasat klasszikus és molekularis taxonomiai
modszerekkel kanadai és osztrak kutatok végezték. A 3 és 5 napos fermentacidhoz 4 kiilonbozé taptalajt
alkalmaztunk, amelyek buzakorpa ¢és kitinpor 9:1 aranyu keverékét és kiilonbozo sodoldatokat
tartalmaztak. A legjobb torzsek kitindz enzim termelése 2-6 1U/g szarazanyag volt.

Az eredmények alapjan a legmagasabb aktivitdst mutato TUB F-947-es torzzsel fermentacios taptalaj,
valamint id6 optimalizalast végeztiink. Kisérleteink soran a potlolag adagolt C-forrasok koziil a kitinpor
jelenléte nélkiilozhetetlennek bizonyult a magasabb enzim aktivitds eléréséhez, a vizsgalt alternativ
mez6gazdasagi melléktermékek koziil a buzaszalma jobb szubsztrat-hordozo6 volt az izolatum szamara,
mint a sziirdvizsgalatokhoz hasznalt biizakorpa. A kitindz enzim miikodésének hémérséklet optimuma
50°C-nak, pH optimuma 5,0-nak adédott.

A tovabbi kisérleteket egyiittmiikodésben végezzikk a Regional Research Laboratory, CSIR,
Trivandrum, India kutatéhellyel.

NEMETH ARON, SEVELLA BELA
Glicerinszarmazékok biotechnologiai eloallitasa
BME VMK Mezdgazdasagi Kémiai Technologia Tanszék, Budapest

A glicerin egy napjainkban folyamatosan ndvekvO mennyiségben rendelkezésre all6 megtjuld
nyersanyag. Az Eurdpai Unidban egyre népszer{ibb alternativ {izemanyag ugyanis a biodizel, amelynek
gyartasa soran az olajos magvak ndvényolajanak atészterezésekor a glicerin mint felhsznalasra varo
nyersanyag szabadul fel. E dinamikusan fejlodo iparag altal egyre nagyobb mennyiségben felhalmozott
glicerinbdl olyan iparilag értékes anyagok nyerhetdek, mint a Reuterin (antibiotikum), az 1,3-dihidroxi-
aceton (DHA, kozmetikai ipar) és az 1,3-propandiol (1,3-PD, mlianyag ipar). A Reuterin a 3-hidroxi-
propionaldehid (3-HPA) kiilonb6z6 formainak egyensulyi elegye, amely széles-spektrumu antibiotikus
hatassal rendelkezik. A DHA-t a kozmetikai ipar borbarnitdé agensként hasznalja, mert igy a fogyasztd
elkertilheti a nap UV sugarzasabol ered6 karos hatasokat. A legperspektivikusabb glicerin szarmazék
azonban az 1,3-PD, mert tobb mint 100.000 t/év mennyiségben keriil felhasznalasra a kedvezd
tulajdonsagti polimerek monomerjeként, és bar erdteljes kutatas folyik a biologiai eldallitadsara,
egyenlore még a szerveskémiai elGallitds dominal. A biologiai eldallitasra iranyuld kutatasok f6
iranyvonala a kiilonbozé genetikailag modositott sejtekkel végzett de novo fermentacio. Mivel ez az
eljaras €16 sejteket hasznal, ezért a termék hozam mindig kisebb, mint 100%, mert a nyersanyag egy
része a sejtekbe beépiil. Tovabb csokkenti a termékhozamot a sejtek altal termelt szamos egyéb
anyagcsere termeék, és ezek a feldolgozasi miiveleteket is megnehezitik. E problémak kikiiszobolésére az
1,3-PD-t enzimes biokonverzioval kivanjuk eldallitani koenzim regeneralasos folytonos tizemil
membranreaktorban. A glicerint egyediili szénforrasként hasznositani képes mikroorganizmusok koziil
az Enterobacter aerogenes tdrzset hasznaltuk enzimforrasként, amelynek glicerin-dehidrataz (GDHt
EC:4.2.1.30), 1,3-propandiol-oxidoreduktaz (1,3-PDOR EC 1.1.1.202) és glicerin-dehidrogenaz (GDH
EC 1.1.1.6) enzimei sziikségesek a glicerin hasznositashoz, a célul kitlizott biokonverzidhoz. A tervezett
folyamatban a glicerinr6l a GDHt egy vizmolekuldt von el, majd a keletkezett 3-HPA-et NADH?2
segitségével az 1,3-PDOR redukalja propandiolla. A NADH2-bdl keletkezett NAD+-t a GDH redukalja
vissza, mikozben a glicerint DHA-va oxidalja. Korabbi publikacidinkban beszamoltunk arrél, hogy
sikeriilt az enzimek eldallitasara hatékony fermentacids eljarast kidolgozni [1], illetve miik6do
koenzimregeneralasos biokonverziot megvalositani [2]. A biokonverzié azonban melléktermékeket is
termelt, mert a tisztitatlan sejt extraktum, amellyel a biokonverziot végeztiik, egy sor egyéb enzimet is
tartalmazott. Ennek a komplex rendszernek a leirasara egy Osszetett matematikai modellt allitottunk fel,
amelynek adekvatsagat kiserletekkel is igazoltuk.

[1] A. Németh, B. Kupcsulik and B. Sevella: 1,3-Propanediol oxidoreductase production with Klebsiella
pneumoniae DSM2026. World Journal of Microbiology and Biotechnology 19. pp. 659-663. (2003) [2] Németh A,
Kupcsulik B., Sevella B.: Tobbenzimes (membran)reaktor modellezése Miiszaki Kémiai Napok Veszprém (2004)
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NGUYEN DUC QUANG', FRAGA ARAUJO SONIA CRISTINA'? REZESSYNE SZABO JUDIT
M.!, HOSCHKE AGOSTON'

Thermomyces lanuginosus élelmiszeripari jelent6ségii intracellularis enzimei

'BCE Sbr- és Szeszipari Tanszék, Budapest; “Universidade do Minho Departamento de Engenharia Biologica,
Gualtar Braga, Portugalia

Az utdbbi évtizedekben intenziven tanulmanyozzak a termofil gombak enzimeit, hogy feltarjak azok
ipari alkalmazhatdsagat. Irodalmi adatok alapjan a Thermomyces lanuginosus termofil fonalas gomba
nagy mennyiségben termel termostabilis, extracellularis, celluldzmentes, valamint széles pH
optimummal rendelkezd xilanazt olcsé szénforrasokon pl. kukorica csutkan. E gomba a keményitd
tartalmu tapkozegeken extracellularis termostabilis amilolitikus enzimeket is szintetizal. Az ipari
eljarasoknal a termostabilis enzimek alkalmazasanak szamos elonye ismert. Ezek koziil a biokonverzio
sebességének ndvelése és a mikrobioldgiai szennyezodések kockazatanak csokkentése a legfontosabbak.
A szakirodalomban kevés adat talalhatdé a Thermomyces lanuginosus gomba intracellularis enzimeir6l.
Jelen munkankban néhany intracellularis enzim (invertaz és -galaktozidaz) termelését vizsgaltuk. Az
invertaz - kiilonosen az immobilizalt invertdz enzimkészitmény - széles korben alkalmazhatd az
¢élelmiszeriparban a szacharéz gliikkézza és fruktdzza torténd hidrolizisével. Napjainkban az invertaz
segitségével elballithatok frukto-oligoszacharidok, melyek prebiotikumként hasznalhatok funkcionalis
¢élelmiszerek €s élelmiszer-0sszetevok eldallitasanal. A gomba eredetli B-galaktozidazok élelmiszeripari
jelentdsége abban rejlik, hogy hidrolizaljak a tejben és tejsavoban 1évo laktoz B-(1,4) kotéseit glikdzza
és galaktozza, igy a laktoz intoleransok szamara is fogyaszthatova valnak az ilyen tej és tejtermékek.
Figyelemreméltd, hogy a [-galaktozidazok is alkalmazhatéak a transzgalakto-oligoszacharidok
eléallitasaban, melyek tudomanyosan bizonyitottan prebiotikus hatassal rendelkeznek.

Hat Thermomyces lanuginosus torzs (ATCC 44008, ATCC 28083, ATCC 34626, CBS 395.62, IMI
131010, DSM 5826) invertaz termelésének vizsgalatat végeztiik el. Az ATCC 28083 torzs bizonyult a
legjobbnak, igy a tovabbi kisérletekhez ezt a torzset valasztottuk. A maximalis invertaz aktivitast a
fermentacio 14-18 ordjaban tapasztaltuk. A tdpkdzeg optimalis szachar6z tartalma 2 (w/v) % volt. A
gliikoz gatolta az invertaz szintézisét, amely gliikkdz repressziora utal. A vizsgalt nitrogénforrasok koziil
a karbamid ¢és az L-aszparagin bizonyult a legjobbnak.

A B-galaktozidaz enzim esetén két torzs, az ATCC 16455 és a CBS 395.62 mutatta a legjobb aktivitast.
A tapkozeg minden esetben tartalmazott laktozt induktorként, s az enzimaktivitasok maximumat 2-3
napos tenyésztések utan tapasztaltuk. A [-galaktozidaz termelés fokozasara tapkdzeg optimalizacids
kisérleteket végeztiink. Eredményként megallapitottuk, hogy a vizsgalt szénforrasok koziil a keményitd
a legkedvezdbb, nitrogénforrasok esetén az élesztokivonat alkalmazasa soran talaltuk a legnagyobb
biomassza hozamot. A [3-galaktozidaz enzim eldallitasat 1éptéknovelést alkalmazva laboratoriumi
fermentorban is megvalositottuk.

Kisérleteink az OTKA T-042653 tamogatasaval késziiltek.

NOGRADY NOEMI', TOTH AKOS’, PASZTI JUDIT"

Fagtipusok, antibiotikum rezisztenciak és az 1-es tipusi integronok jelenléte 2002-2003-ban izolalt
humain eredetii, nem-typhoid Salmonella torzsek esetében

Johan Béla OEK 'Fagtipizaldsi és Molekularis Epidemiologiai Osztaly, *Semmelweis Egyetem Orvosi
Mikrobiologiai Intézet, Budapest

A fag- és antibiotikum rezisztencia tipusok és az 1-es osztalyu integronok elterjedtségének felmérése
céljabol 1585 Salmonella torzset feldleld gytijteményt vizsgaltunk meg. A térzseket a 2002-2003-ban
human salmonellézis esetekbdl izolalt anyagbdl valogattuk Ossze ugy, hogy azok reprezentaljak a
leggyakrabban el6forduld szerotipusokat (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, S. Hadar és S.
Virchow). Minden térzsnek megallapitottuk a fagtipusat és az antibiotikum érzékenységét. A rezisztens
torzsek 1-es tipust integron hordozasait PCR modszerrel, a kimutatott integronok gén tartalmat
szekvenalassal hataroztuk meg. A S. Enteritidis és a S. Typhimurium torzsek fagtipusat nemzetkozi
modszerekkel, a tobbi szerotipusét hazai sémakat kovetve allapitottuk meg. Az antibiotikum
érzékenységi teszteket korongdiffuziés modszerrel végeztiik a kovetkez6 Oxoid korongokat hasznalva:
ampicillin  (Amp), cefotaxim (Ctx), chloramphenicol (Chl), tetraciklin (T), streptomycin (Sm),
gentamicin (Gm), kanamicin (Km), nalidixin sav (N), ciprofloxacin (Cip) és sumetrolim (Sum). A
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cefotaxim rezisztens torzsek széles-spektrumu pB-laktamaz (ESBL) termelését E-teszttel vizsgaltuk.

A megvizsgalt 337 S. Enteritidis torzs tobbsége (77%) a PT4 fagtipusba tartozott. Mas gyakori fagtipust
nem talaltunk. A PT4 torzsek szinte kivétel nélkiil egyetlen antibiotikumra, a nalidixin savra nézve
bizonyultak rezisztensnek. A multirezisztens torzsek aranya alacsony volt (10.1%). Az integron
hordozés sem volt jellemzd, csupan négy torzs tartalmazott egy 1.0 kb méretii, 1-es tipust integront
aadA?2 gén tartalommal. A vizsgalt 1058 S. Typhimurium torzs 36%-a a DT104, 21%-a pedig a DT104-
el rokon U302 fagtipusba tartozott. Az egyéb gyakoribb fagtipusok az RDNC, PT14, PT30, PT1 és a
PT99 voltak. A S. Enteritidis-nél tapasztaltakkal ellentétben a multirezisztens tdérzsek aranya itt
magasnak bizonyult (63%), ami szoros Osszefiiggést mutatott a DT104 térzsek MDR (multi-drug
resistance) szigetében kodolt 1.0 kb és 1.2 kb méretii integronjainak jelenlétével. Tiz cefotaxim
rezisztens torzset talaltunk, amelyek ESBL-termeldnek bizonyultak. A 99 megvizsgalt S. Infantis torzs
koziil 93 bizonyult multirezisztensnek, streptomycin-tetraciklin-nalidixin sav rezisztencidkkal. Négy
kivételével valamennyi térzsben egy 1.0 kb méretii integront talaltunk, amely aadA1 gént kodolt. Egy
kivételével a 60 S. Hadar torzs a S. Infantis torzsekre jellemz6 rezisztencia képpel rendelkezett, de az 1-
es tipust integron hordozas rajuk nem volt jellemz6, csupan két torzsben talaltunk egy 1.6 kb méretii
integront dhfrl €és aadAl tipusu génkazettdkkal. Egy kivételével minden S. Virchow torzs
multirezisztensnek bizonyult és rendelkezett a S. Infantis-nal vagy a S. Hadar-nal leirt, vagy egy 750 bp
méretli, dhfrV gént tartalmazo integronnal.

Munkankkal szeretnénk informaciot nyujtani a human megbetegedésekbol leggyakrabban izolalt
Salmonella szerotipusoknal elterjedt fag- és antibiotikum rezisztencia tipusokrol, valamint felhivni a
figyelmet a multirezisztencia egyre fenyegetobb terjedésére, amelyben az integronoknak, mint mobilis
genetikai elemeknek fontos szerep jut.

NOVAK ERVIN KAROLY
A mikrobak tapanyaghasznositasi adatai gyenge informaciok: élesztok
Budapest

Még a molekularis rendszerezés és faj azonositds koraban is tovabbi jelentdsége van a mikrobak
tapanyag hasznositasi mintazatanak a bioldgiai leirasban, a taxondmiai osztalyozasban, €s az 6kologiai
jellemzésben. Az adatok egyszerti ,, - és ,, + 7 jeles rogzitése (és valtozatai: gyenge, lassu, stb.) hianyos
és/vagy elégtelen (pozitiv esetben), mivel nem ad semmi informacidét a mechanizmusrol, a valodi
hattérrél, azaz a pozitiv reak-cidhoz vezetd biokémiai folyamatokrol. A kiilonb6zo élesztofajok ui. a
filogenezis soran egynél tobb utvonal-ra tettek szert bizonyos szénhidratok hasznositasahoz, kiilondsen a
szachar6z és/maltoz esetében. Ez az oka, hogy két (vagy tobb) torzs azonos M + (vagy S + ) eredménye
nem tekinthet6 azonos tipusti valasznak. Ennek a taxonomiailag nagyon jelentds problémanak a
megvilagitasa érdekében (elégtelen diagnosztikai adatok-kal a fajok taxonomiai leirasa ér-vénytelenné
valik) 43 élesztd faj szachardz és maltdz hasznositasi folyamatait tanulmanyoztuk (ld. dsszefoglalo ref.
in N.E.K. et al. ISSY5 Part II. p. 37-64, Keszthely, Hung. 1977). Vizsgalt fajok: 1.Bret. cus.anus, 2.Bul.
tsu., 3.C. alb.,A.benhamiael, 5.beverwijkiae2, 6.brum., 7.clau., 8.clo., 9.grubyi3,10.maced., 11. malt.,
12.melib., 13.oreg., 14.pseudot.,15. requinyii 4, 16.sol.,.17.stellat.,18.trop., 19.uti., 20.Deb. vanr.,
21.vini, 22.Hans. beij., 23. Kluyv. dobz., 24.droso., 25.lod., 26.marx., 27. phas., 28. Metsch. pul.,
29.Nad. slo., 30.Pich. wick., 31.Rh. muc.,32. slooffiae$, 33.zsoltii6, 34.Sacch. carls., 35. cer., 35.kluy.,
37.past., 38.pret., 39.5chiz. oct., 40. Spor. sing., 41.Schw. all., 42.Tor. westerdijkiae7, 43.Win. rob.
(index invalid nevet jelol). A részletes biokémiai vizsgalat sorozat alapjan maltoz esetében 5, mig
szacharoznal 4 eltéré (kiillonb6zd) utvonalat talaltunk, mindegyiket kiilonallo specifikus (kotés- és
bontés tipus, lokalizacid, aceton érzékenység) oligoszachariddz enzimmel. MALTAZOK: M-1. és 2.:
(rezisztens és érzékeny endomaltaz, M-3.: periplazmas maltohidrolaz, M-4. és 5. hid- rolitos és gliikozil
atvivé exomaltaz,; SZACHARAZOK: S-1. és 2.: rezisztens és érzékeny o-glitkozido)-endoszukraz, S-3.:
periplazmas (a-gliikozido)-szukrdz, S-4.: (extracell. reziszt.) B-h-fruktozidaz = invertaz (B-exoszukraz).
HORDOZO FAJOK: [M-1.]: 3., 4. 6.,9., 16-18., 28., 29., 31., 38.; [M-2].: 2., 20., 21., 23., 30., 40., 42.;
[M-3.]: 11., 34.; M-4.: 39, 43.; M-5.: 7., 13.; S-1.: 2., 3.4., 9., 13, 15., 16., 18., 21., 30.,33., 40.; S-2.:
6., 7.,28,;8S-3.:8,11.,43; S-4.:1?, 5, 10, 12,, 14., 19., 20., 22., 23-27., 31., 32?., 34-38., 41.,427.
Ezért ennek az altalanos taxonomiai kovetkezetlenségnek a megoldasara az adatokat ujakkal kell kiegé-
sziteni a hasznositas részletes biokémiai mechanizmusarol. Egy lehetséges modszert mar kozoltek (1d.
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NE.K.: Acta microbiol. Hung. 8 1 [1961]). Javaslatot kell tenni a Taxonomiai Bizottsagnal.

OLAH JUDIT!, MISKEI MARTON', DOMBRADI VIKTOR?, POCSI ISTVAN'

Az Apergillus nidulans protein foszfataz z (ppz) fehérjét kodolé gén klénozasa és szekvenalasa
'DE TTK Mikrobiolégiai és Biotechnoldgiai Tanszék; *OEC Orvosi Vegytani Intézet, Debrecen

A fehérje foszforilacid és defoszforilacid olyan ellenérzé mechanizmusok, melyek szabalyozzak az
eukariota organizmusok sejtszinten zajlo folyamatait. A protein kindzok az ATP terminalis foszfatjat
athelyezik a fehérjék Ser, Thr és Tyr oldallancaira, mig a fehérje foszfatdzok hidrolitikus reakcioban
eltavolitjak ezt a foszfat csoportot. Ez a két fajta enzim egyiittesen hatarozza meg a célfehérje
foszforilaltsagat és biokémiai sajatossagait.

Manapsag a foszfoprotein foszfataz (PPP) alcsalad szdmos 0j tagjat fedezték fel molekularis genetikai
modszerekkel. Ezek defoszforilaljak a foszfoproteinek Ser/Thr oldallancait €s szintén fontos élettani
szereplik van, de sokkal kevésbé gyakoriak, mint a csalad ugynevezett klasszikus tagjai és kevésbé
detektalhatok hagyomanyos biokémiai modszerekkel.

A protein foszfataz Z (PPZ) egy 1j tipusu PPP enzim. Az els6 ppz gént S. cerevisiae-ben fedezték fel. Az
S. cerevisiae 2 ppz gént (ppzl és ppz2) tartalmaz, melyeknek atfedd funkcidik vannak. Genetikai
vizsgalatok igazoltak, hogy ennek a két génnek fontos szerepe van az ozmotikus stabilitas, sejtintegritas
és sejtméret szabalyozasaban. A ppz mutans élesztd sejtek érzékenyek a koffeinre, de jol toleraljak a
magas Li" koncentraciot.

A PPZ gatolja a K influxot és a Na' effluxot. Ha a PPZ aktivitas karosodott, a K” ionok bejutnak a
sejtbe, és megnovekszik az intracellularis ozmotikus nyomas. Ahhoz, hogy elektrokémiai egyensuly
jojjon létre, H" ionok aramolnak ki, igy megndvekszik a pH a sejt belsejében. Az alkalikus sokknak
kiilonb6z6 hatasai vannak, példaul modulaljak a génexpresszidt, a sejtciklus szabalyozasat és a fehérje
szintézist.

A DNS ¢és fehérje adatbazisok kutatdsa ramutatott arra, hogy a PPZ jelen van 16 kiilonb6zo
gombafajban, de nem talalhaté meg prokariétikban, protozoonokban, névényekben és allatokban. igy a
PPZ egy gombaspecifikus fehérje foszfataz, mely szamos alapvetd fiziologiai folyamatban jatszik
szerepet. Mivel a PPZ csak a gombakban fordul eld, ezért ezen gének stratégiailag fontos targetjei
lehetnek a kiilonféle gombaellenes szereknek.

Kutatasainkat Aspergillus nidulans fonalas gombaval végeztiik, mivel ennek genomja 80%-ban homoldg
az opportunista human patogén A. fumigatus gombaéval, és mint modellszervezet konnyen kezelhetd.
Elso lépésként a lehetséges ppz gén szekvencidt azonositottuk az A. nidulans genomi adatbazisban
homologia kutatassal, felhasznalva minden elérhetd ppz szekvenciat. Csak egyetlen ORF mutatott
nagyfoku hasonlosagot az ismert szekvencidkkal. Egy 2700 bp-nyi genomi DNS szakaszt, mely
amplifikaltunk, majd ligadltuk pGEM-T Easy vektorba. Klénozast kovetéen a DNS szakaszt 12 olyan
specifikus primer segitségével szekvenaltuk meg, melyek révén minden bazis legalabb 3-szor lett
leolvasva. Nagy valosziniiséggel a gén két intront tartalmaz és egy olyan 512 aminosavbol allo fehérjét
kodol, mely szignifikdnsan homolog a N. crassa PPZ fehérjével.

OLDAL BALINT"?, BIRO BORBALA?, BAYOUMI HOSAM E.A F.', KECSKES MIHALY'
Rhizoszférabol szarmazo oltéanyag torzsek oko-fiziologiai szelekciéja homoktalajokra

'SZIE Mezbgazdasagi- Kornyezeti Mikrobiologiai és Talajbiotechnologiai Ph.D. Program, Godollé; *MTA
Talajtani és Agrokémiai Kutat6 Intézet, Budapest

A novények tapanyag-ellatottsdga €s a termésbiztonsag fokozasa érdekében kiillondsen homoktalajokon
juthat szerep azoknak a rhizoszféraban ¢él6 hasznos mikroszervezeteknek, amelyek ndvekedést
szabalyozo (PGR), illetve serkentd (PGPR) tulajdonsaggal rendelkeznek. A ndvényoltas soran ezek a
mikroszervezetek képesek a talajeredeti patogén gombak tavoltartdsara, vagy hormonhatasi
anyagcseretermékeikkel kozvetleniil is segithetik a novények fejlodését. A rhizoszféraban ¢€lo
baktériumok eléfordulasanak tanulmanyozasa soran 126 izolatumot nyertiink a Westsik Vilmos altal
1929-ben, Nyiregyhazan inditott vetésforgd-tartamkisérlet rozs, biikkony és csillagfiirt ndvényeinek
gyokérrendszerébdl ill. talajabol. Fenotipusos jellegeik alapjan 60 reprezentativ, SDS-PAGE tipizalassal
47 individualis torzset kiilonitettiink el. Ezek koziil BIOLOG ¢és 16S rDNS modszerrel 26 torzs
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fluorescens-putida tipusi Pseudomonas baktériumnak, 10 pedig Flavobacterium-nak bizonyult, néhany
Bacillus és Micrococcus reprezentans mellett. In vitro jellemeztiikk az azonositott térzsek legfontosabb
oko-fiziologiai tulajdonsagait, igy pl. hé-, pH-, so- vagy nehézfém-tlird képességét is. Az auxin és
gibberellin-szer(i, novényi hormonhatasu anyagok jelenlétét reteklevél-teszttel mutattuk ki. Ellendriztiik
a Pseudomonas torzsek sziderofor-termeld és antagonista képességét, illetve a két tulajdonsag kozotti,
modszertdl fiiggd Osszefiiggéseket is. A rhizoszférabol szarmazé torzsek e tulajdonsagait a Fels6-Tisza
arteriiletérdl szarmazo, hasonld modszerekkel jellemzett torzsekkel hasonlitottuk 0ssze, 6sszefiiggéseket
keresve a torzseredet és bizonyos tulajdonsagok megjelenése kozott [1, 2]. A hatékony mikrobialis
oltéanyagok eldallitasa érdekében a kornyezeti tényezdknek legjobban ellenalld 6 baktérium torzset
vontunk be tovabbi vizsgalatokba, ahol a ndvényi ndvekedésserkentdé hatast axénikus kultiraban,
valamint tenyészedényes kisérletekkel is ellendriztiik rozs, biikkkony és csillagfiirt tesztnovényekkel. A
torzsek kolonizacios képességét epifluoreszcens mikroszkdp segitségével allapitottuk meg. Az
eredmények alapjan kivalasztottuk a hatékony torzseket, illetve torzskombinacidkat. Munkank soran
alapkutatasi eredményeket szolgaltattunk a Westsik-vetésforgd rozs, biikkony és csillagfiirt novényeinek
rhizoszférajaban vagy rhizoplanjaban el6fordul6 PGR vagy PGPR tulajdonsagu asszociativ €s szabadon
€16 mikroorganizmusairdl. Jellemeztiikk a ndvényoltasok sikerességében leginkabb szerepet jatszo6 6ko-
fiziologiai tulajdonsagaikat. Novényoltasra alkalmas torzsgylijteményt hoztunk létre, melyek hatasat
1éptékndveld modon a mikrokozmosz kisérletekig ellendriztiik. Ennek soran dsszefliggést talaltunk a
torzsek vagy torzskombinaciok kolonizacios, illetve sziderofor-termeld képessége és eredményessége
kozott, ami a szabadfoldi koriilmények kozott is hatékony alkalmazasokat igér.

A kutatasok a SZIE Kornyezettudomanyi Doktori Iskolaja, az OTKA és az NKFP programok tdmogatasaval
valdsultak meg. 1. Jevesdk 1. et al.: Agrokémia és Talajtan. 51: 1-2, pp 107-114. (2002). 2. Oldal B. et al.:
Biokémia. 26: 3, pp. 57-63. (2002).

PAIL, MANUELA
Novel aspects of pentose metabolism in filamentous fungi
University of Technology Section of Molecular Biology, Vienna, Austria

The three major organic components of land-plant biomass are cellulose, lignin and hemicellulose.
Whereas cellulose is a linear homopolymer of D-glucose units, the hemicellulose is composed of linear
and branched heteropolymers of different aldoses. The most abundant form is arabinoxylan consisting of
the pentoses L-arabinose and D-xylose.

Enzymological investigations showed that - in contrast to bacteria - pentose metabolism in fungi occurs
by a reduction of the pentose to the corresponding pentitol, its subsequent oxidation to a pentulose, and
its phosphorylation to enter the pentose phosphate pathway. While the genes of the bacterial pathways
have been known for decades, little is known about the molecular genetics of the fungal pathway. Here 1
will report results from my recent work on the cloning and functional analysis of the genes involved in
this pathway in Hypocrea jecorina (Trichoderma reesei), and will also report on the properties of the
encoded proteins. Finally, I will provide evidence that the reductive pathway is also capable of
catabolizing D-galactose and L-sorbose.

PAL-FAM FERENC
Emberi telepiilések hatasa a xilofag nagygombak elterjedésére
KE ATK No6vénytani és Novénytermesztéstani Tanszék, Kaposvar

Az emberi telepiilések, mint élohelyek uj kiugrasi, elterjedési lehetdséget biztositanak a nagygombak,
koztiik a xilofag szaprotrofok és parazitak szamara. Az antropogén, bolygatott, szennyezett kornyezet €s
az ide beiiltetett, sokszor idegenhonos fak miatt napjainkban specialis nagygombadsszetétel jellemzi
ezen teriileteket. Egyes xilofag fajok gazdapreferencidja jelentésen megvaltozott az Uj
szubsztratumokkal vald talalkozas kovetkeztében, igy tobb, természetes ¢élohelyén ritka faj
fennmaradasat vagy elterjedését biztosithatjak az emberi telepiilések 01j kornyezeti feltételei. 1995-ben
kezdett vizsgalataim eredményeképpen Osszesen 172 nagygombafaj eléfordulasat dokumentaltam ilyen
¢éléhelyekrol. Ezen fajok koziil 36 xilofdg szaprotrof és 33 parazita. Koziilikk hét fajt tart ritkanak
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természetes ¢él6helyein a szakirodalom. A Perenniporia fraxinea (Bull.:Fr.)Ryvarden, Polyporus
tuberaster (Pers.:Fr.)Fr., Lentinus lepideus (Fr..Fr)Fr. és Inonotus hispidus (Bull.:Fr.)Karst. 1j
gazdandvényen, a Flammulina fennae Bas, Psathyrella melanthina (Fr.)K.v.Wav. ss. K.& R. és
Meripilus giganteus (Pers.:Fr.)Karst. az eredeti gazdan termett. Egyes, természetes élohelyeiken nem
ritka fajok, mint Flammulina velutipes (Curt.:Fr.)Karst. és Volvariella bombycina (Schaeff.:Fr.)Sing.
nagyszamu adata arra enged kdvetkeztetni, hogy ezek a fajok mar tipikus ,,varosi” fajnak tekinthetok.
Osszefoglalasként, az emberi telepiilések, mint specialis terméhelyek jelentdsen novelhetik egyes
xilofag nagygombafajok, koztiik tobb ritkdnak ismert faj elterjedését, igy ezen ¢ldhelyek kutatdsa
kiilonds figyelmet érdemel.

PAPP TAMAS, TAKO MIKLOS, GALGOCZY LASZLO, VAGVOLGYI CSABA
Rhizomucor miehei B-gliikozidaz gén izolalasa és részleges szekvenciaelemzése
SZTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék, Szeged

A termofil Rhizomucor nemzetség a Zygomycetes osztaly egyik biotechnologiai szempontbol
legjelent6sebb csoportja. Ezek a gombak jol ismertek, mint kiilonbdz6 ipari enzimek (pl. lipazok,
proteazok) termeldi.

Egy kutatasi program részeként szamos R. miehei és R. pusillus izolatum B-gliikozidaz aktivitasat
teszteltiik tobbféle modszerrel és szubsztrattal. Egyes R. miehei torzsek esetében erds aktivitast lehetett
detektalni. A R. miehei NRRL 5901 torzsének genomi DNS mintaibol, ismert gomba B-gliikkozidaz gén
szekvencidk Osszehasonlitdsa alapjan tervezett degeneralt primerek felhasznaldsaval, polimeraz
lancreakcio segitségével, sikeriilt felszaporitani egy 810 bp méreti DNS szakaszt. Az amplikont
elektroforetikus elvalasztast kdvetden izolaltuk, plazmidba klonoztuk és meghataroztuk a szekvenciajat.
A fragment a gliikozilhidrolazok 3. csaladjaba sorolhaté B-gliikozidazok C-terminalis doménjével
mutatott homolégiat, igy ez az elsé ismert jaromsporas gombabol szarmazo B-gliikkozidaz szekvencia. A
fragment két intront tartalmaz, maga a kodold szakasz 660 nukleotidbol all. A koédold szakasz
filogenetikai elemzése alapjan jelent6sen eltér az aszkuszos és bazidiumos gombak eddig ismert B-
gliikozidaz génjeitdl és a Pyromyces (Chytridiomycota) extracellularis B-glilkozidazaval mutatja a
legnagyobb hasonlésagot. Izoenzim és egyéb enzimatikus vizsgalatokat is végeztink a gliikozidaz
aktivitas jellemzése érdekében. Tovabbi vizsgalataink soran a teljes gén és a gént hatarold régiok
izolalasat és elemzését tervezziik.

A kutatast az Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok (OTKA F046658 és T037471) tamogatta.

PASZTI JUDIT', NOGRADY NOEMI', KOSTYAK AGNES’, VERESS ZOLTAN? LANCZ
ZSUZSA’, DAMJANOVA IVELINA', KRISZTALOVICS KATALIN®

Az élelmiszerek fertézést kozvetité szerepének elemzése: Salmonella spp. és Campylobacter spp.
izolatumok molekularis epidemiolégiai vizsgalata

'Johan Béla OEK Fagtipizalasi és Molekularis Epidemiologiai Osztaly, “Orszagos Elelmiszervizsgalo Intézet, *Johan
Béla OEK Jarvanyligyi Osztaly, Budapest

Az ¢lelmiszerek fert6zést kozvetitd szerepének komplex vizsgalata napjainkban — az UNIO-s
csatlakozast kovetden - kiilonds jelentoséget kapott. Magyarorszdgon a humdan bakterialis
ételfertézésekért leggyakrabban Salmonella spp. altal szennyezett élelmiszer (és a nem megfeleld
konyhatechnologia) tehetd felel6ssé. A salmonellosis a leggyakoribb enteralis bakterialis fert6zo
megbetegedés volt a 90-es évek végéig. A bejelentett megbetegedések1996 ota csékkend tendenciat
mutatnak. Emellett a campylobacteriosis megbetegedések szama a 90-es évek ota folyamatosan magas
szinten all, jelenleg a bejelentett human esetek szama megkozeliti a bejelentett salmonellosisok szamat.
Az epidemiologiai Osszefiiggések tisztazasahoz (k6zosségi, teriileti stb. jarvanyok, sporadikusnak latszo
esetek kozotti kapcsolatok) elengedhetetlen a fenti kérokozok komplex Osszehasonlitd vizsgalata,
melynek eredményességét nagyban eldsegiti, ha az élelmiszer-lanc (allati, élelmiszer eredetii, human)
reprezentativ mintai keriilnek 6sszehasonlitésra.

Osztalyunkon a hagyomanyos fenotipusos tulajdonsagok (antibiotikum érzékenység, fagtipus) mellett —
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nemzetkdzi gyakorlatban is alkalmazott - korszerii molekularis tipizalasi modszerekkel vizsgaljuk a
Magyarorszagon kiilonb6z6 forrasokbol (allati, élelmiszer, human) izolalt leggyakoribb Salmonella spp.
(S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis stb.) és Campylobacter spp. torzseket. Az alkalmazott
modszerek: plazmid profil analizis, PCR segitségével virulencia gének kimutatisa, antibiotikum
rezisztencia gének vizsgalata, integron kimutatas, integron tipizalds és makrorestrikcidés kromoszoma
analizis (PFGE).

Egy 2001-ben lezajlott S. Typhimurium altal szennyezett élelmiszer okozta ételfertézés kapcsan
mutatjuk be azokat a molekularis tipizalasi eljarasokat és eredményeket, melyekkel a fert6zott terjeszto
és a megbetegedések kozotti sszefliggés tisztazasra kertilt.

A feno-és genotipus meghatarozasanak eredményei altalaban azt mutattak, hogy a kiilonbdz6 forrasbol
szarmaz6 Salmonella spp. és Campylobacter spp. torzsek molekularis tipizalasa és az adatok elemzése
alkalmas részben a fertdzott terjesztd (élelmiszer) megbizhat6é azonositasara, részben a Magyarorszagon
legelterjedtebb klonok regisztralasara, genetikai rokonsdganak meghatarozasara. Ennek jelentGsége a
fiiggetlennek latszo Salmonella spp. okozta fertdzések (egy 6todében jarvanyos, négy 6todében latszolag
sporadikus formaban jelentkeznek), kozotti kapcsolatok feltarasa, illetve Campylobacter spp. esetében a
koérokozo magyarorszagi terjedésének jobb megismerése. A hazai izoldtumok komplex jellemzésének
koszonhetéen adataink nemzetkdzi egyiittmiikodés és adatbazisok (SALMGENE, ENTERNET,
PULSENET) keretében Osszehasonlithatova valnak a kiilfoldon izolalt tdrzsekkel, mely jelentdsen
hozzajarul az epidemiologiai tevékenység korszerisitéséhez.

PASZTOR MONIKA, OLAH LASZLONE, VENTILLA JUDIT
A Clostridium difficile toxinkimutatasi modszerek osszehasonlito vizsgalata
Fovarosi Szent Laszld Kérhaz Mikrobioldgiai Laboratérium, Budapest

A Clostridium difficile toxin asszocialta colitis mikrobioldgiai diagnosztikaja a baktérium altal termelt
toxin(ok) székletbdl vagy baktérium izolatumbol térténd kimutatasan alapszik. A C. difficile két toxint
termel, az A és B toxint. Irodalmi adatok azt mutatjak, hogy az esetek 3-5%-aban csak a B toxin
mutathatdé  ki. Szadmos —  enzimimmunoassay-en (EIA), latex agglutinaciéval vagy
immunokromatografias (IC) modszeren alapuld — toxin kimutatasi tesztet forgalmaznak a gyartok. Ezek
egy része az A, mig masok az A és B toxint mutatjdk ki 1-2 o6ran beliil. A mikrobiologiai
diagnosztikaban ,,gold standardnak” tartott modszer a B toxin kimutatasa sejtkultiran székletbdl vagy
baktérium izolatumbol (citotoxikus assay). Ez a modszer azonban minimum 2 napot vesz igénybe.
Hasonl6an szdmos hazai laboratériumhoz a Fév. Szent Laszlo Korhaz Mikrobiologiai Laboratéoriumaban
a rutin vizsgalat az aktudlisan kaphato, A toxint kimutat6é gyari kittel torténik. Klinikusaink hivtak fel
figyelmiinket arra, hogy az egyik altalunk hasznalt teszt eredményei nem korreldlnak a klinikai képpel,
ezért elvégeztik az altalunk hasznalt gyari tesztek Osszehasonlitd vizsgalatat Vero sejtvonalon végzett
citotoxikus assay-vel. A citotoxikus hatast neutralizcioval konfirmaltuk (TechLab, USA). A C. difficile
toxin kimutatasara érkezett székletmintakat 328 esetben parhuzamosan vizsgaltuk a C. difficile toxin A
II teszttel (enzim-linked fluorescent assay, ELFA)(VIDAS, Franciaorszag) és a citotoxikus assay-vel. Az
eredményekben egyezést az esetek 95,73%-aban talaltunk. Az irodalmi adatokkal egyezden a
citotoxikus assay 2,74%-kal tobb esetben lett pozitiv, mig az esetek 1,53%-4ban csak A toxint tudtuk
kimutatni az ELFA teszttel. A Toxin-A-Check-1 immunkromatografias tesztet (VEDALAB,
Franciaorszag) 234 esetben vizsgaltuk parhuzamosan a citotoxikus teszttel. Egyezést 82,90%-ban, csak
citotoxikus hatast 11,97%-ban, csak A toxin pozitivitast 5,13%-ban talaltunk. A citotoxikus tesztet ,,gold
standard” moddszernek tekintve, a VIDAS C. difficile toxin A II. érzékenysége 77,5%, fajlagossaga
98,34%, a VEDALAB Toxin-A-Check-1 érzékenysége 57,57% fajlagossaga 94,23% volt vizsgalati
anyagunkban. A Magyarorszagon kereskedelmi forgalomban levé VIDAS C. difficile toxin A 1I tesztet
megfeleld6 modszernek, a VEDALAB altal gyartott immunkromatografias C. difficile A toxint kimutato
tesztet alkalmatlannak talaltuk a rutin mikrobiologiai diagnosztikaban, elsGsorban annak igen alacsony
érzékenysége miatt. Eredményeink egyeznek a kezeldorvosok klinikai tapasztalataval is.
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PELES FERENC ARPAD, IGLOI ATTILA, KERESZTURI PETER, SZABO ANDRAS

A nyers tej mikrobiolégiai minéségének az alakulisa Hajdd-Bihar megye eltéré méreti
gazdasagaiban

DE ATC Mez6gazdasagi Mikrobiologiai Tanszék, Debrecen

Vizsgalataink célja az volt, hogy bemutassuk a nyers tej mikrobiologiai mindségének az alakulasat.
Ennek az ismerete azért nagyon fontos, mert miutdn Magyarorszag csatlakozott az Europai Unidhoz, a
tejtermeld gazdasagok koziil, csak annak lehet biztositva a jovedelme, illetve a megélhetése, aki extra
mindségi tejet tud termelni.

A téma keretében vizsgaltuk a nyers tej mikrobiologiai mindségének (Osszesiraszam, szomatikus
sejtszam) az alakulasat 2000 és 2002 kozott, Hajdi-Bihar megye kiilonb6zo méretii (kis, kdzepes, nagy)
gazdasagaiban.

Az adatok kiértékelése soran azt tapasztaltuk, hogy a kivalasztott 6t nagygazdasag altal termelt tej éves
atlagos osszcsiraszama (a 2000. évi kozel 60 ezer db/em’-r6l, 2002-re 40 ezer db/cm’ ala) és az éves
atlagos szomatikus sejtszama is csokkent (290 ezer db/em’-rél, 2002-re 255 ezer db/cm’-re) a
gazdasagok atlagaban. Ezzel parhuzamosan viszont nétt az extra mindségi osztalyba tartozo tejek aranya
(93%-101 98%-ra). Ezek a jo eredmények a rendszeres togyegészségiigyi ellendrzésnek, a beteg allatok
¢és az azok altal termelt tej elkiilonitésének, a megfeleld tartaskoriilmények megteremtésének (megfeleld
féréhely, rendszeres almozas és kitragyazas), a helyesen elvégzett tégyeldkészitésnek és fejésnek,
tovabba a gondos tejkezelésnek (szlirés, hiités, tarolas) koszonhetdek.

A vizsgalt hat kozépméretii tejtermelé gazdasag esetén azt tapasztaltuk, hogy a gazdasagok atlagaban
elhanyagolhatdé mértékben, de sajnos nétt a termelt tej atlagos dsszcsiraszama, az éves atlagos
szomatikus sejtszam értéke és az extra mindségi osztalyba tartozo tejek aranya pedig ingadozott. A
kozepes méretli tejtermeld gazdasdgokban termelt tej mikrobioldgiai mindségét, a termelési
technologiakkal Osszevetve, azt allapitottam meg, hogy a valtozatos tejtermelési koriilményeknek
megfeleléen a termelt tej mindsége is valtozatosan alakult. A gazdasagok kozott vannak kivalo, de
vannak kevésbé jo mikrobiologiai mindségii tejet eldallitdo gazdasagok is.

A vizsgalatba bevont 6t tejgylijté csarnok atlagadban, és csarnokonként kiilon-kiilon is jelentdsen
csokkent az atlagos dsszesiraszam értéke (a 2000. évi tobb mint 141 ezer db/em’-r61, 2002-re kozel 88
ezer db/cm’-re). A tejgylijté csarnok atlagos szomatikus sejtszama koriilbeliil egy szinten maradt a
vizsgalt harom év sordn. Az extra mindségi osztalyba tartozo tejek ardnya a vizsgalt harom év soran
novekvo tendenciat mutatott. A jelent6s javuld tendencia ellenére, a tejgylijté allomasokra szallitd
kisgazdasdgokban még mindig vannak hidnyossagok. Tobbek kozott nagyobb hangsulyt kellene
helyezni a gyakoribb allategészségiigyi ellendrzésre, valamint meg kellene oldani a fejt tej minél
gyorsabb lehiitését, illetve tejgylijté csarnokba valo szallitasat.

Varhatoan tovabb fog javulni a termelt nyers tej mindsége, a nagy-, a kdzép-, és a kisméretli tejtermeld
gazdasagban egyarant, amihez véleményiink szerint nagyban hozza fog jarulni a legiijabb 1/2003. (I. 8.)
FVM-ESZCSM egyiittes rendelete, ami a nyers tej, a hdkezelt tej és a tejalapu termékek eléallitasanak,
forgalomba hozatalanak élelmiszer-higiéniai feltételeit hatarozza meg.

PESTI MIKLOS, GAZDAG ZOLTAN, TAKACS KRISZTINA, CZAKO-VER KLARA, KOOSZ
ZSUZSA, ANTAL JUDIT, RACZ TIMEA

A kromvegyiiletek hatasmechanizmusa élesztosejteken

PTE TTK Altalanos és Kornyezeti Mikrobioldgiai Tanszék, Pécs

Az iparban széles korben alkalmazott kromvegyiiletek erésen citotoxikus és genotoxikus hatastuak az €16
sejtekre. 3-11 pH-ju vizes oldatban a Cr(VI) kromat anion CrO,> vagy CrO,” és HCrO4 formaban van
jelen, szemben a redukalt, biologiailag legstabilabb, komplexet képzé Cr(Ill) formaval. Elektron
paramagneses rezonancia spektroszkoppal (EPR) vizsgaltdk a Cr(VI) kolcsonhatasat a
plazmamembrannal Schizosaccharomyces pombe kroém szenzitiv (chr-51S5) mutans, krom tolerans (chri-
66T) mutans €s a sziiléi torzs (6chr+) esetében. Spin probaként a membran jeloléséhez 5-doxil
sztearinsavat (5-SASL) és 3-doxil butirilsavat (HO-185) hasznaltak. K,Cr,O7 (225 pM) jelenlétében az
5-SASL-al jeldlt sziildi és a krom szenzitiv torzs membranjanak fazis tranziciés hoémérséklete
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kismértékben csokkent. A kromvegyiiletek hatdsa még hangsulyosabb volt a HO-185-el jelolt
membranok esetén, ahol azt tapasztaltak, hogy a membran integritdsanak a megbomlasa a viz-lipid
hatarfeliileten torténik.

Candida albicans ergoszterol hianyos erg-2 és ergoszterol termeld 33 erg” sziildi torzsét vizsgaltak EPR
- Cr(VI) kezelés hatasara szignifikansan nétt a spin jeldlés rotacios mobilitasa és csokkent a struktira
valtozas hoémérséklete mindkét torzsnél. A  tObbszorGsen telitetlen zsirsavakat tartalmazo,
sejtmembrannal rendelkezé erg-2 torzs nagyobb Cr(VI) érzékenységet mutatott. Ha ezen torzs
sejtmembranjat kezelték Cr(VI)-al mar 10 perc utin megnovekedett a membran fluiditasa. Az el6zbleg
leirt C. albicans torzs esetén a Cr(Ill), [CrCl;] in vivo, a spin jelolt membran nagyobb fluiditasat
eredményezte és ez a hatas még kifejezettebb volt az erg-2 térzsnél. Az erg-2 mutansnal fazis tranzicios
hémérséklet csokkent 17°C-r6l 13°C-ra (AAT~4°C). 10 o6ras 100mM-os Cr(Ill) kezelés a 260 nm-en
abszorbealdé metabolitok vesztéshez vezetett. Ez a veszteség 40%-os volt a 33 erg” és 60% az erg-2
torzsnél. Az impermedabilis Cr(IIl) ionok altal okozott feltarédasi folyamat a f6 oka a sejtndvekedés
gatlasanak és a sejthalalnak.

S. pombe auxotrof, heterotallikus (h*, h) torzsébdl (6¢chr és 9chr™) indukalt mutagenezist alkalmazva
Cr(VI)-szenzitiv és —tolerans mutansokat allitottak el6, hogy a tovabbiakban genetikai vizsgalatokat
végezzenek veliik. A mutansok eltérd mintazath keresztérzékenységet mutattak Cd>*, Cu®", Ni*', Zn*" és
VO,> esetén. 30 perces kezelés utdn a szenzitiv mutans (chr-51S) (810 pg g krom szarazanyag
tartalom) magasabb, a tolerans mutans (chr-667) szignifikdnsan alacsonyabb bioakkumulacios
képességet mutatott, mint a vad tipusu torzs. A tovabbi genetikai vizsgalatokra 11 mutans torzset
valasztottak ki. A harom kivalasztott Cr(VI)-tolerans torzs (chri-66T, chri-14T, chr2-04T)
tetradanalizise azt mutatta, hogy a tolerancidt egy mutacié okozta. Random spora analizissel
bizonyitottak, hogy a mutacié a chrl-66T és a chrl-14T esetén allélikus volt, mig a chr2-04T torzs
mutacidja nem allélikus a chri-66T torzsével. Transzformacids kisérletekhez rekombinansokat
készitettek, melyek az ura4D18 szelekcios markert hordoztak. Két térzset a rekombinansok koziil (chri-
66T, chr2-0467) arra hasznaltak, hogy klonozzak és meghatarozzak azokat a géneket, amelyek a Cr(VI)
tolerans fenotipust okozzdk. A chrl-66T, chr-51S és a sziil8i torzset (6chr’) hasznaltak fel a Cr(VI)
redukcios folyamatainak vizsgalatara irdnyuld kisérletekben. A szenzitiv mutans (chr-51S) nagyobb
mennyiségben akkumulalja és redukalja a Cr(V)-6t, mint a sziildi torzs. A K,Cr,07 szubletalis dozisban
nem indukalt adaptiv stressz valaszt, mig a HO, vagy a menadion eldkezelés bizonyitottan megvédte a
sejtet a Cr(VI) altal okozott sériilésektdl. A chr-51S torzsnél megkdzelitdleg fele az intracellularis
glutation (GSH) koncentracidja a 6chr’ torzshdz képest. Emellett a chr-5S torzs glutation diszulfid
redukalo képességét szignifikansan nagyobb glutation reduktaz (GR) és gliikoz-6-foszfat dehidrogenaz
aktivitassal jellemezhetjiik. Ezen értékek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a NADPH/GR rendszer a {6
egy elektronos Cr(VI) redukaldé a GSH helyett, in vivo. Ebben a mutansban a megnovekedett Cr(V)
redukciot magas intracellularis szuperoxid és peroxid koncentracio kiséri, amely sziikséges a hidroxil
gyok ("OH) kialakulasahoz. A chr-51S, Cr(VI) szenzitiv fenotipust torzs csokkent intracellularis GSH
szintje arra enged kovetkeztetni, hogy a GSH hatékonyan 1ép fel a kromattal szemben, mint "OH
gyokfogd. A stabil Cr(VI) toleranciaért feleldés génmutaciot hordozo chri-66T S. pombe torzs a kromat
aniont (CrOy) szignifikdnsan lassabban redukalja, mint a sziil6i torzs (6¢chr+). A mutans chri-66T torzs
bizonyitottan érzékenyebb olyan oxidativ stresszorokkal szemben, mint a H,0O,, menadion, butil-
hidroperoxid és Cd*". A Cr(VI) toleranciat és az oxidativ stressz érzékenységet a csokkent specifikus
glutation reduktaz aktivitasnak tulajdonithatjuk. Ezeket a hatasokat a csokkent mitokondrialis Mn-SOD
aktivitas szintén fokozza.

Saccharomyces cerevisiae-t, mint modell organizmust hasznalva vizsgaltak az antioxidansként mikodo
aszkorbinsav (C-vitamin) el6kezelés hatasat Cr(VI) altal indukalt sejtkarositas esetén. A kisérlet célja az
volt, hogy a sejtek aszkorbinsavval valo eldkezelése megnoveli a sejt tolerancidjat a reaktiv krém
intermedierekkel és a reaktiv oxigén gyokokkel szemben, amelyek a Cr(VI) redukcidja soran
keletkeznek. Meghataroztak az intracellularis oxidacids képességet dihidro-2,7-diklorofluoreszceint,
dihidroetidiumot illetve dihidrorodamin 123-at hasznalva. Az aszkorbinsav el6kezelés hatasanak
szerepét a Cr(VI) toxicitas esetében mitotikus gén konverzios, reverz mutacios, 8-OHdG, hidroxil gyok,
szuperoxid anion és Cr(V) méréses kisérletekkel hataroztak meg. A biomassza krom tartalmat lang atom
abszorpcids spektrometriaval vizsgaltak. Krom jelenléte nélkiil az aszkorbinsav hatékonyan megvédte a
sejteket a belsd — normalis sejtmiikodés soran keletkezd - reaktiv oxigén gyokoktdl. Az in vitro EPR
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mérések és a szupercsavart DNS hasitasos kisérletek eredményei alapjan megallapithat6, hogy az
aszkorbinsav pro-oxidativ hatasa koncentraciofiiggd a Cr(VI) redukcio soran a karos hidroxil gyok és a
Cr(V) keletkezése miatt. Bar az in vivo kisérletek arra engednek kovetkeztetni, hogy a citoszol
megndvekedett redukcios kapacitdsanak az oka a magas krom akkumulécio, a hatékonyabb szuperoxid
anion ¢és hidrogén peroxid lekotés €s ezzel egylitt az aszkorbinsavval elékezelt sejteknél az alacsony
citotoxikus és genotoxikus hatas. Az aszkorbinsav, mint redukalé agens befolyasolja a Cr(VI) toxicitasat
azaltal, hogy csokkenti a Cr(V) hatasat és mint antioxidans csokkenti az intracellularis szuperoxid anion
¢és hidrogén peroxid keletkezését s igy meggatolja a szabad gyokok keletkezését a Cr(VI) Cr(III) torténd
redukcidja soran. Az aszkorbinsavval kezelt sejtek esetében a megndvekedett 8-OhdG és a csokkent
redukalt glutation szint arra enged kovetkeztetni, hogy ezekben a sejtekben egy belsé antioxidans
rendszer aktivalodik és ezért n6 meg a sejtek toleranciaja a Cr-altal indukalt stressz soran. A krom
széleskorti ipari alkalmazasa és a kornyezeti szennyezOdések miatt az ember ki van téve e fém
egészséget veszélyeztet hatasanak. A Trolox - az E vitamin vizoldékony szintetikus megfeleldjének- a
hatasat vizsgaltak Cr(VI) altal indukalt toxicitas soran. A kisérletek célja az volt, hogy megmagyarazzak
a Trolox altal kozvetitett pro-oxidativ reakciokat és megallapitsak a Trolox ¢és a Cr(VI)
kolcsonhatasanak mechanizmusait. Az EPR spektrum és a DNS hasitasos kisérletek alapjan a Cr(VI)
redukcio soran kialakuld Trolox:Cr(VI) arany fontosnak bizonyul. A Trolox szabadgydk generald
képessége fémek jelenlétében - hozzaadott hidrogén peroxid nélkiil - kizarhato. Trolox jelenlétében
lezajlé Cr(VI) redukcié soran nem volt megfigyelhetdé DNS karosodas a Trolox gydk jelenléte miatt.
Relaxalt formaju DNS csak akkor alakult ki, ha H,O, adtak a Trolox/Cr(VI) keverékhez. Ezért azt
feltételezziik, hogy a Cr-formak redox ciklusa soran kialakul6 hidroxil gyokok okozzak a kisérletek
soran megfigyelt ss DNS toréseket. Figyelembe véve tehat a Trolox pro-oxidativ tulajdonsagait, azokban
az esetekben, ahol a krom altal indukalt genotoxikus hatas érvényesiil, mint bizonyos foglalkozasok és
kornyezeti tevékenységek esetén, ott a Trolox klinikai alkalmazasa a jovoben eldtérbe keriilhet.

PETRANYI GABOR', MOLNAR ZSUZSA?, FALUDI GABOR®

Mumpsz szeroldgiai vizsgalatok tanulsagai egy jarvany kapesan

Johan Béla OEK 'Virologiai Féosztaly; *Jarvanyiigyi Osztily; *Magyar Honvédség Orvostudomanyi Kutato
Intézet, Budapest

A mumpsz akut, jarvanyos virusbetegség, amelyre elsdsorban a filtdmirigyek gyulladasa jellemzd, de
érinthet egyéb mirigyes szerveket (hasnyalmirigy) €s az idegrendszert, és enyhe fels6 1éguti betegséget
is okozhat. Egyes megjelenési formai — meningoencephalitis, orchitis, mastitis — gyakrabban, olykor
30%-ban fordulnak elé a serdiildkor utan. A tiinetcsoportot ritkan parainfluenza virusok is ki tudjak
valtani. Magyarorszagon 1991. 6ta kotelez0 a mumpsz elleni véddoltas €16, attenualt virussal. A
folyamatos és kampanyoltasok révén az 1985. junius 1. ota sziiletett gyermekeket immunizaltak, az
1987. junius 1. 6ta sziiletettek pedig Gjraoltasban is részesiiltek.

1999-2000-ben az OEK Virolégiai Féosztilya szeroepidemioldgiai sziirést végzett az ANTSZ
segitségével gyujtott vérmintakbol. A mumpszvirussal szembeni immunitdst a magyar lakossagot
reprezentald 7231 egészséges személy vérmintajaban vizsgaltak. A szlrés eredményei, valamint az
1984-2003 kozott az OEK Virusdiagnosztikai Osztalyan igazolt akut mumpsz-fertdzések €s a bejelentett
parotitis epidemica esetek szamanak alakulasa alapjan elemeztikk a véddoltas altal eldidézett
valtozasokat. A sziirést indirekt immunfluoreszcens médszerrel végezték. A sziirés idején 1 és 2 éves
korosztalyban a szeropozitiv egyének aranya 40 %, az 6sszes ennél id6sebb korosztalyban 85-95 % volt.
Az 1984/85-ben végzett diagnosztikai vizsgalatok bizonyitjak, hogy az atvészeltség milyen lassan
emelkedett az életkor fliggvényében. A véddoltasok 4-6 évvel korabbra hoztak a védettség kialakulasat a
fiatalokban.

Az 1974. ota kotelezben bejelentendd jarvanyos fiiltomirigy-gyulladas megbetegedések Jarvanyiigyi
Osztaly altal dsszesitett éves szama 1990-ig 20000 és 55000 kozott hullamzott. A kilencvenes évek
derekan gyorsan csokkent, 2001. 6ta pedig a bejelentett stilyos betegek szama nem haladta meg a 200-at.
A szerologiai modszerekkel igazolt mumpsz fertézések szama hasonlé modon csokkent.

2003. januar 21. és marcius 27. kozott mumpsz jarvany zajlott egy orszaghatar kozeli kisvaros
kozépiskolajaban, 11 megbetegedett tanuld koziil 10 nem részesiilt véddoltasban. Az iskola 875
tanuldjanak tobbsége oltott korosztalyba tartozott, koziilik csak egy betegedett meg a bizonyithatéan
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egy ¢és a feltételezett masodik korabbi oltas ellenére. Ennél a személynél mind az IgG, mind az IgM
tipusu ellenanyagok emelkedését kimutattak, tehat 6t a korabbi véddoltas nem immunizalta. A jelenlegi
jérvanyiigyi helyzetben a mumpsz-védooltasok eddigi gyakorlatnak megfelelé kovetkezetes folytatasa
indokolt és sziikséges.

PETROVAY FRUZSINA', HELTAI KRISZTINA?, ENDRESZ VALERIA®, LUDWIG ENDRE’, KISS
ROBERT’, GONCZOL EVA', NAGY ISTVAN’

Osszefiiggés a ballonkatéteres Kkoszoruér-tagitas (PCTA) utin bekovetkezo restenosis és a
Chlamydia pneumoniae, illetve Cytomegalovirus ellenanyagszint emelkedése kozott

'Johan Béla OEK; "MAV Kérhaz Kardiologia, Budapest; *SZTE AOK Orvosi Mikrobiologiai és Immunbioldgiai
Intézet, Szeged; *Szt. Laszl6 Korhaz; *Orszagos Gyogyintézeti Kozpont, Budapest

Az atherosclerosis (AT) a népesség nagy részét érintd patholdgiai folyamat. Az atherosclerotikus sziv-
és érrendszeri elvaltozasok eredete multifaktorialis, kialakulasaban a klasszikus rizikéfaktorok (nem,
dohanyzas, magas vérnyomas, diabetes, magas koleszterin €s triglicerid szint) mellett egyes pathogének
szerepe is feltételezhets. Az AT kutatasaban a korokozok koziil a legnagyobb figyelmet a Chlamydia
pneumoniae (C. pneumoniae) baktérium ¢s a cytomegalovirus (CMV) kapta. Koszoriér-betegségben
szenvedOk esetében az érintett coronaria artériakban érsziikiiletet okoz6 atheromas plakkokbol szamos
esetben mutattak ki C. preumoniae DNS-t vagy antigént. Kisérletiinkben 28 coronaria betegen
végrehajtott ballonkatéteres koszortér-tagitas (PTCA: percutan transluminalis coronaria angioplastica)
utan megvizsgaltuk, hogy a beavatkozas eredményezheti-e a plakkokban perzisztalo pathogének
reaktivacidjat, illetve van-e Osszefliggés a restenosis, vagyis a kordbbi plakk helyén egy 0j atheromas
plakk kialakulasa, és a C. pneumoniae/CMV reaktivalodasa kozott. A vizsgalatban a coronaria
betegektdl 3 esetben vettlink vért: a beavatkozas eldtt kdzvetlenill, utana 4 nappal és 2 héttel. A C.
pneumoniae és CMV ellenagyag-szinteket ELISA mddszerrel allapitottuk meg. Kontrollként a szintén
latensen perzisztaldé Epstein-Barr virus (EBV) és human herpes simplex virus (HSV) ellenanyagszinteket
is meghataroztuk. C. pneumoniae DNS jelenlétét a periférias vérben nested PCR modszerrel mutattuk ki.
Az EBV ¢és HSV IgG ellenanyag-szintekben nem tapasztaltunk valtozast. A C. pneumoniae 1gA és 1gG
szint az Osszes beteg koziil 3 esetben mutatott novekedést, a CMV IgG szint pedig masik 3 esetben. C.
pneumoniae DNS-t 4 esetben sikeriilt detektalni. Restenosis 6 betegben alakult ki, ezek koziil 2 betegnél
emelkedett a CMV ellenanyag-szint, masik 2 betegnél a C. pneumoniae ellenanyag-szint, valamint 2
esetben sikertiilt C. pneumoniae DNS-t detektalni a betegek vérébol. A két pathogén altal okozott
valtozasokat a teljes mintara egyiittesen vizsgalva, a kis mintaszam ellenére, szignifikans kiilonbség
(p=0,007) volt kimutathato a restenosist szenvedett és nem szenvedett betegek kozott. Az eredmények
alapjan feltételezhetd, hogy a PTCA beavatkozas reaktivalja a kronikus C. pneumoniae, illetve CMV
fertdzést, ezzel megnovelve a restenosis kialakulasanak valoszintiségét.

POCSI ISTVAN', MISKEI MARTON', EMRI TAMAS', KARANYI ZSOLT?, PATRICIA AYOUBT’,
ROLF A. PRADE’

Az Aspergillus nidulans transzkriptom valtozasai oxidativ stressz hatasara — primer és szekunder
metabolizmus

'DE TTK Mikrobiolégiai és Biotechnolégiai Tanszék; DE OEC 1. sz. Belgyogyészati Klinika, Debrecen;
Oklahoma State University Department of Biochemistry and Molecular Biology, Oklahoma, USA

Kései exponencialis névekedési fazisu (16 h) A. nidulans FGSC26 tenyészeteket mostunk at frissen
készitett minimal tapkozegbe, melybe vagy 1.8 mM diamidot, 75 mM H,0;-ot vagy pedig 0.8 mM
menadiont adagoltunk, majd ezt kdvetden a tenyészeteket kiilonbozo ideig (15 min, 30 min, 1 h, 3 h, 6 h,
9 h) inkubaltuk. A micéliumot minden esetben sziiréssel szeparaltuk, majd ezekbdl oxidativ stressz
paramétereket hatdroztunk meg és teljes RNS-t vontunk ki. A diamidos kezelések nyoman csak a sejtek
glutation/glutation-diszulfid (GSH/GSSG) redox egyensulya borult fol anélkiil, hogy az intracellularis
szabadgyok koncentraciok megvaltoztak volna. A H,O, hatésara a peroxid koncentracio ndvekedett meg
a GSH/GSSG arany csokkenése mellett. A menadion mind az intracelluldris peroxid és szuperoxid
szinteket, mind a GSH/GSSG egyensulyt megvaltoztatta. cDNS "pool"-okat allitottunk eld, majd ezeket
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A. nidulans GeneArray version I DNS chipekre (4090 egyedi EST szekvenciat tartalmaznak)
hibridizaltuk Genisphere (Hatfield, PA, USA) 3DNA sub micro EX expression array detection kit, egy
kétlépéses, poszt-hibridizacios jelzési technika, felhasznalasaval. A transzkriptomban bekdvetkezd
valtozasokat intenzitas-fliggd "block-by-block loess-type" normalizaciot kovetden értékeltiik ki.
Osszességében 2509 gén expresszidja mutatott valtozast legalabb egy stressz-generald agens hatasara. A
primer metabolizmus utvonalai kozil a citrat- és glioxilat-ciklusok, az ergoszterin bioszintézise valamint
a zsirok lebontasa represszalodott a légzés €és a purin nukleotidok lebontasanak az indukcidjaval
egyidejlileg. Azok a metabolikus utvonalak, melyek a kiilonféle kornyezeti stresszhatasokkal szembeni
védekezésben szerepet jatszo vegyiiletek, pl. glutation, foszfatidil-etanolamin, fruktdz-1,6-biszfoszfat,
trehaldz, prolin, spermidin, y-aminovajsav, hlugysav bioszintézisét biztositjadk mind indukalodtak a
reaktiv oxigén részecskéket eliminald enzimekkel egyiitt. Az oxidativ stressz a szterigmatocisztin
szintézis szamos lépését is befolyasolta. Erdekes modon, a hidroxiaverantin képzddéséhez sziikséges
kezdeti 1épések altalaban represszalodtak, mig az averufint szterigmatocisztinné konvertald enzimek
indukalodtak.

PUSZTAHELYI TUNDE', EMRI TAMAS', MOLNAR ZSOLT', BALLA JOZSEF?, POCSI ISTVAN!'
Aspergillus nidulans kitinaz gének expressziojanak valtozasa szénlimitalt 6regedé tenyészetekben
és oxidativ stressz hatasara

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék; “DE OEC Nefrologiai Tanszék, Debrecen

A gombak autolizise és Oregedése soran a sokgénes hidrolitikus enzimek korfliggd expresszidja a
fehérjék eltérd fiziologiai funkcidjat jelzi. A gombak autolizisének idején egy genetikailag jol
szabalyozott, energiaigényes folyamatban a sejtek anyagai felhasznalodnak, és ekkor szamos 1j enzim,
igy a megjelend kitindzok magas hidrolitikus aktivitasaval szamolhatunk. Ugyanakkor ezen gének
expressziojanak transzkripcidjanak regulaciojarol hianyosak az informacioink.

Aspergillus nidulans FGSC A26 modellszervezet komplex tenyészetében a gomba Oregedése soran a
szénlimitacidé mellett a reaktiv szabadgyokok halmozodasaval és a GSH/GSSG arany csokkenésével kell
szamolnunk (2), mint stresszhatassal. Ilyen kortiilmények kozott vizsgaltuk az adatbazisbol azonositott
harom kitinaz (chid, chiB és chiC) gén expresszidjanak alakulasat Q-RT-PCR alkalmazasaval.

A ChiA ismert fiziologiai szerepe a novekedésben van (1), ennek megfeleléen a gén expresszidja az
Oregedd tenyészetben a szénlimitacid bealltaval represszalodott. A gén szintén jelentGsen represszalodott
menadion, hidrogén-peroxid illetve diamid oxidativ stressz hatasara. Hipotézisiink szerint a ROS
szinteknek ¢és a GSH/GSSG csokkent aranyanak jelentds szerepe lehet a noOvekedési rata
szabalyozasaban, legalabbis részben, a chid gén represszidjan keresztiil. A szénlimitacionak nem lehet
kozvetlen hatdsa a chid gén expresszidjara, ennek kizarasat az 5’-upstream génszakaszon a CreA
szabalyz6 fehérje feltételezett kotohely hidnya tovabb erdsitette.

A chiB gén expresszidja a chid génnel ellentétesen erételjesen indukalodott szénlimitacid hatasara, és a
gén feltételezett fiziologiai funkcidja elsddlegesen az autolizisben volt. A génexpresszid ebben az
esetben relative érzéketlen volt az oxidativ stresszre €s ez biztosithatta az expresszio fenntartasat, amikor
a szénlimitdlt 4. nidulans tenyészetekben az autolizis és az Oregedés elérehaladt. A tapanyaghiany
kivaltotta stressz a chiB expresszidjat a FluG/FIbA/FadA szignalon keresztiil — egy heterotrimer G-
protein fiiggd, novekedést befolyasold szignal-transzdukcids titvonalon at befolyasolhatta.

A chiC expresszidja nem mutatott jelentdsebb valtozast szénlimitalt koriilmények kozott, hidrogén-
peroxid vagy diamid altal okozott oxidativ stressz esetén, ugyanakkor menadion kezelés hatasara
gyengén represszalodott. Fiziologiai szerepének meghatarozasa tovabbi vizsgalatokat igényel.
Irodalomjegyzék:

(1) Takaya, N., Yamazaki, D., Horiuchi, H., Ohta, A. and Takagi, M. (1998) Biosci. Biotechnol. Biochem., 62, 60-
65.

(2)Emri, T., Molnar Z., Pusztahelyi, T., Rosen S. and Pdcsi I.. (2004) Folia Microbiologica, 49, 277-284.
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PUSZTAHELYI TUNDE', EMRI TAMAS', MOLNAR ZSOLT', BALLA JOZSEF?, POCSI ISTVAN!'
Aspergillus nidulans hidrolitikus enzimek génexpresszidjanak valtozasa szénlimitalt oregedd
tenyészetekben és oxidativ stressz hatasara

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék; “OEC Nefrologiai Tanszék, Debrecen

A gombak limitalt tapanyag ellatottsdg esetén genetikailag szabalyozott folyamat soran hasznositjak
sajat anyagaikat, ezt a folyamatot autolizisnek nevezziik. Az autolizis soran szamos hidrolitikus enzim
jelenik meg a gombak tapkozegében (gliikanazok, proteazok, kitinazok) melyek fiziologiai szerepérol és
enzimolodgiai jellegérdl sok, ugyanakkor transzkripcios szabalyozasarol kevés ismeretiink van. Munkank
soran néhany jelentdsebb mennyiségben termelddd hidrolaz génexpresszidjanak valtozasat vizsgaltuk
szénlimitalt oregedd tenyészetekben, illetve oxidativ stressz alkalmazasa esetén Aspergillus nidulans
FGSC A26 vad tipusu térzsben Q-RT-PCR felhasznalasaval.

A szénlimitacio két kitinolitikus enzim, a kitinaz B (chiB) gén ¢és egy N-acetil-B-D-gliikozaminidaz
(nagA) expresszioat indukalta. A chiB és nagA mRNS szintek a késdi autolitikus fazisig emelkedtek a
sejtekben, majd alland6 expresszios szintre alltak be. Nagyon hasonld génexpressziés mintazatot
mutatott két vizsgalt gliikkanaz gén is, egy kevert tipust endo-1,3(4)-B-gliikkanaz (egld) és egy endo-B-
1,3-gliikanaz (Aspergillus fumigatus homoldg engl-1). Két proteaz (prtA és prtB) génexpresszidja
szintén kisebb mértékii emelkedéssel valaszolt a szénlimitacidé kialakulasara. Ugyanakkor a prtd
expresszios szintje enyhén csokkent a kés6i autolitikus szakaszban.

A vizsgalatba bevont hidrolazok génjei nem reagaltak érzékenyen az alkalmazott menadion (szuperoxid
generald agens), hidrogén-peroxid illetve diamid (GSH/GSSG aranyt csokkentd agens) kezelésre. Ez
alol a kijelentés alol egyediil a prtd gén expresszidja volt kivétel, amely jelentds repressziot mutatott
mindharom agens alkalmazasakor. A PrtA kivételesen jelentds hidrolaznak mutatkozik az A. nidulans
autolizisében. Fiziologiai szerepét elsddlegesen a korai autolitikus szakaszban a szénforrds ellatas
biztositasaban latjuk. Késobb a szabadgydk halmozddas, amely jellemz6 a késdi autolitikus és az
autolizist kdvetd szakaszra (1), represszalja a gén kifejez6dését.

Irodalom:
1. Emri, T., Molnar Z., Pusztahelyi, T., Rosén S. and Pdcsi .. (2004) Folia Microbiologica, 49, 277-284.

RABAINE PONGRACZ JOLAN', PEKAR GYULA®
Microsporidiosis (magyarorszagi esetismertetés)
ANTSZ Hajdi-Bihar Megyei Intézete, Debrecen; “Orszagos Onkolégiai Intézet, Budapest

A microsporidiumok koziil eddig 8 genusban 13 fajt identifikaltak human microsporidiosis okozojaként.
A microsporidiumok a Microspora torzsbe tartozé kozmopolita, obligat intracelluléris, spora formaju
mikrobak, amelyek immunkompetens és immunhianyos személyeket egyarant megbetegithetnek,
tobbféle, aspecifikus tiineteket okozva. Gazdaik méhek, legyek, szunyogok, szocskék, halak, ragcsalok,
kutyak, nyulak, mas prémes allatok, stb. lehetnek. Terjedési modjuk nem jol ismert, lehetséges pl. a
sporak bekebelezésével, inhalalassal, direkt inokulacioval, sexualis transzmisszioval.

Esetlinkben egy 29 éves, ép immunrenszerii, korabban egészséges férfi 12-15 naponként ismétlodo,
esetenként 20-25 percig tartd, colicas gyomor és hasi fajdalommal jelentkezd, hasmenéssel kisért
rosszulléteinek okat keresték, amelyekkel egyidejiileg a beteg orra eldugult, latasa elsotétiilt, pulzusa
140-150/ min.-re emelkedett, fejfajas mellett feje és nyaka kivorosodott, miutan vérnyomasa 80/60
Hgmm-re esett. Hasmenését egy alkalommal kb. 1 6raig tartd eszméletlenség is kovette. Az igen sokrétii
kivizsgalasra kiterjedd, kitartd oknyomozasnak koszonhetden végilil a masodik parazitologiai
székletvizsgalat Microsporidium sp. fertézést tart fel. Albendazole terdpiat kovetden betegiink tiinetei
nem jelentkeztek.

microsporidiumok eléforduldsara is gondolni, kiilondsen olyan pacienseknél, mint betegiink, aki 6 hetet
tropusi orszagokban (Equador, Peru) toltott, ahol nyers ételt fogyasztott és forralatlan folyadékot ivott.
Ezt szintén alatamaszthatja, hogy az utobbi években, irodalmi adatok szerint a microsporidiumok statusa
a "szokatlan" jelz6 helyett az "egyik legjelentosebb fert6zést okozok"-ra valtozott az immunhianyos
személyekben.
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RAJCANI JULIUS, T. MOSKO, 1. REZUCHOVA, J. KOSKOVSKY, V. DURMANOVA, M.
KUDELOVA

Rekombinans herpes simplex virus 1 d glikoprotein (gd1) - kodoléo DNS vakcina készitése

Slovak Academy of Sciences Institute of Virology, Bratislava, Slovakia

Harom kiilonb6z6 nagysagi herpes simplex virus (HSV) 1 gD polypeptidet koédold rekombinans
plazmidot expresszaltattunk E. coli IM109 és BHK-21 sejtekben. A Pin Point Xa-1 vektorokbol készitett
plazmidok, amelyek tejles hosszasagu gD 1 polypeptidet illetve csonka gD polypeptidet (313 vagy 234
aminosav) kodoltak, kiilonbdz6 expressziot mutattak a baktériumsejtekbe vald transzformaciot
kovetden. A legjobb expressziot a gD313 polypeptidnél értiik el, amely a virus envelopjanak kiilsé
feliiletén talalhatd gD ektodoménjanak felel meg. A gD313 plazmiddal transformalt E. coli sejtek
exponencialis modon novekedtek, ¢€s megfeleld mennyiségli fuzios fehérjét termeltek. A
bakteriumokban termelt biotinilalt fuzios fehérjét avidin kromatografiaval kiilonitettiik el, majd ebbdl a
gD313 polypeptidet Xa-proteaz alkalmazasaval hasitottuk le. Mindharom expresszalt gD polypeptid
tartalmazta a VII antigén lokuszt, amely fontos szerepet jatszik a virust neutralizalé ellenanyag
termelésében. A gD313 polypeptiddel immunizalt Balb/c egerek ellenanyag szintje ELISA tesztben
elérte a 65,536-0s higitast. Az immunizalt egereknél a virulens HSV-1 SC16 letalis dozisa (LDs) 1000-
szeresére novekedett. A toliikk nyert limfocitak blast- transzforméacids tesztben pozitiv reakciot mutattak
nemcsak a gD313 polypeptiddel szemben, hanem az ultracentrifugalassal tisztitott HSV-1 virionokkal
szemben is. A teljes hossziisagu gD1 polypeptidet és a gD313 ektodomént a pcDNA3.1 vektor alapjan
készitett rekombinans plazmidok segitségével BHK-21 sejtekben expresszaltuk. A pcDNA-gDI
plazmiddal valé transzfekcidé folytan a BHK-21 sejtek 40 napig (9 passzazs) termelték a D1
glikoproteint, amit monoklonalis ellenanyaggal illetve az altalunk immunizalt egerek savojaval végzett
immunfluoreszcencids vizsgalatokkal mutattunk ki. A pcDNA-gD1 plazmiddal immunizalt egerek
vizsgalata még folyamatban van.

REVESZ SARA!, SIPOS RITA!, LENOCI, JAMES?, KENDE ANIKO’, RIKKER TAMAS?,
MARIALIGETI KAROLY'!

fejlesztésére

'ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; ?Lenoci és Tarsa Kft.; °Dr. E. Wessling Kft., Budapest

A trikloretilén (TCE) az egyik legjelentGsebb talajvizszennyezd vegylilet Magyarorszagon. A kémiai
remediacio a TCE esetében rendkiviil koltséges, ezért egyre tobb vizsgalat iranyul a TCE szennyezett
talajviz bioldgiai iton torténd karmentesitésére.

A szennyezbanyagok biologiai lebontasanak lehetséges megoldasa a mikrobak anyagcsere-
folyamatainak felhasznéldsa in situ karmentesités céljabol. A TCE aerob koriilmények kozott alig
bonthatd, néhany mikréba azonban anaerob koriilmények kozott bontja. Tobb ilyen anyagcsere-
utvonalat is leirtak, a legjelentdsebb gyorsasaga, hatékonysaga miatt a reduktiv dehalogenacid. A
szakemberek az elmult években az allapitottak meg, hogy nagyon gyakran a reduktiv dehalogenacio
folyamata vinil-klorid (VC) felhalmozddasat eredményezi, mely még toxikusabb a kornyezetre, mint a
TCE. Azt is megallapitottak, hogy amelyik teriileteken sikeriilt a Dehalococcoides ethenogenest
kimutatni, ott mindig végbement a teljes reduktiv deklorinacio etilénig és széndioxidig. A biodegradacio
serkentésére kiilonb6zo adalékanyagokat alkalmaznak, melyek a mikroorganizmusokat serkentik, és igy
gyorsabb lebontast eredményez.

Egy mikrokozmosz kisérletet terveztiink, ahol adalékanyagok (metanolos rétegviz, melasz, tejsavo)
segitségével kivantuk a reduktiv deklorindcié folyamatat serkenteni. Az analitikai elemzések mellett
specifikus primerekkel, kétlépcsos nested PCR segitségével vizsgaltuk a Dehalococcoides sp. jelenlétét,
ill. denaturalé gradiens gél elektroforézisssel (DGGE) megnéztiik miként valtozik a mikrokozmoszok
bakterialis kozosségének Osszetétele.

Négy talajviz mintabol indultunk ki, melyekben kimutathaté volt a Dehalococcoides sp. A KEW 7 jeli

srer

szulfatot. A JW 18-2 minta 16-20 m mélyrdl szivattyuzott er0sen szennyezett, lassu aramlasu talajviz, a
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JEW 49 és a JEW 18 12 m mélyrdl, eltéré mértékben szennyezett.

A mikrokozmoszokbol a 24. és a 54. napon mintat vettiink, mindkét alkalommal vizsgaltuk a talajviz
halogénezett szénhidrogén tartalmat, a szulfat, a klorid mennyiségét, a pH-t. A masodik mintavétel
alkalmaval végeztiink Dehalococcoides tesztet és DGGE-t. Két mikrokozmoszbo6l a 98. napon is vettiink
mintat géztér és a viz analitikai elemzésére.

A kémiai elemzések alapjan az adalékanyagok koziil a savd és a melasz serkentette a degradacios
folyamatokat, mig a metanolos rétegviz csak igen kis mértékben hatott a klorozott szénhidrogének
lebontdsara. A magas szulfattartalmn talajviz esetében a TCE lebontasa VC-ig tortént, de nem képzodott
se etan, se etilén, metan. Ugyanez az alacsony szulfattartalmu talajviz esetében megtortént, a szulfat
elfogyasa mellett.

A Dehalococcoides sp. teszt az 54. napon vett mintabol az els6 PCR utan csak a JW 18/2 kuat adott
pozitiv eredményt, viszont a masodik PCR eredmények minden minta esetében pozitiv volt.

A DGGE vizsgalatokbol kideriil, hogy a kiillonb6zé adalékanyagok a talajviz kozosségét
megvaltoztatjadk a kiindulasi mintakhoz képest. Dehalococcoides sp.a DGGE gélbdl visszanyert és
megszekvenalt DNS alapjan nem volt kimutathat6.

RUSVAI ERZSEBET, SZILAGYI EMESE, SZOMOR KATALIN, FERENCZI EMOKE, BROINAS
JUDIT, BOROCZ KAROLINA, TAKACS MARIA, MEZEY ILONA

A vérrel terjedé hepatitisz virusok eléfordulasi gyakorisaga (prevalencidja) a magyar egészségiigyi
dolgozok kozott

Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

Az egészségiigyben dolgozok fokozott kockazatnak vannak kitéve a vérrel ill. testvaladékokkal terjedd
koérokozok szempontjabol. Vizsgalatunk célja az egészségiigyi dolgozok korében a hepatitisz B és C
virusok (HBV, HCV) altal fertézott, kiilonb6zé kockazati csoportokba tartozod, egyének aranyanak
meghatarozasa volt, egyes hazai gyogyintézetekben.

Keresztmetszeti vizsgalat tortént Osszesen 2132 egészségiligyi dolgozd szérummintdja segitségével.
Ko6zottiik 9 HBsAg hordozo és 13 anti-HCV pozitiv egyént talaltunk.

A 2000-ben végzett szeroepidemiologiai vizsgalatok megfelelé korcsoportjainak eredményével
Osszehasonlitva, sem HBsAg hordozas, sem anti-HCV pozitivitas

szempontjabol nem volt szignifikdns kiilonbség ellentétben néhany irodalmi adattal. A hepatitis B
atvészeltség (azaz anti-HBc-pozitivitas) a korcsoportok szerint 6sszehasonlitva kizarolag az 50 év feletti
korcsoportban mutatott szignifikdns kiilonbséget. Az egészségiigyi dolgozok atvészeltsége magasabb
volt (24,38%), mint az atlag lakossag atvészeltsége (13,47%). Nem talaltunk jelentds kiilonbséget a
kiilonb6z6 kockazati szintii munkahelyen dolgozé egészségiigyi dolgozdk kozott, sem HBV sem HCV
fert6zottség tekintetében.

SAMI LASZLO', KISS ISTVAN', URSU KRISZTINA?, JOHN MCKILLEN®, BELAK SANDOR*

A PPV, PRRSYV és ADV sertésvirusok szimultan kimutatasa multiplex PCR-rel

'Debreceni Allategészségiigyi Intézet, Debrecen; “Orszagos Allategészségiigyi Intézet, Budapest; *The Queen's
University of Belfast, Belfast, UK; *National Veterinary Institute, Uppsala, Sweden

A sertésekben 1égzdszervi és szaporodasbioldgiai rendellenességeket okozd harom fontos virus, a sertés
parvovirus (PPV), a sertés reprodukcios zavarokkal és 1égzdszervi tiinetekkel jard szindromajat okozo
virus (PRRSV), és az Aujeszky-betegség virusanak egyidejii kimutatasara dolgoztunk ki multiplex PCR
rendszert. A moddszer érzékenységét a target-kopiaszamok meghatarozasaval jellemeztik. A PRRSV
tovabbi vizsgalatara a multiplex reakcidt az amerikai €s eurdpai torzsek megkiilonboztetésére szolgalo,
kiilén szubtipizaldo PCR-rel egészitettiik ki. A hagyomanyos, gél-alapti reakciot a tovabbi koltség- és
idomegtakaritas céljabol Rapid cyclerre (Idaho Tech.) is optimalizaltuk (a szokasos 50 pl helyett 10 pl-
es térfogatban, kvarckapillarisban), mely a tovabbiakban 1j, gyors és koltségkimélé diagnosztikai
eljarasul szolgalhat az allatorvosi diagnosztikai laboratoriumokban.

A kutatast az EU 5. keretprogramja tamogatta (Szerzddésszam: QLK2-CT-2000-00486; Honlap:
http://www.multiplex-eu.org/).
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SANDOR ENIKO', BARATH AGNES®
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biztonsagos, tartosito- és vegyszermentes 0j élelmiszer kifejlesztése céljabol.

A torzsek kivalasztasa soran a kdvetkezd szempontokat vettiik figyelembe: a szelektalt torzsek legyenek
képesek a sargarépa természetes florajanak gatlasara gyors pH csokkentés és szerves savak, illetve
hidrogén-peroxid termelése utjan. Ezek a tényez6k fontosak a fermentalt termék romlasanak
megeldzése, valamint az eltarthatosdg nodvelése szempontjabol. Nagy mennyiségli H,O, termelése
hatranyos, mert a torzsekre bizonyos koncentracio felett autoinhibicioés hatast fejt ki, illetve erds
oxidaldszer 1évén karosithatja a sargarépa rostjait, vitaminjait és enzimeit. Emiatt olyan térzsekre van
sziikség, amelyek csak kis mennyiségben termelnek H,O,-ot. A tejsavas erjedés soran a torzseknek le
kell bontaniuk, illetve hasznositaniuk kell a sargarépa antinutritiv és toxikus komponenseit (nitrat és
nitrit).

A fermentacio elott megvizsgaltuk a sargarépak (Daucus carota var.: Kingston, Flakko, Karotan és
Bangor) természetes mikroflorajat. Vizsgaltuk a tejsavbaktérium szintenyészetek antimikrobas
aktivitasat olyan tesztelé mikroorganizmusokkal szemben, amelyek nagy valosziniiséggel el6fordulnak a
sargarépan (€leszték és romlast okozdk). Ezen kiviil vizsgaltuk, mely torzsek termelik a H,O,-ot
alacsony koncentracidoban. Az eredmények alapjan harom bakteriocin-termeld torzset valasztottunk ki a
fermentaciohoz: Lactobacillus plantarum 2142, Lb. casei pseudoplantarum 2750 és a Lb. curvatus 2770
jelzésiit. A tobbi kritérium teljesiilését a fermentacio idején és utan vizsgaltuk.

A sargarépakat elokészités utin szintenyészetekkel oltottuk be (~10° cells/g), 25°C-on 3 napig
fermentaltuk, majd 6-8 °C-on taroltuk. A fermentacid alatt és utan vizsgaltuk a mikrobak szaporodasat
(MPN modszer, MRS téapleves), a tejsavtermelés okozta pH-csokkenést, a nitrat (Boehringer-Mannheim
teszt) €s nitrit (Griess and Ilosvay modszer) koncentraciot a friss zoldségben, valamint a fermentalt
iiledékben és a fermentlében. A tejsav és az ecetsav mennyiségét a tarolas végén mértik a 1€bol
(Boehringer-Mannheim teszt).

Eredményeink szerint a pH csokkenése a masodik napig befejez6dott, a levek pH-ja 4,1-4,2 ala
csokkent. A fermentacido idején a tejsavbaktérium-szdm 2-4 nagysagrenddel nott. A 2142 tdrzs
novekedett €s csokkentette a pH-t a legeredményesebben. A nitrat redukcié €s a nitrit asszimilacio e
torzsnél megfeleld volt, a redukcido mértéke fliggott a sargarépa fajtajatol. A tejsav- €s ecetsavtermelés is
megfelelt az elvarasoknak. A 2750 torzzsel beoltott Kingston sargarépa esetében azonban valdsziniileg a
répa tisztitdsa nem volt megfeleld, ugyanis a starter torzs mellett képes volt elszaporodni valamilyen
mikroba, amely anyagcseréjével kompenzalta a 2750 kedvezd tevékenységét: a pH magasabb maradt,
kevesebb tejsav és ugyanakkor tobb ecetsav termelddott.

A peroxid-termelés altalaban nem befolyasolta a termék megjelenését, csak egy esetben tortént olyan
mértéki elszintelenedés (2142-vel beoltott Bangor), amely mar elfogadhatatlanna teszi a terméket a
fogyasztd szamara. A 2750 torzs termelte a legkevesebb H,O,-t.

SANDOR ERZSEBET', BERNHARD SEIBOTH?, KARAFFA LEVENTE’, FEKETE ERZSEBET’,
CHRISTIAN P. KUBICEK?

Riporter rendszer létrehozasa a Trichoderma reesei peptaibol-szintetiz expressziojanak
analiziséhez

'DE Novényvédelmi Tanszék, Debrecen; >TU Wien, Ausztria; °DE Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék,
Debrecen

A novénykorokozok elleni bioldgiai védekezés a ndvénytermesztésben vonzo alternativaja a kemikalidk
hasznalatdnak. Szadmos 7. harzianum torzset tartalmazd biopeszticidet hasznalnak a bioldgiai
védekezésben, mivel hatékony parazitaja sok gazdasagilag fontos ndovénypatogén gombanak. Sajnos a
biokontrol torzsek alkalmazasanak hatékonysagat nem konnyli megjosolni, ezért egyelére szerény
versenytarsai a kiilonboz6 kemikalidknak. A mikoparazitizmus folyamatanak molekuléris szinti
megismerése mindenképpen elésegiti a Trichoderma torzsek eredményesebb ¢€s megbizhatobb
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felhasznalasat a biologiai védekezésben.

A mikoparazita Trichoderma fajok a fitopatogén gombakat tobblépcsds folyamat soran pusztitjak el,
amiben sejtfalbontd enzimek mellett a termelt antibiotikumok - koztiik a peptaibolok - is szerepet
jatszanak. A peptaibolok olyan gombak altal termelt linedris polipeptidek, melyek 7-20 aminosavbol
allnak, és kozos jellemzojiik, hogy (i) viszonylag nagy aranyban talalhaté benniik egy ,,abnormalis™
aminosav, az [J-amino izobutansav, (ii) N-terminalis résziikon alkil csoport (altalaban acetil), (iii) C-
terminalis résziikon amino-alkohol (példaul fenilalaninol, vagy leucinol) talalhat6. A peptaibolok a nem
riboszoéman szintetizal6do polipeptidek kozé tartoznak. 7. virens-bol a kozelmultban klonoztak egy
peptaibol szintaz enzimet kddolo szekvenciat (fex]). A texl 62.8 kb hosszsagu, intron nélkiili ,,open
reading frame”.

Tervezett munkank célja megvizsgalni egy konnyen transzformalhatd, régota tanulmanyozott, peptaibolt
termel6 mikoparazita Trichoderma torzs, a 1. reesei (Hypocrea jecorina) peptaibol termelését
befolyasolo tényezoket, és felderiteni a bioszintézis molekularis szintli szabalyozasat.

A génexpresszio Northern analizissel torténd vizsgalatat az intront nem tartalmazo fex! gén szokatlan
nagysaga miatt (csaknem 63 kb) elvetettilk. A tovabbi vizsgalatokhoz egy riporterrendszert hoztunk
létre, amelyben a peptaibol szintetazt kodold fex!/ promoéter szekvencidja utan egy riportergént,
nevezetesen az Aspergillus niger gliikdz oxidaz génjét (goxA) iiltettiink be (a Trichoderma nemzetségbe
tartozo vad tipusu fajok k6zds jellemvonasa, hogy nem rendelkeznek gliikkoz oxidaz aktivitassal). Elso
1épésként megkerestik a 7. virens texl génjéhez nagyon hasonld, peptaibol szintetazt kdodolo
szekvenciat a T. reesei genomjaban. Ezt kovetoen a kodold résztél 5° iranyban talalhatdo 900 bp-nyi , a
promoter régiot tartalmazd szakaszt klonoztunk a pSJ2 plazmidba, a goxA elé. A T. reesei-t
transzformaltuk a tex/-promoter:goxA fuziét tartalmazd plazmiddal, és megvizsgaltuk a 7. reesei
peptaibol termelését.

SCHELZ ZSUZSANNA', MOLNAR JOZSEF ', VERES KATALIN?, VARGA ERZSEBET?, MATHE
IMRE*

A szurokfii (Origanum vulgare spp. hirtum) illéolajanak kémiai és mikrobiolégiai vizsgalata

'SZTE AOK Orvosi Mikrobiologiai és Immunbiologiai Intézet; *SZTE GYTK Farmakognoziai Intézet, Szeged;
’MTA Okologiai és Botanikai Kutato Intézet, Vacratot

A szurokfii (amely a koznyelvben oregano néven ismert) széleskdrben alkalmazott, népszerii
fliszernovény, emellett ismert gyogyndvény. Nagy mennyiségben hasznalja az élelmiszeripar és
megtalalhatd tobb gyogyaszati készitményben is. Az Origanum vulgare L.—hasonléan a Lamiaceae
csalad szamos tagjahoz-, morfologiailag €s illoolaj Ssszetételét tekintve rendkiviil heterogén. Az illoolaj
kémiai valtozékonysaga befolyassal lehet a drog fiziologias hatdsara és modosithatja gasztronémiai
értékét.

Munkank soran Magyarorszagon termesztett Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) letswaart négy
szelektalt vonalanak illoolajat vizsgatuk kémiai Osszetétel és antimikrobas hatés tekintetében. A kémiai
analizis GC illetve GC-MS mddszerekkel tortént. A négy minta hiisz kiilonbozo, el6zdleg beazonositott
OsszetevOje alapjan keriilt Osszehasonlitasra. Az emlitett hiisz Osszetevd a ndovények illdolajanak
mintegy 97,1-97,7%-at teszi ki. A négy szelektalt térzsben a legmagasabb koncentracioban eléforduld
komponens a karvakrol, a y-terpinén és a p-cimén volt. A Lamiacaea csalad tobb reprezentasardl, igy a
szurokflir6l is ismert, hogy illéolaja antimikrobas hatassal rendelkezik. Vizsgalatainkban a négy vonal
illoolajanak antimikrobas hatasat hasonlitottuk 6ssze Gram-pozitiv (Staphylococcus epidermidis), Gram-
negativ (Escherichia coli F’lac K12 LE140, E. coli AG100 proton pumpaval rendelkez6, E. coli AG
100A proton pumpaval nem rendelkezd varidns) baktérium ¢és sarjadzd6 gomba torzseken
(Saccharomyces cerevisiae 0425 52C, S. cerevisiae 0425 6/1, Candida albicans ATCC 10231, C.
albicans ATCC 14053). Az antimikrobas hatést elozetesen agardiffiizios modszerrel tanulmanyoztuk,
majd a MIC értékeket leveshigitasos moddszerrel hataroztuk meg. Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy az egyes olajok antimikrobas hatdsdban nem mutatkoztak nagy kiilonbségek, az E.
coli AG100 és AGI00A torzsek érzékenysége azonban eltért egymastdl (MICagi00=0,16-0,24pl/ml,
MICag100a=0,08-0,12pl/ml). Ezen ismeretek alapjan lehetséges, hogy a vizsgalt illdolajok antimikrobas
hatdsanak modja proton pumpaval dsszefiiggd mechanizmussal valdsul meg.

Vizsgalataink az OTKA (Témaszam: T 037891) és a Szegedi Rakkutatasért Alapitvany tamogatasaval késziiltek
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SCHNEIDER GYORGY'?, ULRICH DOBRINDT', HOLGER BRUGGEMANN®, NAGY GABOR?,
BRITTA JANKE', GABRIELE BLUHM-OEHLER', GERHARD GOTTSCHALK’, EMODY
LEVENTE?, JORG HACKER'

A patogenitasi szigethez kotott K15-tok determindns genetikai szerkezetének analizise, illetve
virulencidban betoltott szerepének vizsgalata egy uropatogén Escherichia coli torzsben

'Institut fiir Molekulare Infektionsbiologie Universitit Wiirzburg, Germany, *PTE Orvosi Mikrobiologiai és
Immunitastani Intézet, Pécs; Institut fiir Mikrobiologie und Genetik, Gottingen Genomics Laboratory, Géttingen,
Germany

Az 536-0s uropatogén E. coli torzs le nem irt K15 tokdeterminansa egy 79.6 kb méretli patogenitasi
szigethez (PAI) kototten kodolt. Ezen sziget az 6todik (PAI Vs3s) az 536-o0s torzs kromoszomajan
azonositott patogenitasi szigetek koziil, és teljesen hidnyzik az apatogén K-12 E. coli tozs (MG1655)
kromoszomajabol. A phelV tRNS gén teriiletébe integralodott sziget szerkezetét egy pix fimbrialis
géncsoport, egy foszfoglicerat transzportért felelds szakasz, egy autotranszporter determindns, szamos
hypotetikus ORF és integrazok, illetve IS elemek jelenléte jellemzi. Ezen elemektél disztalisan
helyezkedik el az altalunk jellemzett genetikai szerkezettel rendelkez6 20 kb hossza K15-0s
tokdeterminans, illetve egy hipotetikus altalanos szekréciés mechanizmusért felelds géncsoport.
Funkcionalis analizissel (RT-PCR) feltérképeztiik ezen géncsoportok aktivitasat. Deléciés mutansok
segitségével igazoltuk, hogy ezen kevert genetikai szerkezetet mutatd tok determinans valoban felelds a
K15 fajlagossagu antigenitas kialakitasaért és a tok jelentds szerepet tolt be az urovirulenciaban.

SINKO ILONA, HANTOS GABOR

Arthrobacter simplex eredetli sejtmentes 3-ketoszteroid-1-dehidrogeniz enzim Kinyerési
koriilményeinek vizsgalata

Richter Gedeon Vegyészeti Gyar Rt., Budapest
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kotés bevitelét. Az induktiv enzim erdsen kotddik a sejtrészecskékhez, nehezen szolubilizalhato.
Koenzimje FAD jellegii, a koenzimet csak irreverzibilisen lehet eltavolitani, ezutan az aktivitas mar csak
mesterséges elektronakceptor hozzaadasaval tarthato fent.

A sejtfeltaras mivelete az enzim aktivitdsanak megérzése mellett bonyolult feladat. Kisérleteink soran
tobbféle sejtfeltarasi mod mellett vizsgaltuk az enzim aktivitdsanak alakuldsat. Kiprobaltunk
nagynyomasu feltarast, ultrahangos, fagyasztas-felolvasztasos modszereket, ezeket alkalmanként még
detergens adagolasaval is kombinaltuk.

Kétféle modon indukalt tenyészetekben Osszehasonlitottuk a sejtfeltarasi tapasztalatokat, az enzim
inaktivalodasanak folyamatat. A 3-ketoszteroid-1-dehidrogenaz mellett egyéb fehérjék felszabadulasat is
kovettiik fehérjetartalom mérésekkel (Lowry mddszer), ezzel is alatimasztva kovetkeztetéseinket.
Abban az esetben, ahol a hidrokortizon mellett egy delta-9-11-progeszteron szarmazékot adtunk a
tenyészethez indukcio céljabol (2. indukcid), magasabb enzimaktivitas és sejtstirliség értékeket mértiink
és a kiilonbség a sejtfeltarasi kisérletek alatt is megmaradt.

Nagynyomasu (800bar/3x) feltaras esetén meglepé modon csak elhanyagolhaté mértéka sejtroncsolast
tapasztaltunk mindkét esetben, viszont a megmaradt aktivitas 13-15%-a a feliiliszoban volt mérheto.
Megfigyeltiik, hogy a 2. tipust indukciod esetén a szteroid nemcsak jobban indukalta, hanem feltehetéleg
jobban is stabilizalta az enzimet, amire a centrifugalas utan mért eredmények utaltak.

A sejtfal elozetes fellazitasara Triton X100-tartalmt detergens-oldatot hasznaltunk, ez 6nmagéaban a
sejtfalhoz kotott enzim eltavolitdsat nem eredményezte, de tobbszorosére ndvelte az enzim aktivitasat a
sejtben. Ez arra engedett kovetkeztetni, hogy a kezelés hatasara a sejtfal atjarhatobb lett, igy a
szubsztratum szamara konnyebben hozzaférhetévé valt az enzim. Legeredményesebb modszernek az
ultrahangos és a fagyasztas-felolvasztasos modszerek bizonyultak, de az utobbinal a felolvasztas utan az
enzim nagy mértékben inaktivalddott.

fgéretes eredményeket hozhat az ultrahangos kezelések védokozegben torténd kiprobalasa, valamint
lizispufferrel kezelt sejtek nagynyomasu feltarasa €s az iiveggyongyos feltaras hatasanak vizsgalata.
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SIPOS RITA', NIKOLAUSZ MARCELL?, PALATINSZKY MARTON' SZEKELY ANNA',
REVESZ SARA', MARIALIGETI KAROLY'

Molekularis ujjlenyomat modszerek (DGGE, TRFLP) tesztelése kiillonb6zo univerzalis primer
parokkal

'ELTE TTK Mikrobioldgiai Tanszék, Budapest; *Umweltforschungszentrum, Leipzig, Germany

A multitemplat PCR ko6zosség torzitd hatasat tobben leirtak és bizonyitottak. Az altalunk Osszeallitott
modell kozosségben TRFLP modszerrel detektaltuk, hogy milyen mértékben mddosulnak a PCR soran
az eredeti templat viszonyok. A TRFLP modszerrel detektalt csticsok gorbe alatti teriilet aranyaibol
kovetkeztettiink egy kozosségben az adott amplikon relativ abundancidjara. A négy torzsbol allo
modellk6z6sség vizsgalatai alapjan a legjelentdésebb aranytorzuldsok az alkalmazott ,univerzalis”
primerek szelektivitasabol adodtak. Mig az EUB-27F primer nem tartalmazott illeszkedési hibat (primer
mismatch) a modellrendszer tagjainal, az EUB-63F primer rendre kisebb mértékben szaporitotta fel két
Bacillus faj 16S rDNS génjét, mivel itt ez a primer 3 illeszkedési hibat is mutatott. Az illeszkedési hiba
altal okozott aranymoddosulas mértékét az annelacios homérséklet fliggvényében is meghataroztuk.

A modellrendszer segitségével nyert tapasztalatokat a tovabbiakban kiilonb6z6 koérnyezeti mintakon
teszteltiik. Mivel az EUB63F primer alulreprezentalta a Gram-pozitiv szervezeteket, ennek bizonyitasara
olyan kdrnyezeti mintat valasztottunk, ahol elméletileg Gram-pozitiv dominanciat kellene tapasztalnunk.
Termofil komposzt k6zdsség elemzésére az EUB-GC-63F-338R illetve az EUB-GC-968F-1401R primer
parokkal a kapott DGGE mintazatokat és szekvencia adatokat vizsgaltuk. A szekvencia adatokbol
egyértelmiien kideriilt az EUB-63F primer preferencialis amplifikacidja.

Egy mesterséges lap gyékény rizoszféra és rizoplan kozosségét vizsgaltuk tovabba TRFLP modszerrel,
EUB-27F ¢s az EUB-63F primereket hasznalva. Ezeknél a mintaknal mar nem egyértelm@ a primerek
szelektivitasa. A kiilonb6z6 primerekkel kapott mintazatok azonban kiilonboztek egymastol. Felmeriilt a
kérdés, hogy vajon tobb kiillonb6z6 moddszerrel végzett kozosségelemzésekkel parhuzamosan érdemes
lenne egy mélyrehatd vizsgalatot végezni egy kivalasztott modszerrel, és tobb un. ,univerzalis”
primerrel.

A DGGE ujjlenyomat mddszer 3 primer parral tortén6 dsszehasonlitasat egy mesterséges laprol, illetve a
telepités helyérdl szarmazo gyékény és nad rizoszféra és rizoplan mintakon vizsgaltuk. Az egyes primer
parokkal jelent6s felbontasbeli kiilonbségeket tapasztaltunk. A sdvmintazatok alapjan szerkesztett
dendrogramok megbizhatdan tiikrozték az egyes mintaparositdsokat tobb primer par mintdzata alapjan
is. Azonban a 15 minta nagyobb csoportosuldsa mas tényezok mentén mutatkozott. A EUB-GC-968F-
1401R DGGE mintazatoknal a mintak alapvetéen a mintavételi id6pont alapjan, mig a EUB-GC-63F-
338R DGGE mintazat esetén a fobb csoportok a ndvények, ezen beliil a rizoszféra frakciok, és legutolso
sorban a szezonalitas alapjan csoportosultak.

A konzekvensen egymassal csoportosuld mintak 16S rDNS alapu hasonldsaga megalapozott, azonban
messzemend kovetkeztetéseket levonni csak tobb moddszerrel illetve primer parral torténd vizsgalat
alapjan lehetséges.

SISAK CSABA', KASKOTO ZOLTAN?, LAKATOS TAMAS®

Rovarpatogén fonalféreg szimbionta baktériumanak tenyésztési vizsgalatai

'VE Miiszaki Kémiai Kutatd Intézet, Veszprém; ‘Eszakkelet-Magyarorszagi Gyiimdlcstermesztési Kutatds-
Fejlesztési Alapitvany, Ujfehérto

A vizsgalt baktériumtorzs, a Photorhabdus sp. 267’ a biologiai novényvédelmi célra alkalmas
rovarpatogén fonalférgek szimbionta mikrobai kozé tartozik, amely endotoxin termelése révén szerepet
jatszik a rovarlarva elpusztitisaban, antibiotikum termelése a rovarhullat védi mas
mikroorganizmusoktol, ill. primer fazisvariansa a fonalférgek szdmara kozvetlen taplalékforrast jelent.

A mikroba a 2003-ban Nyiribrony 2/D erddtagbol izolalt Heterorhabditis sp. *267’ jelzésti fonalféreg
torzs szimbionta baktériuma. A fonalféreg a cserebogar (Melolontha melolontha) pajorjai ellen
hatékony, ezért potencidlisan a pajorok elleni biologiai védekezési eljaras fontos eleme lehet. A
fonalféregtorzs taxonodmiai helyzete nem teljesen tisztazott, a riboszomalis RNS-eket kodolo gének kozé
ékelodo ITS régiok DNS szekvenciaja alapjan a legkdzelebb a Heterorhabditis downesi nevi,
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mérsékeltégovi fajhoz all. A szimbionta baktérium valosziniileg a Photorhabdus temperata nevi faj, ez
a megallapitas azonban még molekularis biologiai vizsgalatokkal megerdsitésre var.

A szimbionta baktérium tenyésztése razatott lombikos kisérletekben LB illetve TSY tapoldatban tortént.
Az €16 sejtek szamanak meghatarozasat LB szilard taptalaju indikator lemezen végeztiik, amely a primer
ill. szekunder fazisvariansok megkiilonboztetésére bromtimolkék (BTK), ill. tetrazonil-klorid (TTC)
szinindikatort tartalmazott. A kisérletek soran vizsgaltuk a homérséklet és az oxigénellatasi viszonyok
hatasat a mikroba primer €l6sejtszamanak alakulasara, valamint a primer €él6sejtszam fenntarthatosagara.
Megallapitottuk, hogy a sejtek a kdzepesnél jobban levegdigényesek. A rovid tava (48 h) tenyésztés
soran a primer sejtek szama a 26-29°C-on adodott legmagasabbnak, de a fenntarthatosag szempontjabol
a 20-22°C hémérséklettartomany volt a legkedvezobb, tekintettel arra, hogy a nematoda szaporitashoz
sziikséges hosszl id6tartamu (500 h) tenyésztés soran szamitani kell hosszabb—rovidebb részlegesen
oxigénhianyos idészakokra.

Mivel a fellépd nyirderdk és az oxigéntranszport egylittes hatasat tekintve a fermentortipusok koziil a
nematoda tenyésztésre elénydsnek tartjak a mechanikusan kevert hurokreaktorokat [1], egy betétcsével
ellatott INEL BR 97 tipust, 5 dm’-es, laborfermentorban végeztiink tartamkisérleteket. Ezek
tapasztalatai meger0sitették a fenti megallapitasokat, emellett a kivanatos inokulalasi sejtszam
nagysagara ¢és a tapanyag utanpotlasnal alkalmazand6 koriilményekre vonatkozoan is fontos
informaciokat kaptunk. A fermentacio 120-190. oraja kdzotti idoszakban kapott oxigénszint-valtozasi és
primer él6sejtszam adatok azt igazoltak, hogy sikeriilt a tapanyag rataplalas szempontjabol mind a
megfelel6 szubsztratkoncentraciot, mind az alkalmas adagolasi iitemezést megtalalnunk. Az oldott
oxigénszint a telités és 40% kozott ingadozott, amikor a rataplalast 22-24 oranként végeztiik, oly modon,
hogy a fermentlé 30-33%-4t cseréltiik le friss tapoldattal.

SOKI JOZSEF', DAVID W. HECHT?, FODOR ELEONORA', NAGY ERZSEBET'

Bacteroides fajok imipenem és metronidazol rezisztencia génjeit aktivalo uj inszercios szekvencia
elemek azonositasa

'SZTE Klinikai Mikrobiolégiai Diagnosztikai Intézet, Szeged; “Loyola University Chicago Department of
Medicine Microbiology and Immunology, Maywood, USA

Az inszercios szekvencia (IS) elemek kis méretii (<2,5 kb), rendszerint “6nz6”” DNS szakaszok, amelyek
egyetlen protein terméke a transzpozicidjukban részt vevo a transzpozaz enzim. Mobilitdsuk hasznos
lehet a genom fluiditdsa, mutabilitdsa szempontjabol, és a kozelben 1év6 gének transzkripcidjat is
befolyasolhatjak. A legjelentésebb endogén anaerob kérokozok és fontos kommenzalista Bacteroides
fajok szintén a fentt emlitett, bizonyos IS elemek transzkripciot befolyasold tulajdonsagat hasznaljak ki
a karbapenemek (cfi4) és nitroimidazolok (nimA-G) elleni rezisztencia gének aktivitasanak fokozasaban.
A szadmos Bacteroides 1S elem az [S4 és IS5 IS elem csaladokba tartozik.

Egy szamos orszagbol szarmazo, a laboratériumunkban folytatott imipenem rezisztens B. fragilis
torzseket magaban foglald analizis a cfi4 genektdl upstream szamos cfid gént aktivald IS elemet
hatarozott meg (IS613, 1S942, 1S1169, 1S1186, 1S1187). Ezeken feliil az 1S6/4B és 1S61/4C elemek,
amelyek Japanban izolalt imipenem rezisztens B. fragilis torzsek cfid génjeit aktivalo 1S614 és 1S612
elem hibridjének bizonyultak, és egy teljesen U szekvencia, az 1S943, keriilt azonositasra. Ezen 0j IS
elemek G+C molaranya 44-46 %, a Bacteroides kromoszomak Osszetételéhez kozeli értéket mutatott, és
az 1S4 csaladba tartozott. Az IS614B a nyugati orszagokban leggyakoribb cfid aktivald IS elemnek
bizonyult, mig Magyarorszagon 17 cfid pozitiv, de imipenem ¢érzékeny B. fragilis torzs koziil 2 hordozta
a ezt az elemet.

Korabban bemutattuk a nimE gének Southern blottolasos lokalizacidjara iranyuld kisérleteinket. A B.
fragilis 388 torzs nimE gént hordozd pBF388c plazmidja (8,3 kb) bdvebb jellemzésre keriilt egy
metronidazol érzékeny gazdatdrzsbe valod juttatas utan. A nimE gént hordozd EcoRV restrikcios
fragment egy szintén 1j, nem szokvanyos IS elemet (IS388) is hordozott a rezisztencia géntdl upstream.
Az IS388 legkdzelebbi homologjai Gram pozitiv bakteriumok IS elemei.

A fenti Uj IS elemek kifelé iranyuld promoter struktirai és a Bacteroides IS elemek sokfélesége
targyalasra keriil.

A fenti munka az OTKA T037475 sz. grant és az European Society of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases kutatasi dija (Soki Jozsef) altal nyert anyagi tamogatast.
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SOMOGYVARI FERENC, DOCZI ILONA, NIKODEM EVA, SERLY JUDIT, NAGY ERZSEBET
Szepszist okozo Candida fajok azonositasa valés idejii PCR késziilékkel
SZTE Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet, Szeged

A Candida fajokat tartjak a negyedik leggyakoribb, szepszist okozd patogéneknek. Ezen infekciok
mortalitasa 50%.

Tenyésztéses eljarasokkal a gombaszepszisek azonositdsa nehézkes, emiatt tenyésztés nélkiili kimutatasi
eljarasokat dolgoztak ki, mint a PCR, a galaktomannan kimutatas és a Western blott.

A PCR alapu eljarasok koziil az rRNS kdodolo szakaszok vizsgalata terjedt el, mivel ezek tobb kdpiaban
vannak jelen, és ez megndveli a kimutatas biztonsagat. Az amplifikalt szakaszok tovabbi elemzése
1doéigényes, és ez nem mindig felel meg a klinikum elvarasainak.

J6 megoldast jelenthet a valds idejii PCR késziilékek hasznalata. Ezek legtobbszor fluoreszcensen jelolt
hibridizacios probakat hasznalnak a kimutatdshoz. Minden egyes vizsgalni kivant gombafajhoz
specifikus probat terveznek, és ez megnoveli a kimutatas koltségeit.

Célunk az volt, hogy kelléen specifikus, érzékeny és gyors modszert dolgozzunk ki a szepszist okozo
leggyakorib Candida fajok kimutatasara.

Els6 1épésben egy megbizhato DNS preparalasi metodikat dolgoztunk ki, mellyel mind vérbol, mind
hemokultaras palackbol -az eddigieknél gyorsabban- tudtunk gomba nukleinsavat izolalni.

Az amplifikacidt LightCycler (Roche) késziilékkel, aspecifikus SybrGreen festék segitségével végeztiik
el. A Candida fajokat az amplikonok ,,melting-point” (olvadasi hdmérséklet) analizisével kiilonitettiik
el.

A vizsgalt 7 faj és a kapott hémérsékletek: Candida albicans (87,1 °C), C. tropicalis (84,5 °C), C.
glabrata (84,9 °C), C. parapsilosis (85,4 °C), C. kefyr (86,7 °C), C. inconspicua (88,0 °C) és C. krusei
(90,8 °C).

Ez a metodika nem alkalmas a gombafajok altalanos azonositasara, de a szepszist okozd Candida fajok
gyorsan és megbizhatoan elkiilonithetoek.

SPENGLER GABRIELLA', MOLNAR ANNAMARIA', KLAUSZ GERGELY', MANDI YVETTE',
MASAMI KAWASE® LEONARD AMARAL’, MOLNAR JOZSEF'

Trifluoroketon proton pumpa gatléo antiplazmid és baktérium mozgast gatlo hatasa Escherichia
coli és Helicobacter pylori torzseken

'SZTE AOK Orvosi Mikrobiologiai és Immunbiolégiai Intézet, Szeged; “Faculty of Pharmaceutical Sciences Josai
University Sakado, Saitama, Japan; *Unit of Mycobacteriology Universitade Nova de Lisboa, Portugal

Az antibiotikumok széles korben torténd alkalmazasa a bakterialis rezisztencia novekedéséhez vezet,
ezért is kiillondsen nagy sziikség van 10j antimikrobialis vegyiiletek kifejlesztésére.

Korabbi kisérleteinkben egy trifluoroketon szarmazék, az 1-(2-benzoxazolyl)-3,3,3-trifluoro-2-propanon
[TF18] hatékony antimikrobialis szernek bizonyult. E. coli és H. pylori torzsek esetén, valamint
antiplazmid vegyiiletekkel (fenotiazinok, 9-aminoakridin), illetve a Ca" -csatorna blokkolé verapamillal
kombinalva a plazmideliminacié hatékonysagat is ndvelte laboratoriumi és klinikai E. coli torzseken.
Mivel a doxycyclin rezisztens klinikai izolatumoknal a laboratoriumi E. coli K12 LE140-es torzshoz
képest joval alacsonyabb eliminacids frekvenciat kaptunk, arra kovetkeztetiink, hogy ezen toérzseknél
valamely permeabilitasi barrier (efflux, influx) miatt nem jutott elegendd antiplazmid vegyliilet a
sejtekbe.

Vizsgaltuk tovabbd a TF18 baktériummozgasra gyakorolt hatdsat is clarithromycin érzékeny és
rezisztens H. pylori izolatumokon, mivel a mozgas fontos virulenciafaktor lehet e mikrobaknal. A TF18
gatolta a flagellum mozgasat mindkét H. pylori térzsnél. Az Gszo, elérefelé iranyuld baktériummozgas
hatékonyabban volt gatolhatdo, mint a bukfencezé6 mozgas. Feltételezziik, hogy a vegylilet a
transzmembran proton gradiens megbontasaval, ¢és ennek kovetkeztében az ATP szintézis
A trifluoroketonok a korabban mar leirt antibakterialis, antifungalis és anti-HIV hatasukon kiviil
kombinacidéban novelik a plazmideliminaciot, valamint gatoljak a vizsgalt H. pylori és E. coli torzsek
mozgasat.
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STIPKOVITS LASZLO, *BiRO JUDIT, ERDEI NOEMI, SZATHMARY ZSUZSANNA
Mycoplasma bovis kimutatasara alkalmas primerek optimalizalasa és alkalmazasa
MTA Allatorvos-tudoményi Kutatointézet, Budapest

A szarvasmarhaban jelenlegi tudasunk szerint t6bb mint 20 Mycoplasma-faj fordul el6. Ezek kozott a
legfontosabb a ragados tiidolob korokozoja, a M. mycoides subsp. mycoides SC. A tobbi Mycoplasma-faj
kozott a legjelentésebb a M. bovis. E faj altal eldidézett fertozottség vildgszerte eldéfordul. A
szarvasmarha Mycoplasma bovis okozta fertdzottsége hazankban egyre inkabb terjed. Nagyon
valtozékony klinikai tiineteket (tiido- és iziiletgyulladast, szaporodasbioldgia problémat, togygyulladast)
okoz, emiatt jelent0s gazdasagi veszteséget eredményez. A fert6zottséget csak nagy nehézséggel és
hosszadalmasan lehet diagnosztizalni. A betegség elleni védekezés nehéz, mivel az M. bovis torzsek
altalaban lényegesen rezisztensebbek a piacon 1évo antibiotikumokkal szemben. Ezen kiviil a mintakban
eléfordulhatnak olyan Mycoplasma-fajok, amelyek tenyésztési ¢és biokémiai tulajdonsagokban
hasonlitanak M bovis-ra. A valtozé klinikai kép feltételezi az egyes torzsek eltérd szervtropizmusat és
antigén struktirajat. Ez megneheziti és meghosszabbitja a fert6zottség diagnosztizalasat. Az Utobbi
években PCR-t is alkalmazni kezdték, azonban nincs kelld adat az irodalomban, milyen a PCR
teljesitoképessége ellendrzott koriilmények kozott.

Emiatt thztik ki célul kiilonb6z6, a M bovis kimutatisara ajanlott primerek tesztelését, a PCR
reakciokondicidjanak optimalizalasat és mesterséges fert6zési kisérletekbol szarmazo mintak
vizsgalataban val6 kiprobalasat.

A munka sordn a Mycoplasma bovis fertdzottség kimutatdsdra alkalmas haromféle PCR modszert
teszteltlink:

a) A M. bovis genom dezoxiribodiprimidin fotolidz enzimet kdodold uvrC génjéhez kapcsolodo
MBOUVRC-2L, MBOUVRC-2R primerek segitségével egy 1626 bazispar hosszit DNS szakaszt
tudtunk amplifikalni.

b) Ugyancsak az uvrC génhez kapcsolodd BOVNEST 20-L és BOVNEST 20-R primerekkel 1000
bazispar nagysagi DNS szakaszt lehet amplifikalni.

MboR2 (1156 nukleotid pozicidjahoz kotédo) primerekkel végeztiik a harmadik PCR reakciot.

A reakciok beallitdsa utan természetes koriilmények kozott fert6zodott idds tehenek és mesterségesen
fertdzott 3-12 hetes borjak orrtampon-, ill. vagasi tiidémintait vizsgaltuk. Osszesen 7 kisérletet
végeztiink 24-84 allattal kisérletenként.

A preparalas modja nem befolyasolta a PCR eredményeket. A kidolgozott PCR modszer mind a 3
primer parral eredményes volt az M. bovis torzsek kimutatasara. A proba jol alkalmazhato a természetes
koriilmények kozott fert6zodott vagy mesterségesen fertdzott allatok 1égutjaiban vagy szerveiben az M.
bovis kimutatasara. Ezek a primerek kiilonbozo eredetli torzsek kozott amplikon méretben kiilonbséget
nem eredményeztek. A PCR nagyobb aranyban mutatta ki a M. bovis-t, mint a tenyésztés. Tenyésztés
soran mas szaprofita mycoplasmak és egyéb baktériumok elszaporodnak. Ez a modszer gyorsabba és
biztonsagosabba teszi a M. bovis diagnosztikat figyelembe véve, hogy az M. bovis nagyon valtozatos
klinikai és korbonctani képet idéz eld.

STIPKOVITS LASZLO', BIRO JUDIT', ERDEI NOEMI', SZATHMARY ZSUZSANNA', ULRICH
KLEIN?

Mycoplasmak antibiotikum érzékenységének vizsgalata

'MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézet, Budapest

A Mycoplasma okozta pneumonia és arthritidis vilagszerte elterjedt és komoly gazdasagi veszteséget
okoz. Az antibiotikumok hasznalata a Mycoplasmak elleni védekezés részét képezi €s a kiilonbozo
torzsek érzékenységén alapszik.

A munka célja a kiillonbozo sertés eredetli Mycoplasma torzsek (Mycoplasma hyopneumoniae, M.
hyorhinis, M. hyosynoviae) valnemulin, tiamulin, tylosin, lincomycin, tilmicosin, klértetraciklin,
doxiciklin illetve valnemulin + doxiciklin és tiamulin + doxiciklin kombinacidk elleni érzékenységeinek
vizsgalata volt.
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Minden fajbdl tiz torzset izolaltunk sertés tiidobol, és Friis mediumban vagy B mediumban
tenyésztettilk. A torzseket biokémiai és szeroldgiai modszerekkel azonositottuk, majd elvégeztik a
torzsek érzékenységének vizsgalatait abban a médiumban, melyben a tenyésztés tortént. Minden
antibiotikum t6rzsoldat koncentracidja 128 pg/ml volt, a steril térzsoldatokat —20 “C-on taroltuk.

Az érzékenységi teszteket polisztirén mikroplate-eken végeztiik. Az antibiotikum térzsoldatokbol 32-

cre

srer

Az M. hyopneumoniae és M. hiorhinis torzsek esetében narancs szin, mig az M. hyosynoviae torzsek
esetében rézsaszin jelenik meg.

A vizsgalt Mycoplasma torzsek a valnemulin €s a tiamulin ellen mutattdk a legnagyobb érzékenységet.
Az eredmények alapjan mind a valnemulin, mind a tiamulin hatékonyabb volt amennyiben doxiciklinnel
egylitt alkalmaztuk.

SVEICZER AKOS', CSIKASZ-NAGY ATTILA', JOHN J. TYSON’, NOVAK BELA'

A hasado éleszt6 sejtciklusanak matematikai modellje

'BME Mezégazdasagi Kémiai Technoldgia Tanszék; *Virginia Technology Department of Biology, Blacksburg,
USA

A hasado élesztégomba (Schizosaccharomyces pombe) egy régbdta sikerrel alkalmazott modell- és
tesztorganizmus a sejtciklus-kutatdsokban. Ez az egysejtii, 0si tdmlésgomba laboratoriumi koriilmények
kozott konnyen fenntarthatd és szaporithatd, emellett citologiai, biokémiai, genetikai, s6t mar genomikai
modszerekkel is kivaldéan tanulmanyozhatd, hiszen teljes genomszekvenciaja ismert 2001 6ta. Mivel a
sejtciklus szamos aspektusbol konzervalodott az eukaridta él6lények evolucidja folyaman, fontos
szabalyozo proteinek és génjeik tucatjait élesztégombakban fedezték fel eldszor, és csak késobb talaltak
meg homoldgjaikat emlds sejtekben. A legjobban ismert éleszt6faj ugyan a sarjadzassal szaporodo, ipari
jelentéségli pékélesztd (Saccharomyces cerevisiae), vele szemben azonban a hasadd élesztd két
lényeges, elényds tulajdonsdggal rendelkezik. 1.) A S. pombe sejtjei szimmetrikus keresztiranyt
osztodassal szaporodnak, melynek eredményeként két csaknem azonos méretii leanysejt keletkezik,
emiatt a tenyészet konnyen szinkronizalhato. 2.) A hengeres alaku sejtek konstans atméré mellett
kizarélag a végeiken ndének, ezért az egyes sejtek kora hosszuk alapjan jol becsiilhetd mikroszkopos
megfigyelések soran.

Jelenlegi munkankban a hasadd élesztd sejtciklusat a matematikai modellezés modszerével
tanulmanyozzuk. Ennek sordn eldszor is egy "kapcsolasi rajzot" készitiink, melyen szerepeltetjiik a
sejtosztodasi ciklus szempontjabdl legfontosabbank itélt komponenseket, €s a kozottiik fennalld ismert
vagy feltételezett biokémiai kapcsolatokat. A kovetkezd 1épésben valamennyi komponens idébeli
valtozasi sebességére egy kozonséges differencialegyenletet irunk fel a biokémiai reakcidkinetika
torvényei szerint, majd pedig megbecsiiljik ezek paramétereit. Ezutan differencidlegyenlet-
rendszeriinket numerikus modszerekkel, szamitdogép segitségével oldjuk meg, és az igy kapott
szimulaciokat kisérleti adatokkal teszteljiikk vad tipust sejtek és sejtciklus-mutansok esetében egyarant.
Mivel kezdetben az illeszkedés biztosan nem megfeleld, modelliinket iteracios eljarassal korrigaljuk: a
paramétereket (sot sokszor a differencialegyenleteket €s a kapcsolasi rajzot is) addig valtoztatjuk, amig a
szimulaciok elég jol nem illeszkednek a kisérletekhez. Jelenlegi modelliink mintegy 60 kiilonb6z6
szimpla, dupla vagy még tobbszords sejtciklus-mutans fenotipusat irja le megfelelé pontossaggal,
tovabba néhany esetben megjosolja olyan tovabbi mutansok viselkedését is, melyeket a genetikusok még
el6 sem allitottak.

Kutatasaink tamogatasaért koszonetet mondunk az OTKA-nak (F 034100).

SZABO ANDRAS', TOTHMERESZ BELA’, PELES FERENC', KERESZTURI PETER', IGLOI
ATTILA'

Osszehasonlité mikrofaunisztikai (protozoa, ciliata) kutatasok hazai talajtipusokban

'DE ATC Mez6gazdasagi Mikrobiolégiai Tanszék; 2 DE TTK Okologiai Tanszék, Debrecen
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A mikrofauna tagjai (pl. protozoak) kis méretiik és testfelépitésiik kovetkeztében taldn a legszorosabb
kapcsolatban vannak kdrnyezetiikkel, igy ezek a szervezetek a legkisebb, a kdrnyezetiikkben bekovetkezo
valtozasokra is élénken reagalnak, ezért ezeknek a szervezeteknek a mennyiségi és mindségi ismerete
fontos.

A protozoak (Ciliata) kutatasa a talajokban nemzetkozileg is, de kiilondsen hazai vonatkozasban ez ideig
hattérbe szorult. Kutatdsaink soran mi a kiillonbdz6 biologiai aktivitasu szikes és csernozjom talajok
protozooldgiai (Ciliata) vizsgalatat, faunisztikai analizisét végeztiik el. Tanulmanyoztuk a kialakult
Ciliata kozosségek vertikalis elhelyezkedését, strukturajat.

A szikes talajok esetében a mintavételi helyeket Hortobagyi Nemzeti Park (HNP) teriiletén, az 6si
allapotokat jol megtartd ,,magteriileteken”, a degradacios szukcesszids sort jol jellemzd, szikes novényi
asszociaciokban jeloltiik ki.

A csernozjom talajok esetében a DATE Tangazdasag teriiletén vettiik a mintakat.

A talajmintakban a csillosok direkt egyedszamanak meghatarozasara Foissner (1981, 1987, 1993)
modszerét alkalmaztuk. A talajmintdkban jelenlévé fajok fajspektrumat tenyésztéses modszerrel
hataroztuk meg.

A HNP talajaiban 0&sszesen 31 csillos (Ciliata) fajt mutattunk ki. A valdban a talajélethez
alkalmazkodott, gyors en- és excisztalodo fajok (Colpoda cucullulus, C. inflata, C. steini, Platyophrya
spumacola, Gonostomum affine, Uroleptus halseyi, U. mobilis, Tachisoma pellionella, Euplotes patella)
a HNP talajaiban dominansak voltak.

A fajok megjelenését a humuszos réteg megléte, ill. a talajok nedvesség tartalma befolyasolta.

A vizsgalatok azt mutattdk, hogy az eldfordulé fajok szama a talajok felsé 0-5 cm-es rétegében
magasabb, mint az alsobb rétegekben. Aktudlisan csak a Spathidium spathula, Colpoda cucullus, C.
inflata, Holosticha violacea, Uroleptus halseyi, U. mobilis tekinthaté konstans-dominans fajnak a HNP
talajaiban. Az eldkeriilt fajok koziil 5 faj és egy genusz Uj a hazai faunaban (Enchelys gasterosteus,
Spathidium longicaudatum, Holosticha tetracirrata, Trachelostyla affine, Uroleptus caudatus,
Perisincira sp.).

A csernozjom talajokbol 0sszesen 34 genuszba tartozo 45 csillos faj keriilt el6. Ezek koziil 15 faj kozos
a savanyu feltalaju szolonyec talajokban taldlt fajokkal. A legfontosabb konstans-dominans fajok
(Spathidium amphoriforme, Sp. Spathula, Sp. muscicola, Sp, terricola, Colpoda cucullus, C. inflata, C.
steini, Gonostomum affine, Amphisiella milnei, A. terricola, Aspidisca cicada, Holosticha violacea,
Euplotes muscicola, Uroleptus halseyi).

A csernozjom talajokban a felsé 0-10-20 cm-es rétegben a legnagyobb a potencialis és az aktualis
fajszam. Az alsébb rétegekben sokszor még cisztat sem tudtunk kimutatni.

A fajok egyedszamat a nedvesség tartalom egyértelmiien befolyasolta, ezért ett6l fliggben a vizsgalati
periddusban tobb egyedszam maximum alakult ki.

A szisztematikai nagycsoportok dominanciajat kdvetve megallapithato, hogy a csernozjom talajokban a
Kinetophragminophorak és a Polyhymenophorak kozel azonos aranyban vannak jelen. Az
Olygohymeniphorak részarany csak 12%-os. A Polyhymenophorakat f6leg a Hypotrichidak képviselik a
faundban.

SZABO ANDRAS', TOTHMERESZ BELA?, PELES FERENC!

Hazai erdétalajok mikroedaphon (protozoa, ciliata) kutatasanak fontosabb eredményei
'DE ATC Mezégazdasagi Mikrobiologiai Tanszék; > DE. TTK. Okoldgiai Tanszék, Debrecen

A hazai erddtalajok protozoologiai (Ciliata) kutatdsa Varga (1933, 1935, 1936, 1958) valamint Gellért
(1956, 1957, 1959) kutatasaival az 1950-es évek végén lezarultak. Ujabban Szabo (2002, 2003) vizsgalja
néhany erdé talajaban (biikk, fenyd, tolgy) a protozoon faunat és a kialakult ciliata egytittesek
struktirajat.

Vizsgalatainkat a Biikk-hegységben (fenyderdé és biikkerdd talajaban), valamint a Debreceni-
Nagyerd¢ tolgyeseinek (kocsanyos- tolgy és vords-tolgy erdok) talajaban végeztiik.

A talajmintakat helyben sterilizalt asoval vettiik, és a mintavételi négyzet tobb pontjarol gyijtottik be a
kb. 0.5 kg talajt.

A mintakat Foissner mddszerével (1981, 1987, 1993) dolgoztuk fel, a fajspektrumot tenyésztéssel
hataroztuk meg.
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A Biikk-hegységben (Biikkszentkeresz-Lof6 tisztas) a lucfenyvesek (Pinus silvestris) alatti podzolos
erdétalajbol 20 nemzetségbe tartozd 27 csillos faj kerdilt eld.

A fajok nagy része az avarszintbdl kertilt el6. A legfontosabb fajok: Halteria grandinella, Blepharisma
elongatum, Chilodon geographicus, Chilodontopsis muscorum, Dexiotrichides centralis, Holosticha
monilata, Litonotus cygnus, Vorticella astyliformis, Colpoda ecaudata, Dlleptus monilata, Epispthidium
terricola, Epispthidium amphoriphorme, Euplotes muscicola.

Az egyedszamok alakuldsat, valamint a mintakban aktualisan megjelend fajok szamat a talajok
nedvesség tartalma elsdédlegesen befolyasolta. Ennek megfeleléen az erdétalajokban is tobb egyedszam
maximummal lehet talalkozni!

A fenyOerdok talajadban a Kinetophragminophordk aranya 51.6%. Jelentds a Polyhymenophorak
(33.3%) és ezen beliil a Hypotrichidak (22%) részvétele a faunaban.

A biikkerdo (Fagus silvaticus) talajabol 19 nemzetségbe tartozo 27 csillds faj keriilt el6 A megjelend
fajok tobbnyire a felsd avarszintbdl voltak kimutathatok. A mélyebb rétegek fel¢ haladva az egyedszam
egyre csokken. A biikkerdo talajaban megtalalt fajok nagy része a feny6erdok talajabol is ismert.

A szisztematikai nagycsoportok dominancidja alapjana Kinetophragminophora a fajkészlet 44.4%-at
teszik ki. A Polygohymenophordk részarany mar alacsonyabb (18.5%), a Spirotrichak (Hypotrichidak)
37%-0s megjelenésiiek.

A kocsanyos tolgyerdd (Quercus robur) talajaban vizsgalatainkat a felsd 15 cm-es rétegben végeztiik.
Kutatasaink soran eddig 22 csillds (ciliata) fajt talaltunk meg. A Colpoda cucullus, C. steini, Glaucoma
scintillans, Enchelys gasterosteus, Spathidium spathula, Uroleptus musculus, Vorticella microstoma
csillos fajok konstans-dominansnak tekinthetok.

A kocsdnyos tolgyerdd talajaban igen magas a Gymmnostomatdak (27.3%) részaranya, a Vestibuliferdak
jelenléte azonban alacsony (18.2%).

A voros tolgyerdé talajabol 19 csillos faj keriilt eld. A kocsanyos tdlgyerdoben talalt fajok koziil
meglepden csak kevés (8 faj) a kozos faj. A relativ hasonldsag csak 24 %.

A Colpoda fajok, a Holophrya simplex, a Spathidium spathula, Steinia candens, a Vorticella microstoma
rendszeresen elékeriilt (konstans-dominans fajok).

Az erdoétalajokbol eddig megjelent csillos fajok koziil 8 faj (Chilodon geographicus, Chilodontopsis
muscorum, Colpoda ecaudata, Dexiotrichides centrali, Dileptus monilata, Epispathidium terricola,
Vorticella astyliformis) ismereteink szerint uj a magyar faunaban.

SZABO MARIANNE, KRAUSZ ERZSEBET, LAKATOS GYULA
Az epifiton ETS-aktivitasa sekély vizeinkben
DE TTK Alkalmazott Okologiai Tanszék, Debrecen

A sekély vizek, a sajatos felépitésiik és valtozatos éléhelyeik alapjan kiemelt jelentdségliek a vizi
¢élolények és a természetvédelem szempontjabdl. A kedvezd fényellatottsag eredményeképpen a parti v
novényzete a bentonikus szerves anyagtermelés egyik f0 szintere.

A ndvények viz alatti feliiletein kialakulé bolyhos bevonatba szervetlen iszaprészecskék és a szerves
tormelék rakodhat le, amely nem marad valtozatlan, hanem az anyagforgalomban atalakulhat ill.
hasznosulhat az ott é16 kdzosség életmiikodésében (pl. tapanyag- vagy taplalékforras, buvohely, stb.). A
novényzet-élobevonat szerkezetének és miikddésének ismerete a Kis-Balaton sekély vizi teriiletein, a
mar rehabilitalt és a késébbi arasztasra keriil6 teriileteken, azért fontos, mert az élébevonat felépitése és
Osszetétele jelzi a kiilonbo6zo allapota élohelyeket, jellegzetes mindségi és mennyiségi modosulasa pedig
jol indikalja a vizmindségi, 6kologiai helyzetet €s annak valtozasait.

A epifiton alapjan torténd 6kologiai allapot ill. 6kologiai statusz mindsités torténhet a taxonomiai index
(TPI) és nem taxonomiai perifiton index (NTPI) alkalmazasaval, ami az ¢lébevonat szerkezetére és
(Elektron Transzport System) enzim aktivitds értékek a kornyezet allapot illetve a vizmindség
ellendrzési vizsgalatokba szorosan beilleszkednek. Ezzel a biologiai mutatoval a vizek jellemz6 allapotat
meghatarozd nem taxonomiai perifiton index szamat szeretnénk ndvelni a vizek 6kologiai allapotanak
mindsitésehez.

Tanszékiinkon tanulmanyozzuk a vizi ndvények (természetes alzatok) élobevonatat, kdzéppontba
helyezve a nad, a gyékény és a kaka élobevonatanak vizsgalatat, kiemelten a ETS-aktivitas értékére,
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crer

eredményeként ezen kozosségek biomonitorozasi értékiiek, anyagforgalmi jelentGségiick és a
vizmindség indikalasaban betoltott integralt szerepiik is kozismert.

SZABO ZSUZSANNA, KRISTOF KATALIN, CSER VIKTORIA, KARDOS SZILVIA, GHIDAN
AGOSTON, ROZGONYI FERENC

A 2001-2003. iddszak klinikai mintdibol izolalt MSSA és MRSA torzsek fenotipusaiban mutatkozo
eltérések

Semmelweis Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Budapest

Izgalmas kérdés, hogy a meticillinre érzékeny és rezisztens torzsek, virulencia faktoraiban,
antibiotikumok iranti érzékenységében, €s az altaluk okozta fertdzések pathomechanizmusaban
tapasztalhato-e szignifikans kiilonbség. E vizsgalatban 2001-2004 kozott laboratoriumunkban izolalt
4097 S. aureus torzs kiilonboz6 antimikrobialis szerek iranti érzékenységét hasonlitottuk 6ssze.

A S. aureus izoldtumok identifikalasa tradicionalis és molekularbiologiai modszerekkel (katalaz,
koagulaz, nucA) tortént. Az antibiotikum érzékenység vizsgalatot korongdiffiizios moddszerrel az
NCCLS ajanlasoknak megfeleléen, ill. PCR-vel végeztik el (mecA). A torzsek fagtipizalasa is
megtortént.

A 2001-2003 években emelkedett az MRSA izolatumok szama és aranya, ill. az egyes izolatumok
kiilonb6z6 antibakterialis szerekkel szembeni rezisztencidja is. Szignifikans kiilonbség mutathato ki az
MSSA ¢és MRSA torzsek kozott. A teljes vizsgalati periodus alatt az izolalt S.aureus térzsek 7,8 %-a
bizonyult MRSA-nak. Az egyes években azonban emelkedd gyakorisagot tapasztaltunk (2001: 3,75%,
2002: 7,08%, 2003: 10,59%). Az MRSA torzsek kiilonb6zé antibakterialis szerekkel szembeni
rezisztenciaja szignifikdnsan magasabb értékeket mutatott, mint a meticillin szenzitiv torzseké (MSSA).
A %-os rezisztencia aranyok a kovetkezOk voltak (MRSA/ MSSA): erythromycin 90/10; clindamycin
85/9; ciprofloxacin 82/1; doxycyclin 15/6; gentamicin 67/2; tobramycin 87/3; amikacin 70/2;
sumetrolim 98/0,5. Az egyes években MRSA tdrzsek bizonyos tipusu antibakterialis szerekkel szembeni
rezisztencidja novekedést mutat (pl. makrolidok, linkosamidok, gentamicin), mas tipust szereknél ez
nem tapasztalhato (pl. fluorokinolonok). Nem talaltunk vancomycin, teicoplanin ill.linezolid rezisztens
MRSA-t. A Magyarorszagon leginkabb elterjedt, “623”-as fagtipusu klon volt a leggyakoribb (52,8%).

SZAKACS GYORGY, *NAGY VIVIANA
Trichoderma fajok alkalmazasa ipari fermentacios folyamatokhoz
BME Mez6gazdasagi Kémia Technoldgiai Tanszék, Budapest

A Trichoderma fajok igen elterjedtek a természetben. Gyakorisiguk magyarazata kozott egyarant
szerepel gyors szaporodasi képességiik, valtozatos anyagcsere aktivitasuk és agressziv versenyzd
természetiilk. Igen sok Trichoderma er6s celluloz vagy hemicelluloz lebontd, mikotoxin vagy
antibiotikum termeld, vagy mas gombakkal szemben jelentds mikoparazita tulajdonsagot mutat. Az ipari
fermentacios alkalmazhatésagot tekintve a Trichoderma nemzetség — az Aspergillus és Penicillium
nemzetségek mellett — valdszinileg a harmadik legfontosabb gomba genus-nak tekinthetd. Napjainkban
cellulazt, xilanazt és mas enzimeket allitanak elé Trichoderma fajok felhasznalasaval. Tovabba, a
névénypatogén gombak ellen bevethetd u. n. biokontrol szerek gyartasa is fellendiiloben van. A cellulaz
és hemicellulaz enzimeket felhasznaljak az élelmiszer-, allattakarmany, papir- és textiliparban. Tavlati
felhasznalasi lehetdségeket kindl a lignocellul6zokbol torténd bioalkohol gyartas.

SZALMAS ANITA', BANATI FERENC?, KOROKNAI ANITA%, SALAMON DANIEL? VERESS
GYORGY', MINAROVITS JANOS?, GERGELY LAJOS', KONYA JOZSEF'

Interleukin-10 prométer metilaci6 és human papillomavirus infekci6 human Kkeratinocita
sejtvonalakban

'DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen; 2Johan Béla OEK Mikrobiologiai Kutatocsoport, Budapest
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A méhnyakrak kialakulasaban a 16-os tipust human papillomavirus az egyik f6 tényez6. A nem
megfeleld citokin szintézis csokkentheti a helyi 1-es tipusu (sejtes) immunvalasz hatékonysagat ¢és ezzel
a késobbiekben eldsegitheti a rakmegel6zé elvaltozasok kifejlodését. A 2-es tipust citokinek, mint
példaul a human interleukin 6 (hIL-6) és a human interleukin 10 (hIL-10) fokozott termelése
kapcsolatba hozhat6 ezen folyamatokkal. A hIL-6-t61 eltér6en a hIL-10 gén inaktiv keratinocitakban.

A promoéter metilacié egyik epigenetikai mechanizmus az emlésok génexpresszidjanak szabalyozasaban.
Azok a citozin bazisok, melyeket kdzvetleniil guanin kdvet (in. CpG dinukleotidok) altaldban metilaltak
az emldsgenomban. A génpromoterekben ezen dinukleotidok metilacioja forditottan aranyos az adott
lokusz transzkripcios aktivitasaval.

Kisérleteink soran a hIL-10 promdter metilacios mintazatat vizsgaltuk Na-biszulfitos DNS-modifikalast
kovetd szekvenalassal. Kezdeti kisérleteinkben keratinocita eredetii sejtvonalakat hasonlitottunk 6ssze
hIL-10 termelésére képes periférialis mononuklealis sejekkel (PBMC).

Hat CpG dinukleotid talalhaté a hIL-10 gén promoterében, a transzkripcios startpontot megelézé 0,5 kb
hossztisaghi szakaszon a -373, -352, -350, -320, -185, -110 nukleotid poziciokban. Mind a PHA-
stimulalt, mind a stimuldlatlan PBMC sejtekben mind a hat CpG dinukleotid metilalatlannak bizonyult
(0-25% metilacio), ezzel szemben a HPV-genomot nem hordozo keratinocita sejtvonalakban ezek a CpG
dinukleotidok altalaban metilaltak voltak (75-100% metilacio).HPV-16 E6-tal stabilan transzfektalt
HaCaT sejtekben a CpG(-320), HPV-16 E7-tel stabilan transzfektalt HaCaT sejtekben a CpG(-320) és (-
185), és a teljes HPV-16 genommal stabilan transzfektalt C-33A sejtekben a CpG(-373) és (-185)
demetilalodtak.

Eredményeink alapjan mondhatjuk, hogy a hIL-10 promoéter metilacios minazata sszefiiggésben lehet a
transzkripcios aktivitdssal. Azonban a hIL-10 promoéter metilacidjat méhnyakrak kialakuldsa soran a
HPYV onkoproteineken kiviil mas tényezok is befolyasolhatjak.

SZARKA KRISZTINA, TOTH LASZLO, MAJOR TAMAS, GERGELY LAJOS
P53 kodon 72 polimorfizmus szerepe laryngealis carcinomaban
DE OEC, Orvosi Mikrobiologiai Intézet, Debrecen

A laryngealis carcinoma incidencidja és mortalitisa Magyarorszagon kiemelked6en magas. A carcinoma
etioldgiaja maig nem tisztazott. A kémiai karcinogének (dohanyzas, alkohol) mellett felmeriilt a
mucotrop human papillomavirusok (HPV) koroki szerepe is, bar az irodalom nem egységes sem a HPV
DNS el6fordulési gyakorisaganak, sem a HPV pozitivitds prognosztikai szerepének megitélésében. A
HPV daganatkeltd hatasa elsésorban az E6 és E7 viralis onkoproteinek p53 és pRb inaktivalo hatasan
keresztiil érvényesiil. A HPV E6-p53 interakciot befolyasolja a p53 tumorszuppresszor gén 72. kodont
érintd polimorfizmusa [a pS3Arg (A) izoforma érzékenyebb az E6-medialt degradaciéra, mint a p53Pro
(P)], igy a beteg p53 genotipusa (AA, AP vagy PP) befolyasolhatja a HPV-asszocialt tumorok
kialakulasat és/vagy progressziojat. Munkank soran 33 laphamsejtes laryngealis carcinomaban szenvedd
beteg primer tumorabol szarmazo szovetmintajat vizsgaltuk. A HPV DNS kimutatasa és tipizalasa
konszenzus nested MY/GP PCR-rel és az amplimerek restrikcios hasitdsaval tortént. A betegek pS3
kodon 72 genotipusanak meghatarozasara allél-specifikus PCR-t hasznaltunk, majd a genotipusok
megoszlasat - chi -négyzet proba felhasznalasaval - véradokbol allo kontroll populacié (N=87) genotipus
megoszlasdhoz viszonyitottuk. Mintaink 51,5 %-aban (17/33) talaltunk HPV-specifikus szekvenciat, hat
esetben HPV6, négy esetben HPV 11, hét esetben pedig HPV16 genotipust azonositottunk, igy a magas
onkogén kockazata (high risk) HPV genotipusok kizardlagos szerepét a laryngealis carcinoma
kialakitdsdban nem tudtuk igazolni. A p53 genotipusok megoszlasa vizsgalati csoportjainkban a
kovetkezo: - kontroll csoport: AA 60% (52/87), AP 36% (31/87), PP 4% (4/87); - 6sszes laryngealis
carcinomas beteg: AA 36% (12/33), AP 52% (17/33), PP 12% (4/33); - HPV-pozitiv laryngealis
carcinoma: AA 29% (5/17), AP 65% (11/17), PP 6% (1/17); - HPV-negativ laryngealis carcinoma: AA
44 % (7/16), AP 37% (6/16), PP 19% (3/16). Bar a p53 genotipusok gyakorisaga nem kiilonbozott
szignifikansan a vizsgalati csoportjainkban, a p5S3Pro allél halmozottan fordul el a carcinomas betegek
korében. Emiatt a laryngealis carcinoma esetében genetikai kockazati tényezéként felmeriil a p53Pro
allél szerepe mind homozigéta, mind heterozigdta formaban, a HPV pozitiv esetekben mar a
heterozigota allapot is fokozhatja a genetikai kockazatot. Ezzel szemben a p53Arg izoforma jelenléte
protektiv hatasu lehet. Eredményeink felvetik azt is, hogy a p53Arg/Pro allélok genetikai kockazati
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tényez6 szerepe eltér a kiilonb6zé malignus daganatokban, és a HPV-asszocialt tumorokban szerepe
fiiggetlen a HPV E6 onkoprotein hatasatol.

SZARVAS JOZSEF', HAJDU CSABA'?, NAGY ZOLTAN', SZABO TAMAS'

PCR alapu fajtaelkiilonités a kétsportas csiperkegomba (Agaricus bisporus) esetén

'Quality Champignons Kft. Fajtakutaté Laboratorium és Gombacsira Uzem, Demijén; *BCE Zoldség- és
Gombatermesztési Tanszék, Budapest

Az ehet6 gombak termesztése majdnem eléri az évenkénti 2,5 millié tonnat a vilagon és ez a szam
emelkedik. Ebbdl az 6sszegb0l az Agaricus bisporus veszi ki a nagyobb részt a vilag termelésének tobb
mint 38%-4&val, ezutan a Pleurotus ostreatus ¢s Pleurotus ssp. laskagomba kovetkezik 25%-al, a
Volvariella volvacea 16%-al és a shiitake, Lentinus edodes 10%-al. A gombaipar dinamikus fejlédése az
el6z6 10 évben jelentdés nemzetgazdasagi hasznot eredményezett. A gombatermesztés sikeressége
tobbek kozott fiigg a rendelkezésre allo fajtaktol, a szaporitéanyag mindségétdl melyet a kiilonb6zo
szubsztratumok beoltasara hasznalnak. A magas szinvonali szaporitdéanyagnak a biztositdsa nem kis
feladatot r6 a nemesitékre. A hibrideknek tobb elvarasnak kell megfelelniiik, melyek fajonként
valtozoak, s6t a piaci igényekhez is alkalmazkodniuk kell. A hazai gombatermesztésének dominalo,
favorizalt faja is a kétsporas csiperkegomba (Agaricus bisporus). Laboratoriumunk tiz éve foglalkozik a
jelentdsebb termeszthetd gombak nemesitésével, melynek eredményeként ma mar tobb Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes hibridet hasznalnak a hazai és a kiilfoldi termeszték. Az
uj fajtak azonban konnyen klonozhatok, leolthatok, igy mas konkurens cégek is hasznalhatjak fajtainkat.
Siirgetd feladatnak érezziik sajat nemesitésti fajtaink levédésének jogi megalapozasat. Molekularis
biologiai eldkészité vizsgalatokat végeztiink sajat hibridjeink esetében, elsésorban fajtaink, tovabba a
kiilonféle termesztési problémakbol visszaizolalt hibridek azonositasara. Ennek érdekében PCR
technikan alapul6 fajtaelkiilonitési modszert dolgoztunk ki a jelenlegi fontosabb piaci hibridjeinkre. A
RAPD moddszer eredményeként megjelend differencialé band-eket klonoztuk, szekvenaltuk és egyedi
tervezésii primereket allitottunk eld, ami jol jellemzi A. bisporus hibridjeinket.

SZATHMARY ERZSEBET'?, TOBIAS ISTVAN’, PALKOVICS LASZLO"

Egy rovidebb kdpenyfehérjét tartalmazé természetes szilvahimlé virus (plum pox virus) izolitum
jellemzése

'"MBK Kérnyezetbiotechnolégiai Intézet, Godolls; *BCE Novénykortani Tanszék; *MTA  Novényvédelmi
Kutatointézet, Budapest

A szilvahiml6 virus (plum pox virus, PPV) a csonthéjas gyiimolcsfajokon a legstulyosabb karokat okozo
virus, mely komoly termésveszteséget idéz eld a magyarorszagi szilva, kajszi és Oszibarack
iiltetvényekben. Munkank sordn kiilonboz6, FEszak-kelet Magyarorszagrol, kiilonféle helyi
szilvafajtakrol szarmaz6 PPV izolatumokat gyijtottink be €s vizsgaltunk meg. A virusgenom 3’
végének klonozasahoz a primereket ugy valasztottuk, hogy a PCR termék tartalmazza a virus 0
protedzanak amino-terminalis végét (kis sejtmagi zarvanyfehérje, Nla), a kopenyfehérjét (CP) és a
3’nem-transzlalodo régiot (3° UTR). Az egyes izolatumok PCR termékeit vizsgalva a B1298 jeli
rovidebbnek bizonyult, igy tovabbi vizsgalatoknak vetettiik ald. A PCR terméket klonoztuk és
nukleinsav sorrendjét meghataroztuk. A kopenyfehérje gén vizsgalatakor 135 nukleotid hosszasagu (45
aminosav) deléciét mutattunk ki a fehérje amino-terminalis végén. A PPV kopenyfehérjében 1évo
deléciora ez idaig csak két masik példa (PPV-NAT, PPV-SH) ismert (Maiss at al. 1989, Deborré¢ at al.
1995). A PPV-NAT izolatum esetében 16 aminosav deléciot mutattak ki, ami a levéltetiivel valo
alvihetdségért felelos DAG fehérje motivumot érintette. A B1298 izolatumban a mutacié nem érintette a
DAG motivumot, mert a mutacio ez utan helyezkedett el a genomon. A levéltetiivel vald atvihetdségét
megvizsgalva, azt talaltuk, hogy ez az izolatum hasonlé hatékonysaggal vihet6 at, mint mas delécidval
nem rendelkezd izolatumok. Ezt a rovidebb kopenyfehérje gént tartalmazod szakaszt beépitettiik egy
korabban elkészitett fertézoképes PPV klonba. A kopenyfehérje csere nem volt hatassal a virus
létfontossagu életfolyamataira.. A B1298 izolatum kimutathatosagat kiilonbozo cégek altal forgalmazott
antitestekkel teszteltiilk. A felhasznalt antitestekt6l fiiggéen eltérd eredményeket kaptunk. Bizonyos
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antitestek esetében az izolatum nem volt kimutathat6.

Az ELISA technikak mind a mai napig a virusok kimutatasanak legfobb modszerei. A leggyakrabban
hasznalt modszer a DAS-ELISA technika, amelyben a virus kdpenyfehérje kiilonb6z6 részeit felismerd
poliklonalis €s monoklonalis antitesteket hasznalnak

Irodalom:

Deborré, G., Maiss, E. and Jelkmann, W. (1995): Biological and molecular biological investigations of several
plum pox virus isolates. Acta Horticulturae 386, 253-262.

Maiss, E., Timpe, U., Brisske, A., Jelkmann,W., Casper, R., Himmler, G., Mattanovich, D. and Katinger,H.W.
(1989): The complete nucleotide sequence of plum pox virus RNA. Journal of General Virology 70 (3), 513-524.

SZATHMARY ZSUZSANNA', BiRO JUDIT!, DOBOS-KOVACS MIHALY? ERDEI NOEMI',
STIPKOVITS LASZLO'

Az infertilitas vizsgalata libakban a Mycoplasma fert6zottség tiikkrében

'"MTA Allatorvos-tudomanyi Kutaté Intézet, Budapest

Libak esetében a Mycoplasma fertézottség gyakran parosul az ivarszervek rendellenességeivel, igy mint
phallus gyulladassal, salpingitissel, csokkend tojastermeléssel és novekvo embriéo mortalitassal.

Az utoébbi néhany évben Magyarorszagon tobb libadllomanyban észlelték a tojasok nagy aranyu (tobb,
mint 80 %) terméketlenségét. Az elhullott és a vagott allatoknal 1égzsakgyulladas, fibrines hashartya
gyulladas és salpingitis volt megfigyelhetd.

A 2002-2003 években 11 allomanybdl szarmazo 33 tojo és 19 gunér kiilonbozo szerveibdl nyert mintait
vizsgaltuk meg. Tojok esetében az utherus mintdk 76,7 %-a volt pozitiv Mycoplasmara, de ezen
tulmenden a peritoneum mintak 78,6 %-abol €s a petetiisz6 mintak 48,0 %-abdl sikeriilt Mycoplasmat
kimutatni. A gunarakat vizsgalva a peritoneum mintdk 86,7 %-a mutatott pozitivitdst Mycoplasmara
nézve, de Mycoplasma kimutathat6 volt 1égzsakokbdl és herékbdl is.

A biokémiai és szerologiai vizsgalatok alapjan az izolatumok nagyobbik része a Mycoplasma sp. 1220
torzshoz hasonlit, kisebbik része pedig a Mycoplasma anseris fajba tartozott. Az izolatumok
azonositasaira PCR modszert fejlesztettiink ki, amely soran a felszaporitott 493 bp méretli DNS
fragmentumot ScrF1 és Fokl restrikcios enzimekkel hasitva a M. sp. 1220 tdrzshdz hasonlo, valamint M.
anseris torzsek egymastol és mas baromfi Mycoplasma torzsektol is elkiilonithetdek.

SZEDLJAK ILDIKO', JUHASZNE ROMAN MARIANN?, SZANTAINE KOHEGYI KATALIN'
Dohanyok mikrobioldgiai jellemzdinek vizsgalata fermentalas és tarolas soran
BCE ETK 'Gabona-és Iparindvény Technolégia Tanszék; *Mikrobiologiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Budapest

A dohany novény levelei a talaj kozelében helyezkednek el, igy a betakaritott levelek jelentés szamu
talaj eredetli mikroorganizmust hordoznak, melyeknek szama a feldolgozas soran jelentdsen
megvaltozhat. Irodalmi adatok bizonyitjak, hogy a dohany fermentaldsaban bizonyos baktériumok és
gombak aktivitasa is kozrejatszik. A dohdnyon és annak feldolgozasi folyamataban dominansak a
Bacillus megatherium, valamint a Penicillium és Aspergillus nemzetséghez tartozo gombak. Raktarozasi
kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a dohany levél feliiletére nemcsak talajbol, hanem a
feldolgozas és tarolas soran is keriilhetnek mikroorganizmusok (Aspergillus repens, A. niger, A.
ochraceus, A. flavus), amelyek fontos szerepldi lehetnek a fermentélas enzimatikus folyamatainak.
Munkank célja, egy Magyarorszagon termesztett Virginia tipusu (mesterséges szaritasu) és egy Burley
tipusut  (természetes szaritdsu) dohdny mikrobiologiai allapotdban végbemend valtozasok
tanulmanyozasa a fermentalasra vald eldkészités, a fermentalas és a tarolas soran. A Virginia dohany
nemcsak szaritdsi modban kiilonbozik a Burley-dohanytol, hanem eltéré botanikai, fizikai és kémiai
tulajdonsagaiban is. A mintaink a V-Tabak Rt. Szolnoki Fermentilo Uzemébdl szarmaztak, a
dohanyokat 2003-ban termesztették. A mintavétel a kdvetkezd fazisokban tortént: - redrying kezelés
elott a keveréktarolo silobol - a heves fermentaciot kdvetden a balabdl - tobb honapig tartd tarolas utan
(uto-fermentacio) Az Osszes telepképzO mezofil, aerob mikroorganizmus meghatarozasa TGE agar
taptalajon, 30 oC-os inkubalas utan tortént. Hasonl6 modon végeztiik a mezofil, aerob, sporaképzo
baktériumok tenyésztését, azzal a kiillonbséggel, hogy eldtte a mintakbdl készitett higitasi sorozatot 80
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oC-on, 15 percen at hokezeltik. A penészek és az élesztogombak tenyésztéséhez és a telepek
szamlalasahoz bengalrozsa-agar taptalajt alkalmaztunk. Az inkubalas szintén 30 oC-on tortént. A
legjellemzébb penészgombak-mindségi meghatarozas céljabol- izolalasra keriiltek. Az izolalt torzsek az
Aspergillus és Penicillium nemzetséghez tartoznak. A fajok azonositdsdhoz a Thom és Rhaper modszert
hasznaltuk.

SZEKELY ANNA', SIPOS RITA', BERTA BRIGITTA', BUIDOSO LASZLO?, HAJDU CSABA’,
MARIALIGETI KAROLY'

Gombakomposztilas soran a valtoz6 mikrobiota direkt DNS alapu és tenyésztéses feltérképezése
potencialis oltotorzsek keresése céljabol

'ELTE TTK Mikrobiolégiai Tanszék, Budapest; *Quality Champignons Kft. Fajtakutaté és Molekularis Biologiai
Laboratorium, Demjén

A gombakomposztrol sziiretelhetd csiperke (Agaricus bisporus) mennyiségét szamos tényezd
befolyasolhatja, igymint az alapanyagok mindsége, a technologia fiziko-kémiai jellemz6i (hémérséklet,
pH), valamint a lejatsz6dd mikrobioldgiai folyamatok. Az alapanyagok mindsége a beszerzési forrasok
miatt, a fizikai paraméterek pedig a kiiltéri folyamatokat er6sen befolyasolé évszakos ingadozas miatt
erésen valtozé paraméterek. Munkank célja ezért a mikrobioldgiai folyamatok standardizalasanak
megkisérlése oltd torzsek segitségével. Célunk eléréséhez eldszor a komposztalas kiilonb6zo fazisainak
mikrobiotajat kivantuk megismerni. Ehhez direkt DNS izolalason alapuld kozosségi ujjlenyomat
vizsgald modszereket (DGGE, TRFLP) alkalmaztunk, amelyek segitségével nyomon kovethettiik a
kiilonb6z6 fazisokhoz folyamatosan alkalmazkodd mikrobiota szukcesszidjat. A DGGE (Denaturald
Gradiens G¢élElektroforézis) egyedi fajokat reprezentald csikjaibol a DNS-t visszanyertiik, és
szekvencia-analizis segitségével ezeket a fajokat azonositottuk. Mindezzel parhuzamosan tenyésztéses
modszerekkel is vizsgaltuk a komposztot. A kiilonbozo fazisokbol huspepton ill., komposztos taptalajon
termofil koriilmények kozott (45°C, 50°C és 55°C-os inkubacio) izolalt tozseket egyben lehetséges
oltotorzsként is megvizsgaltuk. A két eltérd vizsgalati modszer eredményei meglepden sok atfedéssel
birtak. A termofil fazisokat elsésorban Gram pozitivok (Bacillus sp., Thermobifida sp.) és a Thermus
nemzetség tagjai jellemezték. Ez utobbiakat csak a tenyésztés-fiiggetlen modszerekkel sikeriilt
kimutatnunk. A Pseudoxanthomonas nemzetség tagjait minden fazisbol sikeriilt tenyészteniink, a DGGE
vizsgalat eredményei azonban arra utalnak, hogy ezek a baktériumok csupan a végso, csiperkével valo
beoltasra kész komposztban valnak dominanssad. Az izolalt torzsek koziil szamos a komposztalas
szempontjabol fontos biopolimer bontd képességgel (pl. cellulaz aktivitas) rendelkezik, ezért ezek
potencialis oltotorzsek lehetnek.

SZEKERES ANDRAS', LADAY MIKLOS?, *KREDICS LASZLO®, ANTAL ZSUZSANNA®
HATVANI LORANT', MANCZINGER LASZLO'

Klinikai Trichoderma longibrachiatum izolatumok gyors meghatarozasa celluléz-acetat
elektroforézissel

'SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Szeged; MTA Novényvédelmi Kutatointézet, Budapest; *MTA-SZTE
Mikrobioldgiai Kutatocsoport, Szeged

A Trichoderma nemzetségbe tartoz6 fonalasgombak gazdasagi jelentdsége kiemelkedd: szamos enzim
és antibiotikum forrasai, novények novekedését serkenté organizmusok, elhalt névényi részek lebontoi
¢és altalanosan alkalmazhato biofungicidek is egyben. Ezek az imperfekt fonalasgombdk mara mar az
opportunista patogén gombak egyre népesebb csoportjat is gyarapitjdk. A legtobb Trichoderma-
fert6zésrol peritonealis dializissel kezelt, illetve legyengitett immunrendszeri, transzplantalt paciensek
esetében tudositottak. A Trichoderma fajok meghatarozasa morfologiai jellegeik és nodvekedési
tulajdonsagaik alapjan sokszor nehézkes, mivel ezek a jellemzdék folyamatos skalan helyezkednek el és
gyakran atfedhetnek a nemzetségbe tartoz6 fajok kozott. Az opportunista gombak gyors és pontos
meghatarozasa azonban nagyon fontos lenne a megfeleld terapias kezelések kivalasztasa szempontjabol.
A molekularis markerek hasznalata egyre nagyobb teret hodit a fajhatarok felderitésében. Ezen
modszerek kozé tartozik a celluldz-acetat elektroforézis, mely a gombafajok azonositasara hasznalhatd,
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gyors diagnosztikai eszkdznek tiinik. Ebben a tanulmanyban ezt a multilokusz enzim-elektroforézist
alkalmaztuk 10 klinikai Trichoderma izolatum vizsgalatara. Tizenharom enzim aktivitasanak elézetes
tesztelése soran hét, a glikoz-6-foszfat-dehidrogenaz (GO6PDH, E.C.1.1.1.49), a gliik6z-6-foszfat-
izomeraz (GPI, E.C.5.3.1.9), a 6-foszfogliikonat-dehidrogenaz (6PGDH, E.C.1.1.1.44), a peptidaz A, B,
és C (PEP A, B, D, E.C.3.4.11-13) valamint a foszfoglikomutaz (PGM, E.C.5.4.2.2) alkalmasnak
bizonyult az dsszes torzs tesztelésére.

A 6PGDH, GPI, PEP A, PEP B ¢és PGM enzimrendszereknél egy sav detektalasa volt altalanos, a PEP D
elektromorfok két savot tartalmaztak, mig a G6PDH két és harom savos mintazatot mutatott a vizsgalt
izolatumokban. Osszehasonlitva a kapott elektroforetikus tipusokat nem klinikai eredetii izolatumok
tipusaival, az alkalmazott enzimek megfeleld6 molekularis markerek Trichoderma fajok
meghatarozasara, szamos koziiliik pedig alkalmas lehet diagnosztikai célokra. Ezt a torzsek ITS-
szekvencidibol nyert adatok is megerositették. Mivel a klinikai Trichoderma izolatumok nagy része a
Longibrachiatum szekcioba tartozik, feltehetd, hogy a mas Trichoderma fajok legyengitett
immunrendszeri és dializalt betegekben torténd eléfordulasardl tudositd esetleirasok nem pontosak. Az
orvosi diagnosztikumban sziikség lenne ezért egy gyors, olcsd és megbizhatd diagnosztikai modszerre,
mellyel a T. longibrachiatum torzsek azonosithatok. A jelenlegi tanulmanyban kifejlesztett modszer
igéretesnek tlinik erre a célra.

A munka az F037663-as szamt1 OTKA-palyazat timogatasaval késziilt.

SZEKERES ANDRAS' LEITGEB BALAZS*® *ANTAL ZSUZSANNA® KREDICS LASZLO?
HATVANI LORANT', MANCZINGER LASZLO'

A biokontroll index Kiszamitasa in vitro antagonizmus tesztek képanalizisével

'SZTE TTK Mikrobiologiai Tanszék; MTA SZBK Biokémiai Intézet, ° Biofizikai Intézet; *MTA-SZTE
Mikrobiologiai Kutatécsoport, Szeged

A Dbiologiai novényvédelemben alkalmazhaté mikroorganizmusok (biocontrol agens: BCA) a
kornyezetbarat novényvédelem egyik legigéretesebb eszkdzei. Szamos képviseldjiik rendelkezik
kimagaslo antagonizalo képességgel novénypatogén gombakkal szemben, s igy sikeresen
alkalmazhatoak e korokozok altal eldidézett ndvénybetegségek lekiizdésére. Az antagonizmus folyamata
kiilénbdz6 mechanizmusokon alapul, melyek kézé sorolhaté az antifungalis metabolitok termelése, a
kompeticio az élettérért és a taplalékért, valamint a mikoparazitizmus. A mezdgazdasagi alkalmazas
céljaira hasznalt gombafajok koziil szdmos tartozik az Ascomycota torzs Hypocreales rendjének
Trichoderma nemzetségébe, mely a nemzetség tagjainak kiemelkedden gyors novekedésével, valamint
jelentés mennyiségli antibiotikum- és extracellularis enzim-termelésével hozhatdé Osszefliggésbe. A
folyamat Osszetettségének kovetkeztében azonban nehéz elére megjosolni a szinergizmus fokat, tovabba
a BCA-k viselkedését a természetes patologias rendszerekben, ezért sziikséges egy modell rendszer,
amely alkalmas e tulajdonsagok pontos mérésére és meghatarozasara.

A korabbi tanulmanyokban altalanos modszerként az in vitro agarlemezes kisérletek szerepeltek, melyek
informacidtartalma jol megfeleltethetd az in vivo vizsgalatok nyujtotta eredményeknek. Megfelelo,
szabvanyositott mérési modszerek és eszk6zok hianyaban azonban e vizsgalatok kiértékelése nem ad
Osszehasonlithatd eredményt a vilag tavoli laboratdriumaiban vizsgalt, kiillonbdz6 potencialis biokontroll
izolatumok esetében. Munkank célja ezért az volt, hogy a BCA-k biokontroll tulajdonsagainak
mennyiségi kiértékelésére kifejlessziink egy pontos képanalizisen alapulé moddszert, valamint, hogy
megfeleld szabvanyositott koriilményeket javasoljunk az in vitro antagonizmus-vizsgalatokhoz, melyek
révén a mas-mas idében ¢€s kiilonb6zo helyszineken elvégzett tesztek eredményei Gsszehasonlithatova
valnak.

Négy Trichoderma izolatumot vizsgaltunk az altalanosan hasznalt gombataptalajok két tipusan, két -
vilagméretben is jelentds- ndvénypatogén fonalasgombaval (Microdochium nivale NRRL 3289 és
Fusarium culmorum NRRL 29371) szemben. A javasolt (1j modszer szerint a ndvénypatogén gombak
telepeinek taplemezen elfoglalt teriileteit a digitalis fényképeken kijelolt teriiletek mérésével szamitottuk
ki. A teriiletek kiszamitasahoz a Scion Image programot hasznaltuk. A gatlo hatast a biokontroll index-
szel (BCI) jellemeztiik, amelyet a patogén gombak telepteriiletének aranyabdl szamitottunk ki: a telep
teriilete az in vitro antagonizmus esetén / a telep teriilete a kontroll esetén. Az altalunk javasolt modszert
szamos kornyezeti tényezo figyelembevételével teszteltiik. A kapott eredmények alapjan megallapithato,
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hogy az altalunk bevezetésre javasolt BCI alkalmas a gombaizoldtumok biokontroll tulajdonsagainak
pontos mérésére és torzsek kozotti dsszehasonlitasara.
A kutatdmunka az OTKA F037663, és az OMFB 00219/2002 palyazatanak tamogatasaval késziilt.

SZENASI ZSUZSANNA
Protozoonok molekularis diagnosztikajanak kihivasai
Johan Béla OEK Parazitologiai Osztaly, Budapest

crer

megel6zési modok kifejlesztésében. Nagyon fontos, hogy a szakemberek tokéletesen ismerjék az ilyen
adatok gytjtésére alkalmas modszerek lehetdségeit, de korlatait is. A direkt mikroszkopia széleskoriien
hasznalatos a parazitas fertézések diagnosztikajaban, de a mikroszkdpizalds munka- és iddigényes, igen
gyakorlott szakembert igényel és még igy is nem mindig eléggé szenzitiv. A szeroldgiai mdodszereknek
szamos elényiik mellett nem kevés a hianyossaguk is. E hatranyok jelentdsen csokkenthetok a fehérje és
féleg a nukleinsav alapu molekularis bioloégiai modszerek folyamatos fejlesztésével. Els6sorban a PCR
(polymerase chain reaction) és az ezen alapuld modszerek, mint a PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism), RAPD (random amplified polymorphic DNA), nested PCR, real-time PCR
bizonyultak igen értékesnek az 1 epidemiologiai, diagnosztikai és terapias ismereteknek a
megszerzésében, illetve hasznositdsaban. A molekuldris biologiai technikakkal tanulmanyozott
protozoonok koziil megemlitjiik az Acanthamoeba, Entamoeba histolytica, Leishmania, Naegleria,
Trichomonas vaginalis, Trypanosoma cruzi, Cryptosporidium fajokra vonatkoz6 eredményeket, kissé
részletesebben pedig a Toxoplasma gondii és foleg a Plasmodium speciesekkel kapcsolatos problémakat.
A DNS alapu moédszerek jelen formajukban nem egyszertiek, a vizsgalatok tobb 1épcsdben folynak. Az
erre szolgalo laboratoriumok felallitasa, a miiszerek és a reagensek beszerzése meglehetdsen koltséges.
Feltehetd, hogy a molekularis bioldgiai modszerek nem fogjak feleslegessé tenni a mikroszkopos és
szeroldgiai vizsgalatokat, de azokkal egyiitt segitségiinkre vannak a biztosabb parazitologiai
laboratoriumi diagnodzis felallitasaban, a terapia hatékonysaganak megallapitasaban, tovabba rendkiviil
fontos 0j adatokat szolgaltatnak a parazita és a gazda, a parazita és a vektor kozti bonyolult kapcsolat
részletesebb feltdrasdban és pontosabb megismerésében.

SZENTIRMAI ATTILA

Azetidinon szerkezetii metabolitok képzodése; 50 év kutatasi eredményei
DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnoldgiai Tanszék, Debrecen

Tobb mint 6tven évvel ezeldtt, 1951 tavaszan a Szegedi Egyetem biologia-kémia szakos hallgatojaként
talalkoztam az Altalanos Biolégia gyakorlatot demonstratorként vezetd Ferenczy Lajossal. Késobb -
1955-ben - a sors kegyeltjeként, a Gyogyszeripari Kutatdo Intézet (GyIKI) mikrobiologiai osztalyara
keriilve az ismeretség szakmai tartalommal boviilo baratsagga fejlodott. Fejlesztési céllal a Debrecenben
elindult penicillin gyartas indokolta a GyIKI-ben a B-laktam szerkezetii antibiotikum képzodésének
vizsgalatat.

Alaptorzsként szolgalt egyrészt az NRRL-1951-B-25 valamint a Wis Q 176 Penicillium chrysogenum
torzs. Idonként egy-egy nemesitett varians frissitette az allomanyt. A hatvanas évektdl a cephalosporin
C termelésre képes Acremonium chrysogenum nemesitett variansa is vizsgalatra keriilt. Késébb
Osszehasonlito torzsként megjelent az Aspergillus nidulans.

Alapkutatasi programként szerepelt a katabolikus represszi6 jelensége, amely dontéen befolyasolta az
idiofazisban képz6d6 hasznos termék megjelenését. A céltermék képzodés élettani hatterének felderitése
kdzben kapott adatok koziil ipari vonatkozasa miatt csupan a fOvonalbol kidgazo kisérleti eredmények
keriilhettek. Hosszu ideig a penicillin fermentacié tejcukor szénforrason folyt vilagszerte. A gliikkoz, bar
a konidium csirazasa és a micélium novekedése szempontjabol idedlis szénforras, mégis a G-penicillin
képz6dés szempontjabdl jelenléte katasztrofalis. Ez a monoszacharid nemcsak a bioszintézisben részt
vevo enzimek képzddését zavarta, de az élettani viszonyok alakitasan keresztiil a végtermékképzddeést is
gatolta A karos hatas poliszacharid, illetve oligoszacharid szénforrason egyarant jelentkezett, mert az
indukalhaté amilaz hatasara felszabaduld gliikoz, illetve az indukalhato invertdz hatasara nadcukorbol
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képz6do glitkdz-fruktéz elegy jelentdsen csokkentette a penam vaz képzodését. A laktoz elonyos hatasa
magyarazand6 volt, mivel a B-galaktozidaz altal lebontott tejcukorbdl gliikéz és a gombaknal B-
galaktozidaz képzodést indukalod galaktoz szabadul fel. A megjelené enzim hatasara felszabadulo gliik6z
mennyisége pedig eldidézheti a gatld hatast. Ez figyelhetd meg az A. chrysogenum tenyészetben, ahol a
laktéz nem javitotta a termékképzodést. Eredményes volt viszont az ididofazisban szénforrasként
ndvényi olajat hasznalni. Ez esetben a gliikdz neogenezis soran képz6dé G-6-P szolgaltatja a szekunder
metabolit termék képzddéséhez sziikséges NADPH szintet. (10-12 NADPH /molekula.) A penicillint
termeld torzsbol izoldlva a laktozt bontd fehérjét kideriilt, hogy az valojaban gliik6zaminidaz dimer,
amelynek képzédését nem befolyasolja sem a laktoz, sem a galaktéz, gy az idofazisban levé tenyészetet
visszafogott meértékben latja el szén ¢és enrigiaforrasként hasznosuld (glikoz ¢€s galaktoz)
monoszacharidokkal.
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SZILAGYI ZSOLT, BATTA GYULA, ENCZI KLARA, SIPICZKI MATYAS
Fork-head tipusu transzkripciés faktorok a hasadé élesztében
DE TTK Genetikai és Molekularis Biologiai Tanszék, Debrecen

A fork-head tipusu transzkripcids faktorok kozel tizendt éves multra tekintenek vissza. Az els6ként

izolalt ilyen tipust regulatort D. melanogaster fork-head mutansanak elemzése soran azonositottak.
Napjainkig fork-head regulatorokat szamos emlés fajban (koztiik az emberben) tobbsejtii szervezetekben
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és egysejtli eukariotakban is azonositottak. Funkcidjukrol egyre tobb informacio all rendelkezésre,
amely alapjan elmondhato, hogy kulcsfontossagi szerepiik van a sejtosztodasi folyamatok és
sejtdifferencialodasi folyamatok szabalyozasaban, valamint az embriogenezisben is.

A fork-head tipusu regulatorok szerepének tanulmanyozasa egyszerti eukariotakban, a mar bizonyitottan
jelentds modellszervezetként szamon tartott Saccharomyces cerevisiae-ben indult el, ahol a gének
elemzése azt mutatta, hogy jelentds szerepet jatszanak a sejtosztodasi folyamatok szabalyozasaban.
Kiilonosen a sejtciklus kutatasok terén igen jelentés modellszervezet, a Schizosaccharomyces pombe
hasadé élesztd fork-head génjeinek tanulmanyozésa szintén nagymértékben hozzajarulhat a regulatorok
szerepének megértéséhez. A két mar részben jellemzett fork-head gén tanulményozasa megmutatta,
hogy — hasonléan mas szervezetek fork-head génjeinél tapasztaltakhoz — mindkét gén szerepet jatszik
sejtdifferencialodasi és sejtosztodasi feladatok szabalyozasaban. Munkacsoportunkban tortént meg az
egyik regulator (sepl) azonositisa ¢és jellemzése. A sepl gén elemzése megmutatta, hogy
kulcsfontossagu szerepet jatszik a citokinezis végrehajtdsaban, valamint a mitézissal torténd
Osszehangolasaban. Eredményeinek azt mutatjdk, hogy a sepl/ gén terméke poszttranszlacios
szabalyozas alatt 4ll, amelynek szerepe lehet a fenti feladatok ellatasaban.

A hasado élesztd genomszekvenciajanak meghatarozasa lehet6vé tette egyéb, ismeretlen funkcioju fork-
head tipusu regulatorok azonositasat és azok funkcionalis genomikai megkdzelitéssel torténd vizsgalatat.
Azonositottunk két tovabbi fork-head tipusu reguldtort, valamint elkezdtiikk szerepiik vizsgalatat. A
deléciés mutansok elkészitését kovetd genetikai és citologiai vizsgalatok megmutattak, hogy egyikiik
(fhp2) ugyancsak szerepet jatszik a sejtosztodasi folyamatok szabalyozasaban, mig masikuk (fipl) nagy
valoszinliséggel nem rendelkezik ilyen funkcioval.

Eredményeinek azt sugalljak, hogy a tavoli rokon faj (Saccharomyces cerevisiae) fork-head génjei
szerepéhez hasonlod szerepet jatszhatnak a tanulmanyozott fork-head gének is. Ez azt sugallja, hogy az
evoluciod soran a gének szerepe els6dlegesen a kulcsfontossagu sejtciklus folyamatok ellatdsa volt, majd
a tobbsejtes szervezddés megjelenésével egyiittjaro tovabbi szabalyozasi feladatok megoldasa érdekében
funkciojuk kiszélesedett, amely egyiitt jart a fork-head gének szamanak erételjes novekedésével.

SZLADEK GYORGYI', JUHASZ ATTILA’, KARDOS GABOR?, MAJOR TAMAS’, TAR ILDIKO’,
GERGELY LAJOS'?, SZARKA KRISZTINA’

A TT virus (TTV) koinfekciéo fokozhatja a human papillomavirus (HPV) onkogén hatasat
gégekarcinomaban

'MTA Tumorvirus Kutatécsoport; “DE OEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet; °DE OEC Bérgyogyaszati Klinika;
*DE OEC Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, Debrecen

A TTV egy kisméretii, burok nélkiili virus, 3,8 kilobazis hosszlisagli genomjat egyszalu, cirkularis DNS
alkotja. A TTV széles korben eléforduld virus, TTV DNS-t szamos emberi szovettipusbol sikeriilt mar
kimutatni, azonban a TTV koroki szerepe a mai napig tisztazatlan. Az eredeti elképzelést - mely szerint
a TTV-nek bizonyos majgyulladasok kialakitdsaban lenne szerepe - vizsgald tanulmanyok egymasnak
ellentmondd eredményeket mutatnak. Ujabb kézlemények felvetették a TTV mint koroki illetve
koinfekcios tényezo szerepét mas betegségek (1éguti megbetegedések, aplasztikus anémia) esetében.

A gége daganatos megbetegedései igen gyakoran fordulnak eld a magyar lakossag korében. A
tumorképzddés etiologiai hattere és a betegség tovabbfejlodésében szerepet jatszo hatasok még nem
teljesen tisztazottak. Felvetddott a HPV, mint koéroki tényezd szerepe is, de a HPV tumorfejlodésre
gyakorolt hatasat vizsgal6 tanulmanyok nem egybehangzoak.

Munkank soran megvizsgaltuk, hogy a TTV-HPV koinfekcié és a laphamsejtes gégekarcindbma
kifejlodése és progresszidja kozott van-e kapcsolat? A TTV és HPV el6fordulasi gyakorisaat PCR
segitségével hataroztuk meg 40 egészséges egyén, illetve tiz rekurrens laringealis papillomat6zisban, Gt
malignizalt papillomaban, és 25 gégekarcinomaban szenvedd beteg szovetmintaiban. A kapott adatokat
a betegség progresszigjat figyelembe véve elemeztiik. Azon 11 beteg esetében, akiknél metasztazis vagy
recidiva volt tapasztalhatd, magas aranyban (72%) talaltunk HPV-TTV koinfekciot, mig a 14 tumor-
progresszié mentes beteg esetében nem volt kimutathaté koinfekcio. A mindkét virussal fert6zott
karcinémas betegek esetében szignifikansan rosszabb volt a tumormentes talélés (p<0,001). Az 6t beteg
koziil, akiknél a papillomatdzis malignus transzformacion ment at, négy szintén fertézott volt mindkét
virussal.
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A HPV ¢és TTV kozotti egylittmiikodés természetének felderitése még tovabbi vizsgalatokat igényel, de
az 1. genocsoportba tartozé6 TTV-vel illetve HPV-vel vald koinfekcid egyértelmiien Osszefiiggésbe
hozhato a gégekarcinomak rossz klinikai kimenetelével.

SZMOLKA ANNAMARIA', NOGRADY NOEMI’, RASKY K.?, PETERFY F.>, NAGY BELA'

A PCR és ELISA alkalmazasanak lehetéségei a baromfi Salmonella monitoring programokban
'"MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatéintézet; “Johan Béla OEK Fag és Molekularis Epidemiolégiai Osztaly;
*Diagnosticum Rt., Budapest

A baromfi allomanyok Salmonella fertozottsége szamos fejlett orszagban az érdeklédés kdzéppontjaban
all, amiatt, hogy a human salmonellosisnak igen gyakori forrasa a baromfi fertézottsége. Kellden
hatékony ellendrzési (monitorozasi) rendszer nélkiil egyetlen jarvanyiigyi mentesitési vagy gyéritési
program sem érheti el céljat, ezért a fenti célokon belill els6dleges feladat a S. Enteritidis és S.
Typhimurium kimutatasi rendszerek javitasa, kiilonds tekintettel a baromfiallomanyokra.

A jelenlegi klasszikus bakteriologiai modszert a baromfiipar bizonyos igényeihez képest lassunak
tartjuk. Ezért munkank célja az volt, hogy a jelenleginél gyorsabb, specifikusabb eredményre vezeto,
hatékonyabb (és igy hosszabb tavon koltségtakarékosabb) modszereket bocsassunk egy beinditando
hazai Salmonella monitoring program rendelkezésére, az ELISA és a PCR technika alkalmazasaval.
Sajat eldallitast monoklonalis ellenanyagokra alapozott DAS-ELISA-val és a szakirodalomban
publikalt, altalanos Salmonella kimutatd6 PCR primer valamint szerovar (S. Enteritidis és S.
Typhimurium) specifikus PCR primerek adaptalasaval olyan Salmonella kimutaté rendszert
alakitottunk, ki, mely a fenti igényeket kielégitheti.

Eredményeink az alabbiakban foglalhatok dssze:

PCR és DAS-ELISA rendszerekkel eldzetes vizsgalatokat végeztiink kiilonb6z6 mesterségesen fert6zott
mintakkal (baromfi bélsar, -vakbél, -takarmany és -hts) annak sziirérendszerkénti alkalmazhatdsaganak
meghatarozasara.

A peptonvizes eldusitora kidolgozott PCR rendszerek a vizsgalt bélsar, vakbél., takarmany-, és hus
mintakban Iényegében a bakteriologiai eredményekkel 6sszhangban mutattak ki a Salmonella jelenlétét
és érzékenységiik is megegyezik a bakteriologiai modszerek érzékenységével (10%-10° cfu/ml), kb. 95%-
os specificitas mellett.

A DAS- ELISA rendszereket kiillonb6z6 un. ,,vad” vakbél és csirkehis mintakkal is vizsgaltuk és a
kapott eredményeket 0sszehasonlitottuk a bakterioldgiai ¢s a PCR altalanos Salmonella primerparral
kapott eredményekkel. Ennek alapjan megallapithatd, hogy a modszer érzékenysége - mint azt a
mesterségesen fert6zott mintaknal is meghataroztuk és varhatdo is - elmarad a PCR modszer
érzékenységétdl (kb. 10°-107 cfu/ml) specificitasa viszont megegyezik. a PCR modszernél kapott
eredményekkel.

Mindkét modszernek nagy elénye a hagyomanyos modszerrel szemben az, hogy 48 oran beliil (de egy
déleldtti mintaérkezés esetén a masnapi munkaiddé végére) a pozitiv mintak tulnyomo tobbségét ki tudja
mutatni, s ezen feliill a PCR moddszer arra is valaszt ad, hogy a Salmonella kontaminaci6 S. Enteritidis
vagy S. Typhimurium eredetii-e (amely informacio6 jelenleg is kiemelt fontossagu).

SZOMOR KATALIN, PAPP DANIEL, DENCS AGNES, RUSVAI ERZSEBET, BROJNAS JUDIT,
TAKACS MARIA

Aktiv és passziv immunizalas ellenére HBsAg hordozova valt gyermekek hepatitis b virusainak
nukleotidsorrend-vizsgalata

Johan Béla OEK Virologiai Féosztaly, Budapest

Magyarorszagon 1995-ben vezették be a terhes kismamak HBsAg sziirését. A pozitivnak bizonyult
kismamak ujsziildttjeit sziiletéskor azonnal passziv illetve aktiv immunizacidban részesitik. A HBsAg
pozitiv édesanyatdl sziiletett, kés6bb HBV hordozova valt gyermekek aranya az oltas bevezetése utan
~0,8%. Az oltas hatékony védelmet nyujt a hepatitis B virus altal okozott fertdézések kivédésére.

crer

amelyeket egy vagy két pontmutacié indukal, elegendéek lehetnek ahhoz, hogy a mutans fehérjével
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rendelkezd virus kijatssza az immunrendszert. Célunk az volt, hogy egy bizonyosan oltott, de mégis
HBsAg-pozitiv populacioban vizsgaljuk meg a betegek és hordozok virusait (7 sziiletéskor immunizalt
gyermek, 1 oltott felnétt). Osszehasonlitasul -informacioink alapjan- nem oltott, 3 akut és 5 kronikus
hepatitisben szenvedd beteg virusat vizsgaltuk. Meghataroztuk a feliileti fehérjét kodolod szakaszrol
késziilt, 200 bp hosszi PCR-termék nukleotid-sorrendjét. A vizsgalt szakaszon szamos helyen talaltunk
csendes, illetve aminosav-cserét eredményez6 mutaciot. A mutans HBsAg fehérjére jellemz6 aminosav-
csere (Gly->Arg a 145-6s helyen), az altalunk vizsgalt mintakban nem fordult elé. Meghataroztuk a
virusok genotipusait is, foleg A és D tipusokat talaltunk. Ez megegyezik a korabbi, mas génszakaszon
végzett genotipus-meghatarozasi eredményeinkkel. A vizsgalt mintak kozott eléfordult azonban egy-egy
B ¢és F genotipusokhoz hasonl6 virus is, amelyek feltehetden importalt esetek.

SzUCS GYORGY
Patogének detekcidjanak nehézségei kornyezeti mintakban
Baranya megyei ANTSZ Virologiai Osztaly, Pécs

A természetes és mesterséges kornyezetiinkben 1évé mikroorganizmusokkal a kornyezet mikrobiologia,
mint interdisciplindlis tudomanyteriilet, foglalkozik. A hagyomanyos taxondémia szerint a
mikroorganizmusokat 6t nagy csoportba soroljuk: a ,sejtes” (sejtmembrannal rendelkezd) algakra,
baktériumokra, gombakra és protozoonokra, valamint az ,acellularis” virusokra. Ezek a
mikroorganizmusok nagyon Osszetett - és még csak kis részben ismert - interakciokban vannak
egymassal és makrokornyezetiikkel, és alapvetdek a biogeokémiai ciklus fenntartasaban, ami a foldi élet
folyamatossaganak alapja. A kolcsonhatasok — egyszeriisitve — neutralisak, pozitivak vagy negativak
lehetnek az egyes szervezetekre aszerint, hogy elénye vagy hatranya van-e beldle a résztvevoknek. A
patogén mikroorganizmusok, noha a kolcsonhatasok nem fixaltak (lasd: opportunista patogének),
»elonyt” huznak az emberrel, allatokkal, novényekkel vald kapcsolatukbol, amiket az ember igyekszik
kivédeni. — Kiils6 kornyezetiinkbdl, a vizbdl, talajbol, kevésbé a levegdbol - (amelyek elsdsorban atvivo
kozegek) a patogének és anyagceseretermékeik kimutatdsa napjaink modszer-sokféleségével sem
egyszerii. A prokariotak diverzitdsa, nagysaguk, a kornyezetben 1évé szamuk, nagyfoka metabolikus
flexibilitasuk, kevert populacioik (1asd: biofilm), stb. mind-mind kimutatasukat limitalo tényezok.

Az elbadas az Uj analitikai képalkotd mikroszkopos vizsgalati lehetdségektdl kezdve a legujabb
molekularis modszerekig (bioriporterek, bioszenzorok, mikroprobak, stb.) kisérletet tesz a kimutatasi
nehézségek felvazolasara, és viz-virologiai példakkal illusztralja a problémakat. Az eléadd reméli a
résztvevok aktiv kdzremitkodését, hozzajarulasat - a mar sajnos a bioterrorizmust is érint6 - témakor
minél szélesebb és alaposabb megvitatasdhoz.

TAKACS JUDIT
Peptonok - fermentacios alkalmazasa - termékbemutato
Becton-Dickinson Hungary Kft., Budapest

Az eldadasban a peptonok eldallitasi folyamatair6l és ezen folyamatoknak a sejtek ndvekedésére és
anyagcseréjére gyakorolt hatasarol beszéliink.

A fehérjék, mint az €16 szervezetek nélkiilozhetetlen strukturalis és funkcionalis elemei, valtozo szami
peptidkotéssel kapcsolodd amindsavat tartalmazd lancokbdl allnak és rendkiviill complex strukturat
alkotnak. A fehérjék hidrolizis titjan alkotéelemeikre, peptidekre, aminosavakra bonthatok. Ez lehet egy
erbteljes savas hidrolizis vagy éppen proteolitikus enzymes bontés.

A savas hidrolizis egy durva eljaras, altalaban magas homérsékleten zajlik, és valamennyi peptidkotést
képes megtamadni, bizonyos esetekben még az egyes amindsavakban is kart tesz.

A proteolitikus enzymes hidrolizis sokkal enyhébb eljaras, nem igényel magas homérsékletet és
altalaban bizonyos peptidkotés tipusokra specifikus.

A hidrolizis koriilményei, mint a felhasznalt enzim mennyisége, az emésztés idOtartma, a pH és
hémérséklet egyértelmiien meghatarozzak a hidrolizis fokat és ezzel egyiitt a hidrolizatum mindségét.

A kiilonb6z6é peptont vagy peptonokat trtalmazd complex fermentacios taptalajok azzal az elonyos
tulajdonsaggal rendelkeznek, hogy a mikroorganizmusok széles kdre szamara biztositja a novekedést,
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eldsegiti a tapanyag igényes mikroorganizmusok novekedését is viszonylag alacsony koltségigénytiek.
Uj fermentacios taptalaj kifejlesztése soran, szamos kiilonbozé peptonféleséggel torténd egyedi
kisérletek javasoltak az optimalis peptone vagy peptone-kombinacio kivalasztasahoz.

Ebben az eldadasban bemutatjuk milyen hatdst gyakorol a peptonok molekula sulyuk, hidrolizisiik
tipusa valamint a kiindulési fehérje jellege révén a kiillonbdz6 organizmusok anyagcseréjére

TAKACS KRISZTINA, *PESTI MIKLOS

A Schizosaccharomyces pombe dpapl jelatviteli mutansanak génexpresszios vizsgalatai kadmium
kezelés hatasara

PTE TTK Altalanos és Kornyezeti Mikrobioldgia Tanszék, Pécs

Kisérleteink soran Schizosaccharomyces pombe sziil6i torzsét és a beldle szarmazé MAP kinaz kaszkad
jelatviteli mutansait (owisl, ostyl, oatfl, dpapl, dsinl ), valamint az 1.972/K vad tipusu torzset
hasznaltuk. A MAP kinaz kaszkad tagjai (Wisl, Styl) bizonyitottan az Atfl, Sinl, Papl transzkripcios
faktorokon keresztiil szabalyozzak a kiilonbozo stresszfolyamatokban a célgének expressziojat [1].
Vizsgaltuk szamos stresszor (oxidativ ill. fém stresszorok) hatdsat a jelatviteli mutans torzseknél. A
minimalis gatld koncentraciora vonatkozod kisérleti eredmények alapjan, a Cd*" a Wisl-Styl-Papl
jelatviteli lancon keresztiil fejtheti ki hatisat. A tovabbiakban a Cd*" kezelés sordn bekovetkezd
folyamatokra koncentraltunk, hogy meghatarozzuk a jelatviteli mutansoknal a molekularis folyamatokat
¢és a kadmium altal indukalt géneket.

Kadmiummal szemben a dpapl mutans érzékenynek bizonyult, amelyet a -Cd detoxifikacidban
meghatarozé szerepet jatszo- mért alacsony glutation koncentracio is megmagyaraz. Génbanki adatok és
microarray mérések alapjan azon gének expressziojat vizsgaltuk, amelyek szerepet jatszanak a sejt
kadmium detoxifikaciés folyamataiban [2, 3]. Munkank soran 0,5 mM CdSOy-al kezeltiik a térzseket 0,
30, 60, 120, 240 perces kezelési idét alkalmazva, razatott tenyészetnél. Az altalunk kivalasztott gének
(SPCC794.01c—gliikoz-6-foszfat 1-dehidrogendz, gsal, hmtl, hmt2, sodl, sod2, trx2) expresszidjat
reverz-transzkriptaz PCR és northern blot technikaval hataroztuk meg.

RT-PCR technikéval megallapithaté volt, hogy minden eddig vizsgalt gén egyarant expresszalodott a
vad és a dpapl muténs torzsben, tehat ezen gének expresszioja fliggetlen a Papl transzkripcids faktortol,
s nem ezen gének okozzak a dpapl torzs Cd*" érzékenységét. A génexpresszio mértékét, az esetleges
indukciét illetve repressziot northern blot technikaval vizsgaltuk. Megallapithatjuk, hogy a hmtl
(szulfid-quinon oxidoreduktdz) a vad és a dpapl torzsben is expresszalodik, de igen kis mértékben és az
expresszio szintje szamottevéen nem valtozik az id6 fiiggvényében a kadmium kezelés hatasara. A sodl
(Cu/Zn szuperoxid dizmutaz), a sod? (Mn szuperoxid dizmutaz), trx2 (thioredoxin) és a hmit2
(vakuolaris transzporter fehérje) gének expresszidja erdteljes, de szintén nem valtozik.

A jovoben kisérleteket fogunk végezni tovabbi olyan génekkel, amelyek részt vesznek a sejt kadmium
detoxifikacios folyamataiban. A génexpresszios vizsgalatokat enzimaktivitds mérésekkel is szeretnénk
alatdmasztani. Vizsgalni fogjuk fluoreszcens mikroszkoppal a Papl transzkripcios faktor sejtbeli
lokalizaciojat Cd*" kezelés hatésara a dpapl torzsnél, melyet pREP41-pap1-GFP transzformalunk.

1. Banuett, F. (1998). Signalling in the yeasts: an informational cascade with links to filamentous Fungi.
Microbiol. and Molecular Biol. Rewiews, Vol.62, No.2, 249-274.

2. Chen, D., Toone, M., Mata, J., Lyne, R., Burns, G., Kivinen, K., Brazma, A., Jones, N., and Bahler, J. (2003).

Global transcriptional responses of fission yeast to environmental stress. Mol. Biol. of the Cell, Vol. 14, 214-229.
3. http://www.sanger.ac.uk/

TAKACS TUNDE, VOROS IBOLYA

Az arbuszkularis mikorrhiza gomba oltéanyagok mezogazdasagi és kornyezetvédelmi
alkalmazasanak lehetdségei

MTA Talajtani és Agrokémiai Kutat6 Intézete, Budapest

A szarazfoldi Okoszisztémakban altalanosan elterjedt a gombak és novények kozti mutualista

szimbiozis, azaz kolcsondsen eldnyds egylittélés tipus a mikorrhiza. A mikorrhizak legdsibb és
legelterjedtebb tipusa az arbuszkuldris mikorrhiza (AM). A névények gyokerében €16 AM-gombak a
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novények taplalkozasat, ellenalloképességét a tdpanyagok felvételére, a gydkerek novekedésére és
folyamataira gyakorolt direkt és indirekt hatasuk révén képesek befolyasolni. A gazdandvények
szamara a gombapartner jelenléte jobb talajkihasznalést tesz lehetové mind tapanyag- mind vizfelvétel
szempontjabol. Az AM-gombaval fert6zott, in. mikorrhizas novények szarazsaggal, tapanyaghiannyal
kiilonb6z6 biotikus és abiotikus stressztényezokkel szemben (patogének, so, nehézfémek stb. okozta
stressz) tanusitott ellenalloképessége nagyobb, mint a nem mikorrhizaltaké.

Az AM-gombik elsOsorban lagyszari novényekkel élnek egylitt és legtobb termesztett novényiink
gyoOkerét kolonizaljak, de szimbiozisban élnek egyes fasszarh novényekkel is. Hazai éghajlaton
gylimdlcsfaink (pl. alma, barack, szilva), a sz6l6, erddalkoto és telepitett fak koziil pl.: nyar, akac,
juhar, koris, éger, fliz stb. gazdanovényei az AM-gombaknak. Az AM-gomba oltéanyagokkal torténd
oltas, elsdsorban a tapanyag- ¢és vizellatas javitasan keresztiil el6segiti a mikroszaporitott, mikorrhizas
gylimdlcscsemeték liveghazba torténd Kkiiiltetéskor ill. konténerezéskor fellépd un. akklimatizacios
stressz lekiizdését. Irodalmi adatok szerint az AM-gombék jelenléte kb. 20-30- (60)%-al csokkenti a
csemeték pusztuldsi veszteségét. A mikorrhizas fak hamarabb ,,fordulnak™ termdre a termés mindsége
(egészségi allapot, nagysag, cukortartalom) jobb, mennyisége pedig nagyobb, mint a kontroll
novényeké. Az AM-gomba oltasok a talajunt teriiletek gylimolcsfakkal torténd ujratelepitése esetén
kikiiszobolhetik a csemeték tomeges pusztulasat, novelik a gazdanovény ellenalloképességét a
talajuntsagot kivalto abiotikus és biotikus stressztényezdkkel szemben. Fitoremediacids folyamatokban
fontos szerepet tulajdonithatunk az AM-gombaknak. A talajok szennyezettségétol fiiggden
fitoextrakcids vagy fitostabilizacios céloknak megfeleld fémtolerans, szelektalt AM-gomba novény
parok megvalasztasaval a nehézfémmentesitése megoldhaté ill. a szennyezOk taplaléklancba jutasanak
kockazata csokkenthetd. A novények taplalkozasaban ellenalloképességének nodvelésében betoltott
pozitiv szerepiik lehetdséget ad az AM-gomba oltdbanyagok mezdgazdasagban torténd gazdasagos
felhasznalasara, a kijuttatott miitragya, ndvényvédoszer adagok és egyéb kemikalidk mennyiségének és
erd6- vagy gyimolcsos telepitések kapcsan az atiiltetés okozta veszteség csokkentése révén. A
kornyezetvédelem, mint is alkalmazhatja 6ket tesztszervezetként vagy ritka, eltindben 1évé ndvények "
A jelen dolgozat alapjaul szolgald vizsgalatok az OTKA F042543, T038046 sz. palyazatok keretén beliil
késziiltek.

TANCSICS ANDRAS, SZABADOS ISTVAN, REVESZ SARA, POR TAMAS, MARIALIGETI
KAROLY

Aromas szénhidrogének lebontisanak vizsgalata, a lebontis kulcsenzimeinek (C120 és C230)
aktivitasvizsgalata

ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

A benzol, a toluol és a xilol (BTX-vegyiiletek), valamint ezek szdrmazékai a magasabb rendii é161ények
szamara mérgez0, ,.¢letidegen” anyagok. Szamos mikroba képes azonban ezen vegyiiletek lebontasara és
szénforrasként vald hasznositdsara. Az aromas gyurti bontasa alapvetéen kétféle utvonalon valosulhat
meg: az ,,orto” és a ,,meta” Utvonalon. Mindkét anyagcsere Utvonal kozos koztes terméke a katekol,
amelynek aromas gylirije a lebontas kovetkezd 1épésében felhasad. Az orto utvonal esetében ezt a
reakciot a katekol 1,2-dioxigendz enzim katalizalja, mig a meta utvonal esetében ezt a feladatot a katekol
2,3-dioxigenaz latja el. A két lebontasi utvonal egyszerre csak ritkan miikddik, €s ha ez el6 is fordul, az
egyik ttvonal Iényegesen kisebb intenzitassal miikddik, mint a masik. Sokkal gyakoribb, hogy egy adott
aromas vegyiilet csak az egyik utvonal enzimeinek expresszidjat valtja ki. Mivel az elobb emlitett
enzimek termékei, illetve ezek keletkezése fotometriasan detektalhatd, az enzimek aktivitasa mérhet6, és
ezaltal a torzsek lebontasi képessége jellemezheto.

Ilyen tulajdonsagokkal rendelkezd baktériumok izolalasa volt a cél a BKV Rt. Budai jarmiijavitojanal
vett talajmintakbol. A mintak, amelyeket 4 méteres mélységbdl vettiink, kézepesen, valamint erésen
szennyezettek voltak kendolajjal és gazolajjal. A mintak Osszes szénhidrogén tartalma 698 mg/kg ¢és
10600 mg/kg kozott volt (kontroll minta: <50 mg/kg). A mintakbodl gazolajos dusitod taptalajon torzseket
izolaltunk. A vizsgalatokhoz azokat a torzseket valasztottuk ki, amelyek a legigéretesebbnek
mutatkoztak arra, hogy a BTX-vegyiileteket egyediili szénforrasként hasznositani tudjak, majd a 16S
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rDNS-iik alapjan identifikaltuk oket.A Rhodococcus erythreus, a Stenotrophomonas maltophilia, a
Streptomyces lateritius, a Microbacterium oxydans és egy Janthinobacterium torzs viszonylag magas
benzol, toluol vagy xilol koncentracot is képesek voltak toleralni és ezen vegyiileteken ndvekedni. A
BTX-vegyiileteken kiviil vizsgaltuk még a ftalsav, a natrium-benzoat, a fenol és a diklor-benzolok
lebontasat. A dioxigenaz enzimek aktivitasinak mérését harom torzs esetében végeztik el, amelyeket
benzollal inkubaltunk, és az alabbi ,,erésorrendet” sikeriilt felallitani koztik: Rhodococcus erythreus >
Microbacterium oxidans > Janthinobacterium sp.. Az eredményekbdl az is lathato, hogy ezen torzsek
esetében a benzollal torténd indukcid soran kizardlag az orto utvonal aktivalodik.

TAPASZTI ZSUZSANNA', FORGACH PETRA', KOVAGO CSABA', BAKONYI TAMAS'
HORNYAK AKOS', DORON HAREL', GRAZYNA TOPOLSKA?*, RUSVAI MIKLOS’

A fekete anyabolcso virus kozép-eurdpai izolatumainak filogenetikai vizsgalata

'SZIE AOTK Jarvanytani és Mikrobiologiai Tanszék, Budapest; “Vars6i Mezégazdasagi Egyetem Allatorvos-
tudomanyi Kar Klinikai Tudoméanyok Tanszék, Vars6, Lengyelorszag

Magyarorszagi méhészetek virusfertdzottségének felmérése soran néhany méhmintabol reverz
transzkripcios polimeraz lancreakcid (RT-PCR) segitségével sikeriilt kimutatnunk a mézelé méh (A4pis
mellifera L.) fekete anyabolcsé virus (Black Queen Cell Virus, BQCV) nukleinsavanak jelenlétét. A
virusfert6zes tlinetei az anya-alcak babozodasi zavaraban illetve elhullasdban nyilvanulnak meg, de a
BQCV jelen lehet a dolgozd6 méhekben is, tiinetmentes formaban. A virusfertézést nagyobb
gyakorisaggal figyelték meg Nosema apis egysejtli parazitaval fertozott méhcsaladokban. A 30 nm
atmérdji pozitiv szimpla szali RNS virus a Dicistroviridae csalad Cripavirus nemzettségébe tartozik.
Genomja 8550 nukleotid hosszusagli és két nyitott leolvasasi keretet (open reading frame ORF)
tartalmaz: az ORF1 nem strukturalis proteineket, az ORF2 strukturalis proteineket kodol. A génbankban
elhelyezett, dél-afrikai referencia genom alapjan tervezett oligonukleotid primer-parok segitségével
BQCV-specifikus nukleinsav-szakaszokat amplifikalunk fel magyarorszagi, lengyelorszagi és ausztriai
méhmintakbol. A torzsek strukturalis fehérjéit és a helikdz enzimet kodolo régiok részleges
szekvenalasat kovetden 0sszehasonlitottuk a kiilonbozo foldrajzi helyekrdl szarmazé virusok nukleotid-
sorrendjét. Az eurOpai torzsek egymadssal 96-98%-o0s azonossdgot mutattak, a dél afrikai torzshoz
viszont csak kisebb fokban (87-93%) hasonlitottak. A genotipusok rokonsagi viszonyait a szekvencia
analizis eredményei alapjan felallitott filogenetikai torzsfak segitségével abrazoltuk.

TAUBER TAMAS, TOTH ERIKA, KOVACS HAJNA
Velencei-tavi iiledékmintak mikrobiologiai vizsgalata kozosségi kinonspektrumuk alapjan
ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

A Velencei-t6 hazank masodik legnagyobb sekély vizl szikes tava, melynek mai arculata a XX. szazad
eleji vizszabalyozo és az 1960-as években végzett rekredcios munkak soran alakult ki. Az 1991 és 1993
kozotti szarazsag okozta krizisallapot ota élovilaganak védelme megndvekedett hangsulyt kapott,
vizmindségének, oOkologiai allapotanak ellenérzésére kormanyhatarozatban (1031/1995.) eldirt
monitoring program miikodik. Ennek keretében folyik karakterisztikus él6helyeinek (pl. szulfurétum,
nyilt vizterek) bioldgiai monitorozasa. Ebbe a munkaba kapcsolodtunk be mi is 2003 nyaran és 6szén
vett mintak kinonprofiljanak meghatarozasdval. A kinonok, mint kemotaxonomiai markerek, a
kozosségek taxonomiai dsszetételérdl és a csoportok abundanciaviszonyairdl nyujtanak informaciot.
Mintaink két naddasoktol koriilzart (Német- és Langi-tisztas), két nyiltvizi (Agard és Fiirdetd) valamint
egy szintén nyiltvizi, de rendszeres kotrassal folyamatos zavarasnak kitett (Kajakpalya) élohelyrol
szarmaztak.

A talajmintakat eldszor diklor-metdn : metanol 1:2 aranyu elegyében, foszfat-puffer jelenlétében egy
¢jszakan at kevertettiik. Tiz perces ultrahangos kezelést kovetden a mintakat 12 o6ran at allni hagytuk,
majd a szerves fazist Whatmann-papiron atsziirve kiilonitettiik el a talaj szilard alkoto6itol. Vakuumos
beparlast (Rotadest 2118) kdvetden a lipidoldékony anyagok extraktumat kloroformban vettiik fel, majd
szilikagél alapu oktadecil oszlopon szeparaltuk a kinonokat a gliko- és foszfolipidektdl. A kinontartalmt
frakciot Kieselgel 60 Fpsy tipusu szilikagél vékonyrétegen tisztitottuk tovabb (eluens: hexan-dietiléter
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55:10). A rétegrol visszanyert kinonokat acetonitril : izopropanol 65:35 eluens haszalata mellett magas
nyomasu folyadék kromatograffal vizsgaltuk (Pharmacia LKB 2248 pumpa, oszlop:ODS Spherisorb,
Uvikord II detektor).

Nyaron az iiledékek kinonok szerinti hasonlésaga szoros egyezést mutatott a helyszinek
makromorfologiai sajatsagaival. Oszre ez a hasonlosdg megsziint, a nyilt vizi teriiletek jelentds
valtozason mentek at. A legszembedtlobb nyarrol Gszre mutatott valtozas a hosszl és/vagy telitett lanct
menakinonok majd minden mintdban tapasztalhato feldusulasa volt. Ebbdl aktinobaktériumok
elszaporodasara kovetkeztethetiink, ami pedig a t6 szervesanyag-terhelésének 6szi novekedését
valdszinlsiti, hiszen igen sok jelentds szaprotrof szervezet keriil ki ezen mikrobak korébol. Ezzel
Osszhangban all a tovabbi tapasztalat, miszerint a zart, nadasokkal dvezett teriiletek mutattdk a kisebb
valtozast e téren, mig a vizadokhoz kozeli nyilt viziek a legnagyobbat. Kajakpalya teriiletén, ahol a
nyaron észlelt tomeges halpusztulas nyoman extrém nagy szervesanyag-felhalmozodassal szamolhatunk,
megjelentek az anaerob lebontasi folyamatokban szerepldé szulfatlégzé baktériumokra (pl.
Desulfobulbus, Desulfovibrio) jellemz6 kinonok is.

TAVASZI AKOS, SZAKACS GYORGY

Alacsony hémérsékleten novekeddé Trichoderma gombak izolalasa és vizsgalata szilard fazisa
fermentacié alkalmazasaval

BME Mezb6gazdasagi Kémiai Technologiai Tanszék, Budapest

Az elmult évtizedekben vilagszerte szamos felismerés és kisérlet sziiletett a biologiai ndvényvédelem
teriletén. A kutatasok célja, hogy csokkentsiik a természetbe keriildé kémiai novényvéddszerek
mennyiségét, de ugyanakkor kiaknazzuk a biologiai kontroll éldlényekben rejlé potencialis
lehetoségeket. A fonalas gombak koziil elsdsorban a Trichoderma nemzetséghez tartozod fajokra
jellemzé a mikoparazitizmus. Igen sok izolatum mutat kiemelkedéen magas Kkitindz és gliikkandz
enzimtermelést, amivel képesek mas novénypatogén gombak sejtfalat bontani. Az eddigi kutatdsok
soran azonban csak néhany Trichoderma faj biokontroll képességét vizsgaltak, és ezek dontd tobbsége
mezofil volt. A kutatomunka soran a nemzetség egy specialis csoportjaval, az alacsony homérsékleten
névekedd Trichoderma torzsekkel foglalkoztunk. A jelenleg piaci termékként forgalmazott Trichoderma
készitmények egyike sem alkalmas igazan mérsékelt égovon Oszi-téli-kora tavaszi biologiai
novényvédelemre, ilyen célok eléréséhez 0j Trichoderma torzsekre van sziikség. A kutatas els6 részében
Oroszorszagi hideg teriiletekrél szarmazo talajmintakbol izolaltunk + 10 °C-on Trichoderma torzseket.
Az izolalas és tisztitdas eredményeként 4 talajmintabol 9 Trichoderma torzset sikeriilt izolalnunk.
Tovabba, kanadai, amerikai és finn talajmintakbol tovabbi 14 ,hidegtir6” Trichodermat izolaltunk A
kutatas masodik részében 23 alacsony homérsékleten novekvd izolatumot vizsgaltunk meg kétféle
hémérsékleten (20 °C-on és 30 °C-on) 5 noévénypatogén gomba (Rhizoctonia solani, Pythium
debaryanum, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Sclerotium sclerotiorum) ellen Petri csészés Un:
konfrontacios (dual culture) kisérletekben. Két torzs, a TUB F-1170 és a TUB F-1173 jelii mutatott jo
mikoparazita képességet a ndvénypatogén gombak ellen. Tizennégy, alacsony hdmérsékleten névekedd
Trichoderma torzs kitindz enzimtermelését is megvizsgaltuk, szilard fazisu fermentacioé keretében, 4 féle
taptalajon, 20 °C-on. Nem taldltunk kozvetlen Osszefliggést a mikoparazita képesség és a kitinaz
enzimtermelés kozott. A TUB F-1170 és a F-1173 jeli er0s antagonista torzsek kitindz enzimtermelése
buzakorpa-kitin keverék taptalajon kozepes mértékii volt. Ugyanakkor gyenge mikoparazitizmust
mutato térzs jo kitindz enzimtermeléssel tiint ki. A termelt kitinaz enzim homérséklet optimuma 20 °C
koriili értéket mutatott.

TOTH ERIKA, TAUBER TAMAS, BOHUS VERONIKA
Kemotaxonémiai markerek felhasznalasa mikrobialis biodiverzitas vizsgalatara
ELTE TTK Mikrobiologiai Tanszék, Budapest

A mikrobidlis 6kologia hagyomanyos vizsgalati modszerei mellett egyre inkabb tért hoditanak a

tenyésztéstol fiiggetlen molekularis bioldgiai €és kemotaxondmiai modszerek. Bar a molekularis
ujjlenyomat modszerek finomabb felbontasra képesek a kémiaiaknal, utobbiak javara irhat6 alacsonyabb
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koltségvonzatuk, altalaban kisebb iddigényiik, valamint az a tény, hogy torzitds nélkiil képezik le az
eredeti mikrobialis kozosség sokféleségét. Kutatasaink soran egy olyan talajok és iiledékek kdzosségi
biodiverzitas vizsgalatara alkalmas modszert dolgoztunk ki, amellyel egyazon mintabol megallapithato
az adott életk6zosség sokfélesége respiratorikus kinonprofilja (RQ) és foszfolipid zsirsavjai (PLFA)
alapjan, valamint foszfat alapon becsiilhetd biomasszajuk.

A modszer beallitasdhoz egymastol makromorfoldgiai tulajdonsagaiban és kémiai paraméterei
tekintetében eltérd talaj és tliledék mintakat alkalmaztunk (Bodvarako, Rudabanya, Dobddél, Kréta,
Eger, Zabszék, Velencei-td). A mintakb6l a lipidoldékony anyagok extrakcidja diklor-
metan:metanol:foszfat puffer 1:2:1 aranyu elegyében valosult meg. A szerves fazist a talaj illetve tiledék
szilard alkoto6itdl szliréssel (Whatman 2Chr) kiilonitettiik el, majd vakuumos beparlast (Rotadest 2118)
kovetden kloroformban vettikk fel. A kinonok, foszfolipidek és glikolipidek szeparalasa BB C18
oktadecil-szulfat oszlopon tortént kloroform, aceton és metanol eluensekkel. A kinontartalmt frakciot
vékonyrétegen tisztitottuk tovabb (Lieselgel 60 F,s4) majd HPLC (Pharmacia pumpa 2248, Uvicord SII
detektor) segitségével vizsgaltuk. A foszfolipidek analiziséhez a komponensek transzmetilalasa utan HP
5890 gazkromatografot hasznaltunk. Az adatok statisztikai elemzését fokomponens analizissel (PCA) a
Syntax 2000 programcsomag segitségével valdsitottuk meg.

Eger, Kréta és Dobodél valamint Zabszék mintai mind kinonprofiljuk, mind kdzosségi zsirsamintazatuk
alapjan egymashoz hasonlénak bizonyultak: ezekben a mintdkban a k6zonséges talajlaké baktériumokra
(pl. Bacillus, Cytophaga, Flexibacter) jellemz6 kinonok ¢és zsirsavak mellett az Enterobacteriaceae
csaladra jellemzé kemotaxondomiai markereket talaltunk, ami korrelal ezen mintak fekalis
szennyezettségével. A Zabszéki minta annak ellenére keriilt ebbe a csoportba, hogy kémiai paramétereit
tekintve a legszélsOségesebb tulajdonsagokkal birt, itt érhetd tetten modszeriink egyik korlatja. A
rudabanyai és velencei-tavi liledék mintak minden tekintetben egy csoportba keriiltek, mindkét esetben
egyrészt aktinobaktériumok (Streptomyces, Glycomyces, Actinomyces) masrészt szulfatredukalo
baktériumok (Desulfobacter, Desulfovibrio) jelenlétét detektaltuk. Mellettiik jelentés mennyiségben
mutattunk ki mikroeukariotakat is: a velencei tavi mintabol Penicillium és Paecilomyces
mikrogombaékra, valamint mitokondriumokra jellemzd kinonokat detektaltunk, a rudabanyai mintababan
¢éleszt6-specifikus kemotaxonomiai markereket mutattunk ki. A bodvardkéi minta annak ellenére
elkiiloniilt a tobbitdl, hogy kémiai paramétereit tekintve atlag kozeli helyzetet foglalt el: tobb olyan
kinont és zsirsavat is talaltunk benne, amely jelenlegi tudasunk alapjan egyetlen ezidaig leirt taxonbol
sem 1smert.

TOTH ISTVAN', LANCZ ZSUZSA*, NAGY BELA'

Szarvasmarha eredetii Escherichia coli O157 és verocitotoxin-termelé E. coli (VTEC) torzsek
magyarorszagi monitorozasa és jellemzése

'MTA Allatorvos-tudomanyi Kutatointézet; *Orszagos Elelmiszervizsgal6 Intézet, Budapest

Az Escherichia coli O157 (EHEC) ill. Vero/Shiga toxin-termel6 E. coli (VTEC/STEC) stlyos
kozegészségligyi problémat jelent vilagszerte. Mivel a STEC a 6 rezervoarjat a kér6dzok, elsdsorban a
szarvasmarhak jelentik, ezért célunk volt a hazai vagémarhak és tejeld tehenek E. coli O157 és STEC
hordozasanak monitorozasa, és az izolalt torzsek geno- és fenotipusos jellemzése. A harom vagohidrol
és egy gazdasagbol szarmazo egészséges szarvasmarhdk remesebél (n=428), széklet (n=214) és tej
(n=114) mintait vizsgaltunk O157- specifikus magneses szeparaciés (IMS) modszerrel és “VTEC-
screen” kittel. A mintak egy részét O26- és O111-specifikus IMS is vizsgaltuk. A remesebél mintak 7,4
%-a (32/428), a nyerstej mintdk 7 %-a (8/114) és a széklet mintdk 2,8 %-a (6/214) tartalmazott E. coli
0157 torzset. A mintak 6 %-a (46/756) tartalmazott VT-termeld baktériumot, ebbdl 6sszesen 22 VTEC
(9 0157, 1 026 és 12 OX) torzset tudtunk azonositani. Az izolalt E. coli O157 torzsek valtozatos
pathotipusuak voltak: 17,4 % (8/46) bizonyult tipikus EHEC-nek (stx, eae), 69,6 % (32/46) atipusos
EPEC-nak (eae-pozitiv, EAF-negativ), 2,2 % (1/46) volt STEC, és 10,8 % (5/46) torzs nem rendelkezett
sem stx, sem eae génnel. A remesebél eredetli (n=7) és bélsarbal izolalt (n=1) 0157 EHEC t6rzsbdl az
stx1 €s stx2 gént, a tej eredetii (n=1) O157 EHEC t6rzsbdl az stx2 gént mutattuk ki. Az O157 tdérzsek
szinte egységes rendelkeztek az enthly génnel, gyakran volt kimutathaté a paa, és espD, és az
enteroaggregativ hdstabil toxin (eastl) gén. Egyetlen torzsben sem fordult eld a cnf gén. Osszesen 8
torzsbol mutattuk ki a cdtB gént, az 5 tipizalt gén egységesen cdtB-IIl. Az E. coli O157 torzsek
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egységesen motilisek voltak, és H7 csillot termeltek, nem bontottdk a szorbitot, nem termeltek colicint, s
a torzsek egyike sem bizonyult multirezisztensnek. A 13 nem-O157 VTEC t6rzsb6l 6 rendelkezett stx1,
stx2 génekkel, két torzs stx1, egy torzs stx2 génnel, 4 torzs esetében nem-tipizalhatonak bizonyult a
hordozott stx gén. A nem-O157 szerocsoportu VTEC torzsek koziil egy Stx1-termeld torzs volt EHEC-
pathotipusti. Osszegezve, elészelekcios modszerekkel irodalmi adatokkal egyezd gyakorisaggal
izolaltunk FE. coli O157 és nem-O157 VTEC torzseket, s hoztunk létre egy reprezentativ
torzsgyljteményt. Vizsgalataink szerint a hazai szarvasmarhak altal hordozott £. coli O157:H7 torzsek
zOme nem tekinthetd magas virulencidju human pathogén EHEC-nak. Rendelkeznek viszont azon
feltételekkel, melyek alapjan — a fagok altal kozvetitett stx gén esetleges felvétele altal — EHEC torzzsé
alakulhatnak.

A munkat elésorban az NKFP 04/040/2001. kutatasi program tamogatta, melyen beliil a cdt- és stx gének analizise
az OTKA T037890 ill. a T034970 szerzédések részét képezi.

UJVARI DORINA', SOMOGYI ESZTER?, LOMNICZI BELA'
Nem csirke eredetii avirulens baromfipestis virus (NDV) torzsek genetikai vizsgalata
'MTA Allatorvostudoményi Kutatointézet; ’ELTE TTK, Budapest

A baromfipestis (Newcastle-betegség) virus (NDV) torzseknek két nagy, egymast at nem fedd
rezervoarja létezik a természetben: az egyik a szabad vizeken €16 vad vizimadarak, a masik az ember
altal tartott csirkék. Az elGbbiekben szinte kizardlag avirulens NDV torzsek élnek, zomiik egyetlen
csoportban, az 1. genotipusban talalhat6. Ezzel szemben, a csirkékben szinte kizarolag csak virulens
torzsek fordulnak eld, id6- és térbeli eloszlast mutaté szamos (I11. — VIII.) genotipusban. A vad vizimadar
eredetli virusok koziil az 1. genotipusuakat foként a Tavol-Keleten izolaltak, bar néhany térzs Europabol
szarmazik, egyébként (valdsziniileg masodlagosan) csirkéb6l. Egy masik ’sister’ leszarmazasi vonalat
egyetlen kanadai (CA) torzs képvisel, mig a harmadikban eurdpai és amerikai torzsek egyarant
eléfordulnak. Az F-gén részleges szekvencia-analizise utdbbi izoldtumok 50% feletti divergenciajat
allapitotta meg. Valojaban pontosan be sem lehetett 6ket sorolni: inkabb a recens virulens torzsekkel
mutattak kdzelebbi hasonlosagot. Most meghataroztuk egy ilyen torzs tobb génjének szekvencidjat, és a
viszonylag konzervativabb nukleoprotein (NP) gén vizsgalata alapjan kideriilt, hogy ez is 1. genotipus
egyik sister-csoportja, kozel a filogenetikai fa alapjahoz, de még ennek a génnek is példatlanul nagy a
divergenciaja. Azt, hogy ez a virus is az NDV torzsek 6sibb ill. régi csoportjahoz (I. — IV. genotipusok)
tartozik, megerdsiti annak a 6 nukleotidbol (nt) allé beékelddésnek a hidnya, ami a ‘'modern’ (az 1950-es
évek utan felbukkant V. — VIII. genotipusu) NDV torzsekben fordul csak elé az NP gén 5’-végi nem
koédolo szakaszan. Ennek kovetkeztében a régi torzsek genomja 15 186 nt-bol all, mig az Gjabbaké 15
192 nt hossza. Tovabbi szerkezeti eltéréseket is talaltunk, de hogy ezeknek van-e és milyen biologiai
kovetkezménye, az még tovabbi vizsgalatok targya.

VACZY KALMAN Z.', KARAFFA LEVENTE?, KOVICS GYORGY?, SANDOR ERZSEBET?

Az egri borvidéken sziirkerothadast okozé Botrytis cinerea populaciok valtozékonysaganak
vizsgalata

'FVM Sz6lészeti és Boraszati Kutatéintézete, Eger; “DE TTK Mikrobiolégiai és Biotechnolégiai Tanszék; *DE
ATC Novényvédelmi Tanszék, Debrecen

A Botryotinia fuckeliana (anamorf: Botrytis cinerea) egy haploid, heterotallikus, az Ascomycota torzsbe
tartoz6 fonalas gomba. Nagyszamu (eddig bizonyitottan 235) gazdandvényt képes megtamadni, és rajtuk
a sziirkerothadas nevii betegséget kivaltani. A zoldségfélék és bogyos gylimolcstiek karositasa mellett
szOlészeti kartétele a legjelentdsebb. A termelok kiilonb6zé fungicidek alkalmazasaval probalnak
védekezni a sziirkerothadast okozo B. cinerea ellen, de egyre gyakrabban jelennek meg a kiilonb6z6
fungicidekkel szemben rezisztens torzsek. A B. cinerea esetében a sikeres védekezést megneheziti, hogy
egyrészt nagyon variabilis gombardl van szd, masrészt a B. cinerea populaciok struktirdjarol nincsenek
megfeleld ismereteink.

A ndvénypatogén gomba populaciok legfobb jellemzdinek megismerése elengedhetetlen a hatékony és
gazdasagos védekezés kialakitdsahoz. A gomba populdciok genetikai variabilitasanak mértéke, a
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populacio nagysaga, a szexualis szaporodas megléte, vagy hianya, a génaramlds mértéke megmutatja,
varhatoan mennyi ideig tarthaté fenn egy adott fungiciddel vagy névényi rezisztencia génnel hatékony
védekezés a betegséggel szemben. A gombapopulaciok genetikai jellemzéséhez a molekularis biologiai
modszerekkel (pl.: PCR-PFLP, szekvencia analizis) kapott eredmények biztositanak megfelel6 adatokat.
Magyarorszag egyetlen borvidékén sem végeztek eddig hasonld jellegli vizsgalatokat, igy hazai
vonatkozasban hianypdtldo munkara vallalkozunk.

Az elmult évben az Egri Borvidék kiilonb6zo teriileteirdl kozel otven, tiszta, egyspdras B. cinerea
izolatumot sikeriilt begyljteni fertdzott bogyokrol. A fenotipusos tulajdonsagok koziil vizsgaltuk az
izolatumok fungicidekkel szembeni rezisztencijat, és a torzsek ,,fitnesszét”. Az ITS1 és ITS2 szakaszt
is tartalmazé riboszomalis DNS egy kortilbeliil 600 bazispar nagysagu részének, illetve az ATP/ADP
transzferaz felszaporitott szakaszanak RFLP analizisével pedig a genotipusbeli kiilonbségeket
vizsgaltuk. Eredményeink alapjan az izolatumok nagy valtozékonysaggal birnak.

Kutatasainkat az FVM 33013/2003 palyazatabol fedeztiik.

VARECZA ZOLTAN', EMRI TAMAS', MOLNAR ZSOLT', PUSZTAHELYI TUNDE', POCSI
ISTVAN'

Elesztészerii sejtek képzédése és glutation metabolizmus Penicillium chrysogenum és Aspergillus
nidulans gombakban

'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék

A gombakban torténd morfologiai valtozasokat mar behatéan tanulmanyoztik. A fonalas<>élesztd
atmenetrdl kideriilt, hogy mind patogén térzseknél mind ipari alkalmazasokban nagy jelentésséggel bir.
Itt a kiilonb6z6 fonalas gombatdrzsekben képzddd éElesztdszeri sejtek képzodését tanulmanyozzuk.
Leirjuk az élesztészert sejtek és képzodésik kozott 1€vo kiilonbségeket Penicillium chrysogenum és
Aspergillus nidulans vad €s ipari térzseinél.

P. chrysogenum ipari torzs fonalas morfologiat mutat novekedo tenyészetekben, de a gliikdz elfogyasa
utan egy- €s ketsejtes, élesztdszerii sejtek dominalnak a siillyesztett tenyészetekben. 4 nidulans-ban a
rovid hifadarabok 1ényegesen nem kiilonbdznek a hifaktol és morfologidjuk soha sem olyan jellemzo,
mint a P. chrysogenum NCAIMO00237 torzsnél megfigyeltiik. Tobb kiilonbozo faj €s torzs vizsgalata
alapjan (4. nidulans, A. fumigatus, A. niger, A. carbonarius, P. chrysogenum, P. citrinum, P.
pinophylum) azt talaltuk, hogy az A. nidulans tipust révid hifafragmentek altalanosan jellemzoek az
Osszes vizsgalt P. chrysogenum és A. nidulans torzsre, mig a P. chrysogenum NCAIN00237 tipusa
¢élesztbszerli sejtek csak bizonyos ipari torzsekben fordultak eld (P. chrysogenum NCAIMO00237 and
ATCC28089).

Régota sejtik, hogy a redukalt és oxidalt glutaion (GSH/GSSG) létfontossagi szerepet tolt be a
mikroorganizmusok és ezen beliil a gombak tobb fontos metabolikus folyamataban. Egy hipotézisbol
kiindulva tanulméanyoztuk, vajon van-e kapcsolat a GSH metabolizmus és az élesztOszerli sejtek
képz6dése kozott P. chrysogenum-ban. Valtoztatva a tapkdzeg szerves nitrogéntartalmat sikeriilt
megvaltoztatni a GSH metabolizmust ¢és morfologiai valtozasokat el6idézni P. chrysogenum
ATCC28089 torzsben. Szerves nitrogénforrasként csak élesztokivonatot tartalmazé taptalajon ez a torzs
¢élesztdszerli sejteket képez, mig élesztOkivonatot és peptont (magas N-tartalom) tartalmazé taptalajon
megvaltozott ezekben a tenyészetekben, de midig jo korrelaciot mutatott a morfologiai valtozasokkal. A
sejtek specifikus yGT aktivitasa sokkal magasabb volt magas N-tartalmu tapkdzegben, mint alacsony N-
tartalmuban és ebbdl kovetkezden a hifak GSH tartalma is gyorsabban csokkent.

NCAIMO00237 torzsben a GSH szintek mindig lassan csokkentek és ¢lesztdszerli sejtek mindig
képzédtek mind magas mind alacsony N-tartalmu tapkodzegben, ezzel szemben vad tipusu P.
chrysogenum ¢€s A. nidulans FGSC26 torzsekben a GSH szintek jelentdésen csokkentek €s mindkét
tapkodzegben rovid hifatéredékek képzodése mellett a morfoldgia fonalas maradt.

Adataink alapjan feltételezziik, hogy csak a bizonyos ipari P. chrysogenum torzsekben megfigyelt
¢élesztészerli morfologia egyenes kovetkezménye a megvaltozott GSH metabolizmusnak. Ezen jelent6s
adataink alatamasztjak a hipotézist, mely szerint van kapcsolat az intracellularis GSH szintek és a
morfologiai atmenetek kdzott. Mivel élesztoszerl sejtek képzodését csak bizonyos ipari P. chrysogenum
torzsekben figyeltiink meg lehetséges, hogy ez a jelenség az ipari torzsfejlesztés kovetkezménye.
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VARECZA ZOLTAN', EMRI TAMAS', POCSI ISTVAN'
A NADPH termelés 1ij aspektusa oregedé Penicillium chrysogenum-ban
'DE TTK Mikrobioldgiai és Biotechnologiai Tanszék

Az él0 sejtek szamara legkonnyebben elérhetd redukalé eré a NADPH, mely tobb meglehetésen fontos
anabolikus folyamatban, igy a zsirsav-, aminosav- €s dezoxiribonukleotid szintézisben fontos szerepet
jatszik gombak esetében is. A redukalo erd ezen formaja széles korben hasznalt az intracellularis redox
kornyezet fenntartasaban, véd a reaktiv oxigénformakkal szemben és ebbdl kdvetkezden, befolyasolja az
Oregedést ¢s az aszexualis fejlodést is. A NADPH-hoz fliz6d6 széles korti és fontos metabolikus
funkciok inditottak benniinket arra, hogy tanulmanyozzuk termelédését a pentoz-foszfat at (PPP), és egy
alternativ NADP'-dependens izocitrat dehidrogenaz alltal. Kisérleteinkben Penicillium chrysogenum
stillyesztett tenyészeteit vizsgaltuk kiilonbozo kdrnyezeti feltételek kozott.

Gliikoz jelenlétében a NADPH f6 forrasa a részleteiben is tanulmanyozott oxidativ pentdz-foszfat
utvonal, amely a gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD) és 6-foszfogliikonat dehidrogenaz (6PGD)
egymast kovetd reakcidit foglalja magaban. Kiilonb6zo szénforrasokat hasznalva a tapkozegben a P.
chrysogenum sokkal gyorsabban nott gliikozon vagy fruktézon, mint laktézon. Ezért nem meglepd, hogy
mindharom vizsgalt NADPH termel6 enzim magasabb specifikus aktivitdst mutatott gliikozon és
fruktézon, mint laktézon. A nitrat- és szulfat asszimilacié az arabinéz felhasznalassal egyiitt jol ismert
NADPH fiiggdé folyamatok P. chrysogenum-ban. Amikor 2% arabinozt, illetve 0.35% NaNOj;-ot
hasznaltunk egyediili szén és nitrogénforrasként, a G6PD és 6PGD aktivitdsokban mért ndvekedés
egyértelmiien bizonyitotta a PPP ut fontossagat ezekben a metabolikus folyamatokban. A specifikus
NADP'-ID aktivitasra nem voltak hatassal a szén és nitrogénforrasokban torténd valtozasok. A zsirsav
acetil-CoA-k hatékony in vivo gatlészerei mind a PPP dehidrogenazoknak mind a NADP'-ID-nek,
amely kozvetett bizonyitékaul szolgal ezen enzimek lipidszintézisben jatszott szerepének. Mas
eukariétakhoz hasonléan, palmitoyl-CoA hatékonyan gitolta mind a G6PD-t mind a NADP'-ID-t P.
chrysogenum-ban, mig a 6PGD meglehetdsen rezisztensnek mutatkozott ezzel a hosszll lancu zsirsav-
CoA-val szemben.

Minthogy a NADPH feed back gatlo hatasa a vizsgalt dehidrogenazokra aranyaiban magasabb volt, mint
a NADP'-ID-re, levonhatjuk a kovetkeztetést, miszerint a fiziologiai szempontbol fontos magas
NADPH/NADP" aranynal a NADP'-ID hatékonyabban miikodik mint a PPP enzimei.

Hossza id6 ota az oxidativ PPP-t tartottak a NADPH termelés legfobb utvonalanak. Ezzel ellentétben a
mi eredményeink ékesen bizonyitjak, hogy a NADP'-ID, amely ugyan ndvekedd tenyészetekben csak
kis szerephez jut, a legfontosabb NADPH termel6 dehidrogenazza 1€p eld autolizaldo és kriptikus
névekedést mutatd P. chrysogenum sejtekben. Figyelembe véve a NADPH fontos biokémiai funkcioit és
NADP'-ID Altali termelédését ki kell hangsulyoznunk, hogy ez az enzim nagy hatdssal lehet sok,
kedvezoOtlen kornyezeti hatasra beinduld6 NADPH fiiggé fiziologiai folyamatra is, mint példaul a
szénlimitaltsag.

VARGA ERZSEBET, KISKO GABRIELLA, *MARAZ ANNA

Krém és réz bioszorpcidja és reszorpcioja gombasejteknél

'Orvosi és Gyodgyszerésztudomanyi Egyetem, Marosvasarhely, Romania, “BCE ETK Mikrobiologia és
Biotechnologia Tanszék, Budapest

A mikroorganizmusok tobbségére jellemz6, hogy sejtfalukhoz kototten (extracellularisan) vagy a sejten
beliil (intracellularisan) kiilonb6zé mennyiségben képesek a fémeket, koztiik a nehézfémeket is
megkotni, akkumuldlni. Ennek elso 1€épése az adszorpcid, amely a sejtfal vagy a sejtfalon kiviili polimer
molekulak segitségével torténik €s tobbnyire ionos kotést jelent. A tarnszportalt nehézfémek oldottan
vagy szerves molekulakhoz kotétten a sejtben feldusulhatnak, de egy résziik ki is valhat a citoplazmaban
vagy a vakudlumban. A kiilonbdzé gombafajok kiilonbdz6 mennyiségben €s mechanizmussal képesek
sokféle nehézfémet megkotni és akkumulalni, amelyben szerepet jatszhatnak kiilonbozo chelalo
vegyiiletek (pl. metallothionenin, fitochelatin) is. A nehézfémek bizonyos koncentracié felett a
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gombakra nézve is toxikusak, a metabolizmustol fiiggetlen akkumulacié azonban még az inaktivalast
kdvetden is tovabbmegy. Kisérleteink soran kiilonb6z6 Ascomycota és Bazidiomycota gombafajok
(Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula mucilaginosa, Geotrichum candidum és Penicillium
expansum) krom(VI) és réz(Il) bioszorpcios €s akkumulacios képességét vizsgaltuk mind €16, mind
pedig hdvel inaktivalt sejtek esetében. A gomba biomassza eldallitdsa utan vizsgaltuk a nehézfém
megkotés hatékonysagat él16 és szaritott sejteknél ugy, hogy a sejtszuszpenzidkhoz a nehézfémek
sooldatait kiilonbozé koncentraciokban (0,2; 2 és 20 mM-os K,CrO,4, CuSO,) adagoltuk és megfeleld
inkubaciés koriilmények utan a sejtek feliiluszoiban ICP-vel mértiik a szabad fémtartalmat. A sejtek altal
megkotott fémtartalmat az eredeti oldat fémtartalmahoz viszonyitva, %-ban hataroztuk meg.
Eredményeink szerint a megkotott fémek aranya csaknem fiiggetlen volt az oldat koncentracidjatol. A
Cr(VI) akkumulacioban nem taldltunk lényeges kiilonbséget a vizsgalt fajok kozott, az €16 sejtek
azonban jobban akkumuléltak a kromot, mint a szaritottak. Mind az €16, mind pedig a szaritott sejtek
esetében 50 % feletti akkumulacio volt észlelhet6. A Cu(Il) akkumuldcioban hasonld tendenciat
tapasztaltunk, itt azonban nagyobb kiilonbség mutatkozott a fajok kozott, de mindegyik elérte az 50 %
feletti akkumulaciét. Sejt szarazanyagra vonatkoztatva az akkumulalt nehézfémeket a kovetkezo
eredményeket kaptuk: Faj Cr(VI) mg/g szarazanyag Cu(ll) mg/g szarazanyag. E16 Szaritott S. cerevisiae
21,04 13,90 14,90 16,40 Rh. mucilaginosa 21,74 21,74 19,58 18,03 G. candidum 20,53 15,20 19,20
12,63 P. expansum 34,45 28,60 34,62 33,34. Az ¢l6 gombasejtek esetében frakcionalt kivondssal
meghataroztuk az egyes fémionok sejtfalhoz kotott és intracellularis eloszlasat a citoplazméban, a
vakuolumban ¢és a sejt kompartmentekben White és Gadd (J. Gen. Microbiol. 133, 727-737, 1987)
modszere szerint. Az élesztd biomassza altal megkdtott nehézfémek deszorpcidjat hig asvanyi savakkal
torténd elualas mellett szerves komplexképzo és karbonat vegyiileteket alkalmazasaval vizsgaltuk.

A kutatémunkat Varga Erzsébet szaméara a MTA Bolyai Janos Kutatasi Osztondijjal timogatta.
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