Valaszok: Prof. Dr. Emri Tamasnak

Halasan koszonom Professzor Ur részletes, mindenre kiterjeds, alapos biralatat. Koszonom,
hogy a birdlatdban Iényegre torden, tomdren és teljes pontossaggal foglalta 6ssze a dolgozat
megirasanak f6 céljait és mondanivaldjat. Koszonetem kell kifejezni a hasznos Kritikus
megjegyzésekért és megallapitasokért, amelyek azonban a dolgozatommal egyez6, tamogatd
véleményt fogalmaznak meg, a célkitlizéseimmel, mondanivalommal ¢és az értekezés
tartalmaval egyetértést mutatnak. Professzor Ur hidnyolt egy olyan részt a Bevezetés elejérél,
ahol a kutatas témajat fogalmazom meg €s hogy miért ezt a kutatast valasztottam: ezt valéban
a Célkitlizés fejezetben ismertettem. A tervezett vizsgalatok elézményére, jellemzdire és tavlati
céljaira részben a Bevezetés fejezetben tértem ki. Az Anyagok és Modszerek fejezet tilsagosan
hosszl, kdszondm ezt az észrevételt, azonban nagyon nehéz volt egy, az életmiivet sszefoglald
dolgozatban valoban betartani a helyes aranyokat.

A biradlatban megfogalmazott rendkiviil épitd jellegli kritikdival, formai észrevételeivel
teljességgel egyetértek, azokat koszonettel elfogadom. Kiilon koszondom a statisztikai
hianyossagaimra felhivott figyelmet, a tovabbi kutatasaimban, publikacidimban ezekre joval
nagyobb hangsulyt helyezel.

Az aldbbiakban egyenként valaszolom meg Professzor Ur kérdéseit.

1. Milyen okokra vezetheté vissza a C. difficile egy-egy ribotipusa prevalenciajanak gyors
novekedése, vagy éppen visszaesése?

- Ezt a kérdést gyakorlatilag mindharom opponens feltette, igy a valaszom mindegyik
opponens felé a kovetkezo6:

- 2002-t61 a korabban ritka el6fordulast, de virulensebb torzs megjelenése, az ugynevezett
Clostridioides difficile NAP1/RT027 (észak-amerikai, pulzaltatott mezejii gélelektoforézis 1-
es tipust: NAP1, vagy 027 ribotipus: RT027) alapjaiban valtoztatta meg a C. difficile fert6zések
is meg kellett ismerni az epidémids ribotipusok elterjedésének lehetséges okait. Az RT027
torzsek elterjedésének szamos oka lehet; az egyik lehetséges ok az, hogy ezek a torzsek
nagyobb rezisztenciat mutatnak a fluorokinolonokkal szemben, mint mas torzsek, a
tetracyclinnel €s az erythromycinnel szembeni rezisztencia mellett. Egy masik tényezd, amely
valdszintlileg hozz4jarult a terjedéshez, nem mas, mint a trehal6z mint élelmiszer-adalékanyag
bevezetése, amely nem sokkal a virulens torzsek, példaul az RTO78 és az RT027 elterjedése
eldtt keriilt piacra. Az RT027 torzsek egyetlen pont mutaciot mutatnak a trehaldz represszorban,
ami a trehaloz iranti érzékenység tobb mint 500-szoros ndvekedéséhez vezet. A trehaloz
jelentésen novelte az RTO027 torzsek virulencigjat a C. difficile infekciok (CDI)
egérmodelljeiben is. Az Eyre és munkatarsai altal 2019-ben k6z6lt vizsgalatok azonban nem
talaltak egyértelmii Osszefiiggést a trehaldz-metabolizmus varidnsai és a betegség sulyos
manifesztacioi kozott. Felvetddott, hogy az antibiotikum-kezelést kovetden a bél egészséges
mikrobiotaval térténd ujboli kolonizaciojat gatolja a C. difficile altal termelt fenol-szarmazék,
a p-krezol. A RTO027 torzsek fokozott sporulacidja, gyorsabb sporaképzé képessége is
hozzajarul az RT027 és mas C. difficile torzsek kozott, a virulencidban megfigyelhetd
kiilonbséghez.



- A hipervirulens RT027 C. difficile torzsek megjelenése a korhazi-fekvébeteg ellatd
kdrnyezetben, majd jarvanyos elterjedése jelentds korhdzi jarvanyokhoz vezetett vildgszerte,
amelyek megnovekedett morbiditassal €s szamottevd mortalitassal jartak egyiitt. Kiilonosen a
koérhazban fekvd betegeknél és a tartdos gondozasi intézményekben €16 egyéneknél nagyobb a
kockazata a CDI kialakulasanak, ahol a C. difficile fokozott expozicidja a feliiletek, az
orvostechnikai eszkozok és az egészségiigyi személyzet, szobatarsak magas C. difficile
kolonizaltsaga miatt alakulhat ki. Ezen kiviil az antibiotikumok, protonpumpa-gatlok (PPI-k),
daganatellenes kemoterdpids szerek alkalmazésa, tarsbetegségek, példaul a rosszindulatu
daganat vagy a gyulladidsos bélbetegség szorosan Osszefiiggenek a nozokdémidlis CDI
kialakuldsaval. A nozokomialis CDI gazdasagi hatésa is 6riasi, ami az Egyesiilt Allamokban
évente egymilliard dollar feletti, az Eurdpai Unidban pedig évi harommilliard eurd
egészségligyi tobbletkoltségeket eredményezett. Sajat, 2013-ban publikalt vizsgalataink soran

koltségeinek elemzése céljabol. Egy atlagos CDI epizod ndvekményi koltsége — az osztaly
tipusatol fiiggden — akkor 130-150 ezer Ft volt.

- A fert6zés terjedésének megfékezése szamos orszagban jelentds kihivast jelentett, igy a
nozokomialis CDI esetek szdmanak dramai novekedése, az esetek sulyossaga, a fatalis
végkimenetel és nem utolsdsorban a fentebb ismertetett gazdasagi okok miatt globalisan ¢€s
orszagonként is igen jelentds allami tamogatassal biré un. nemzeti/orszagos C. difficile
munkacsoportok alakultak. Nemzetkozi (WHO, CDC, ECDC)/nemzeti iranyelvek késziiltek a
CDI pontos esetdefinicid6 meghatarozdsara, a jelentési kotelezettségre, a diagnosztikai
algoritmusokra, a koérhazhigiénés eldirasok betartdsara, a megeldzésre vonatkozdan. Kiilon
figyelmet kaptak a megeldzésre, a sziirésre, az antibiotikum surveillance-ra és a korhazhigiénés
szabalyok fokozott betartasara és betartatasara iranyuld torekvések. A megfeleld és idében
hozott infekciokontroll intézkedések €s az antibiotikumok racionalis alkalmazéasa egylittesen
voltak sziikségesek ahhoz, hogy az epidémias C. difficile terjedése megel6zhetd, lassithatd
legyen.

crer

kimenetelekkel jaré nagy jarvanyok koriili aggodalom miatt 2007-t61 pld. Angliaban minden
Nemzeti Egészségligyl Szolgalat (NHS) korhaz esetében kotelezové tették, hogy jelentse az
osszes CDI-esetet. Allamilag jovahagyott célkitiizéseket hataroztak meg a CDI-k kételezd
csOkkentése érdekében, a jelentett CDI-k szdmadatait honaprél honapra nyilvanosan
hozzaférhetové tették akar a korhazi, akar a kozosségi kornyezet esetében. Ez a feliigyeleti
rendszer magaban foglalta azt, hogy minden angliai kérhaznak be kell jelentenie a laboratorium
altal diagnosztizalt 6sszes CDI esetet. A CDI eseteit egy NHS diagnosztikai algoritmus
hatdrozta meg, amelynek tartalmaznia kellett egy toxinvizsgélati modszert. 2007 6ta minden
évben az egyes korhazakban meghatiroztdk a CDI-k megengedett maximalis célszamat,
esetleges birsagokkal sujtva azokat az intézményeket, amelyek ezeket nem teljesitik. A
drasztikus intézkedés hatdsara a CDI el6forduldsa az elmult évtizedben feltlinben csdkkent
Angliaban (és az Egyesiilt Kiralysag egész teriiletén). Hasonloképpen, a jelentds morbiditassal
¢és mortalitassal jaro, gyakran a C. difficile 027-es ribotipus miatt bekdvetkezé CDI-jarvanyok
eléfordulasi gyakorisaga jelentdsen csokkent. Az angliai CDI-k 30%-os csokkentésének
kezdeti célkitiizése messze tallépte; valdjaban a CDI-K ~75%-o0s csokkenését sikertilt elérni.



- Hasonl6 intézkedések torténtek hazankban is, ahol az elsd szakmai konszenzuson alapulo
Moddszertani Iranyelv 2011-ben, ennek atdolgozott valtozata 2016-ban jelent meg. Ezek az
ajanlasok nem csak a diagnosztikai és a terapids ajanlasokat érintették, de szerepelt benne a
korhazi C. difficile fertézések kotelezé bejelentésének surveillance modulja az Orszagos
Szakmai Informaciés Rendszerben (OSZIR). Magyarorszagon 2012 6ta jogszabaly irja el6 az
egészségiigyi ellatassal Osszefiiggé C. difficile fertézések kotelezd bejelentését a Nemzeti
Nosocomialis Surveillance Rendszerbe (NNSR). A korhdzak mind a sajat intézményben
szerzett, mind a mas egészségligyi intézménybol behurcolt CDI eseteket jelentik. Az iranyelv
részletezte a megeldzésre vonatkozd megfeleld infekciokontroll oOvintézkedéseket is:
kézhigiéné fertStlenitd hatdsu (egyfazisu) folyékony szappannal, egyéni véddeszkozok
alkalmazasa, a beteg elkiilonitése, a kornyezet fertOtlenitése sporocid hatastartamt
feliiletfertétlenité szerrel. Emellett hangsulyt helyezett a megfelelé antibiotikum politika
sziikségességére, pl. fluorokinolonok, széles-spektrumu béta-laktdmok és linkozamidok
alkalmazasanak keriilésére is. A korhdzakban és a tartds gondozasi intézményekben a C.
difficile atvitelének és fert6zésének csokkentése érdekében az 0ij betegek sziirése lehetdséget
kinalt a toxin-termeld torzs hordozok azonositdsara és a tobbi paciens elkiilonitésére, mely
jelentdsen csokkenteni tudta a korhazban szerzett CDI el6fordulasat.

- Ezen Osszetett intézkedések hatasara vilagszerte jelentdsen visszaszorult a kérhazban szerzett
CDI-k szama, igy, a nagy jarvanyok elmultaval a jarvanytorzs eléfordulési aranya csokkent,
ezzel egyidében azonban a sporadikus, nem jarvanyos, Un. kozdsségben szerzett (CA:
Community Acquired) esetek szama/részaranya emelkedett. A CDI el6fordulasa egyre
gyakoribba valt a kordbban alacsony rizikdju populacidban, a fiatalabb életkort, ambulans
betegeknél. Sajat (SZTE KMDI beteganyaga) nem publikalt adataink alapjan a CA CDI esetek
aranya 2000-r61 2014-re 2,5%-r61 33%-ra emelkedett.

-Mivel a fekvObeteg intézményekben a jarvanyok szama csokkent, a jarvanyt okozoé cirkulalo
ribotipusok dominancidja is megvaltozott, egyes ribotipusok az iddvel mutalodtak is, igy a
hipervirulens RT027 ribotipus elveszitette kiemelt szerepét. A sporadikus esetek szdma
emelkedett, igy a diverzebb, valtozatosabb eloszlasu ribotipusok jelentek meg a populacidban.

2. Mivel magyarazhato, hogy viszonylag kis foldrajzi tavolsagok (pld. Budapest-Szeged,
Magyarorszag-Ausztria) esetén is jelent6és eltérések lehetnek egyes ribotipusok
gyakorisagaban?

- A fert6z0 betegségek, jarvanyok kialakuldsdhoz harom alapvetd tényezd — a fertdzo forrds, a
terjedési mod és a fogékony szervezet — egyidejii megléte sziikséges, melyeket a
jarvanyfolyamat els6dleges mozgatoerdinek neveznek. Azok a tényezdk pedig, amelyek nem
jatszanak ilyen meghatarozd szerepet a betegségek kialakuldsaban, de befolyadsoljak annak
lezajlasat, a masodlagos mozgatoerok. Nem meghatarozoak a jarvany kialakulésa
szempontjabol, de befolyasoljak annak gyakorisagat, sulyossagat, kiterjedését, idotartamat. A
jarvanyfolyamat masodlagos mozgatoerdi természeti, kornyezeti (pl. klima) ¢€s tarsadalmi
tényezok (pl. lakédsviszonyok) lehetnek, amelyek eldsegithetik vagy gatolhatjak a jarvany
kialakulasat, befolyasoljak a korokozo talélését, valtozékonysagat, a fertdzési utakat és hatnak
a hordozok viselkedésére. llyen kornyezeti tényezok lehetnek: pl. a hideg (1éghti) és meleg



(enteralis) kornyezet, tarsadalmi-emberi tényezok: telepiilési és lakasviszonyok, személyi
higiéné, allattartds, étkezési szokasok, egészségiigyi ellatd rendszer fejlettsége, a megel6zd
rendszer megléte, pszichoszocialis tényez6k (munka, stressz, stb.), munkahelyi tényezok,
fertdzott munkahely (korhaz, mikrobioldgiai laboratorium, stb.). Igen jelentds tényezd az
utazas, a turizmus €s a migracio is. Mig a korokozo néhany torzse (illetve ezek kozeli rokonai)
ugynevezett klonokként széles korben elterjedtek €s szamos orszagban eléfordulnak, mésok
csupan kisebb foldrajzi teriileten talalhatok meg. Az egyes klonok elterjedése sem allando:
képesek egymast adott teriiletrdl kiszoritani, az adott id6szakban széles korben elterjedt sikeres
klonok jelenléte pedig egyes orszagokban az esethalmozodasokhoz, jarvanyokhoz vezet.

A korabbi vizsgalatok is alatdmasztjak azt a tényt, hogy viszonylag Kkis foldrajzi tavolsagok
(pld. régiok, varosok kozott, ill. azonos varosban 1évo kérhazak kozott) esetén is jelentds
eltérések lehetnek egyes ribotipusok gyakorisagaban: az ECDIS (Eurdpai Clostridium
Difficile Study Group) Ed Kujper vezetésével 2008 novemberben 34 eurdpai orszag 106
laboratoriuma részvételével egy multicentrikus C. difficile vizsgalat soran megallapitottak,
hogy a C. difficile fertdzés eléfordulasa és a PCR ribotipusok megoszlasa nagyban kiilonbozott
az europai korhazak kozott. Vizsgalatukban a RT027 epidémids ribotipus kevésbé volt elterjedt,
ezzel szemben a RT078 és RTOI8 tipusok prevalencidja nétt, a RT018-as kiemelkedo
eléfordulasat harom olasz kérhézban eléfordulé magas aranya okozza. Ett6l a vizsgalattol
Barbut és munkatarsai 2007-ben kozolt adatai feltlinéen kiilonboztek: 14 eurdpai orszag 38
korhazabol szarmazoé izolatumai kozott a RTO01 és RTO14 tipusok voltak a legelterjedtebbek,
majd ezt az RT027 és RT020 ribotipusok kovették. Barbut és munkatarsai arr6l szamoltak be,
hogy ebben az id6szakban az RT078-as tipus csak Gorogorszagban volt dominans, mig Kujper
tanulmanyaban mar ez volt a harmadik leggyakoribb PCR-ribotipus Eurdépaban. A RT078-as
tipus ezen novekedése a human populacioban Gsszhangban van hollandiai vizsgalatokkal
melyek az RTO78 jelenlétét mutattak ki hollandiai és Spanyol farmokon a hasmenésben
szenvedd malacokban. Erdekes, hogy a RT078 emberi és allati izolatumai genetikailag
nagyfoku rokonsagban allnak egymassal, ami alatamasztja azt a hipotézist, mely szerint
nincsenek fajok kozotti gatak a C. difficile-fertézés szamara.

- Herbert és mtsai 2019-ben megjelent kozleményiikben 5 nagy, nyugat-londoni kérhéaz
betegeibdl szarmazo C. difficile izolatumok ribotipizalasat végezték el. A vizsgalt periddusban
(2011-2013) 86 kiilonbozo ribotipust azonositottak: az RT002 ¢és az RTOIS5 volt a
legelterjedtebb (22,5%) csak 6t izolatum (0,7%) volt hipervirulens RT027. Eltéréseket talaltak
a kiilonbozé korhazak ribotipus megoszldsai kozott, még egy varosrészen beliil is.
Megvizsgaltak annak lehetdségét, hogy a fokozott mortalitassal jard RT220 izolatumok esetleg
valamilyen jarvanyhoz tarsulnak; ezt a ribotipust azonban a teljes vizsgalati idészakban, tobb
helyszinrdl és kiilonbozé korhazi osztalyokrol izolaltak illetve tobb esetben jarobetegekbol,
kozosségben szerzett infekciokbol mutattak ki. Az RT220 izolatumok genom-szekvenalasa
nem mutatott Osszefiiggést az izolatumok kozott, megerdsitve, hogy ezek a torzsek nem
jarvanyos elterjedéstiek voltak. Az RT002 és RT015 dominanciaja a klinikai betegekben
szembet{ind volt, azonban az okokat nem egészen tudtak értelmezni. Az RT002 talstlyarol az
Egyesiilt Kiralysagban, Eurdpaban és Azsidban szamoltak be és ezt az RT002 magasabb
sporulaciés gyakorisagaval magyarazzak, hasonléan az RTO027 jarvanytorzsekhez.



Feltételezhet6, hogy az RT027 mint f6 jarvany-asszocialt ribotipus regresszidja relevans lehet
az 0j ribotipus vonalak bdviilésében.

- A 2012-13-ban zajlo6 EUCLID study vizsgalta a kapcsolatot az eurdpai ribotipusok
sokfélesége és a 027 ribotipus prevalenciaja kozott és azt tapasztaltak, hogy a ribotipusok
diverzitasa csokkent, amennyiben a RT027 prevalenciaja nétt. Ugyanazt az elemzést 14 orszag
001/072 ribotipusanal is elvégezték, de nem figyeltek meg nyilvanvalo linearis kapcsolatot az
egyes orszagok ribotipus sokfélesége és a RT001/072 prevalenciaja kozott. Osszességében ezek
az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy azokban az orszagokban, ahol a 027-es ribotipus
torzsek nagy gyakorisaggal fordulnak eld, a ribotipus-valtozatossag alacsonyabb, mint azokban
az orszagokban, ahol a 027-es ribotipus eléfordulasa alacsony. Nem figyeltek meg egyértelmii
kiilonbséget a ribotipus eloszlasaban, amikor a C. difficile szabad toxinra pozitiv eredményt
mutatd székletmintakat 6sszehasonlitottak a toxint nem termeld C. difficile térzseket hordozok
mintaival. Ez arra utal, hogy nincs észlelhet6 kiilonbség azokban a ribotipusokban, amelyek a
CDI-t okozzék és a kolonizal6 torzsek ribotipusai kdzott.

- FErdekes lenne a kiilonbozé C. difficile ribotipusok altal okozott infekcidk adatait
részletesebben vizsgalni: a CDI-eseteknél megfigyelt ribotipus-megoszlas eltérései a betegek
korcsoportjai kozott arra is utalnak, hogy egyes ribotipusok nagyobb valdsziniiséggel okoznak
infekcidt bizonyos korosztalyokban. Figyelemre mélté a RT027 prevalencidjanak szignifikdns
csOkkenése a beteg ¢letkoranak novekedésével, ami talan ellentmond az idds betegeknél az ezen
tipushoz kapcsolodo rosszabb klinikai kimenetelnek. Lehetséges, hogy az adatok a C. difficile
szelekcids nyomdasanak életkor szerinti kiilonbségeit tiikkrozik; példaul magas CDI-kockézata
antibiotikumok ritkabb alkalmazasa id6s betegeknél. Ugy tiint, hogy az éltalanos ribotipus
diverzitas az ¢életkor elérehaladtaval novekszik, ami 0sszefiiggésben lehet a ribotipus sokféleség
és a RT027 prevalencia kozotti megfigyelt inverz korrelacioval.

3. A szegedi mintak tulajdonsagai tobb vizsgalatban is jelentds eltérést mutattak a tobbi
régioétol. Ennek pusztan technikai okai voltak (Szeged esetében gyiilt 6ssze olyan szamu
minta, hogy a régiok kozotti kiillonbségek kimutathatéva valtak), vagy a szegedi
izolatumok valéban jobban eltérnek a tobbi régiotol, mint azon régiok egymastol? Ha ez
utobbi esetrol van/lehet sz6, mi allhat a hattérben?

- A hazai Bacteroides rezisztencia vizsgalat soran azt kértiik a résztvevd laboratoériumoktol,
hogy egy adott id6ponttdl kezdve gylijtsenek dssze a rutin diagnosztikabol 100, egymast kovetd
nem duplikatum (egy betegt6l csak az elséként izolalt torzs) valodi patogén klinikai izolatumot.
Nyilvan az a laboratorium, amelynek nagyobb az anaerob mintaszama, rovidebb id6n beliil
gyljtotte Ossze az adott 100 torzset, mig esetleg a masik laboratérium szamara ez tobb id6t vett
igénybe. Az ilyen jellegli epidemioldgiai vizsgalatok mindig az adott teriiletre, az adott
id6szakra és betegpopulaciora jellemzéek. A geografiai eltérésnek egyrész oka lehet a kis
esetszdm - mindossze 4x100 torzset vizsgaltunk 4 régiobol -, az eltérd antibiotikum
felhasznalas, illetve az eltérd betegpopulacid. Szegedi gyogyszerész munkacsoport (Benkd Ria
€s mtsai) vizsgalta a hazai koérhazi antibiotikum-alkalmazast az elmult két évtizedben. A
fekvObetegszektor antibiotikum-felhasznalasa az elmult 20 évben mennyiségileg kiegyenlitett
volt, mintazata azonban folyamatos valtozason ment keresztiil. Megfigyelték a parenteralis



készitmények alkalmazasdnak emelkedését €s jelentds regionalis kiilonbségeket tapasztaltak az
alkalmazott antibiotikumok kozott. A szegedi régid esetében a SZTE Klinikai Kdzpont
beteganyagabol szarmazo mintak keriiltek be a vizsgalatba, ahol meglehetdsen nagy a kiilfoldi
(szerb, horvat, roman, ukran) betegek szama, illetve azon miitétek aranya, amelyeket ezeken a
betegeken végeznek. Példaul a Szegeden izolalt 5 MDR torzs koziil 4 szarmazott sebészeti
beavatkozasbol, egy pedig ndgyogyaszati esetbol, ezen betegek atlagéletkora 68,6 év volt. A
regionalis eltérések okainak kérdése tovabbi vizsgalatokat igényelne, hazai szinten is
meglehet6sen kevés azoknak a kutatasoknak a szama, ahol azt vizsgaljak, hogy az antibiotikum
felhasznalasnak, az infekciokontrollnak, vagy mas expozicionak a modositasa miként
befolyasolhatja az egyes baktériumok antibiotikum rezisztenciajat.

4. Van-e irodalmi adat/elképzelés arrol, hogy milyen evolucios elonyt jelent az
endotoxinok termelése egy, a human mikrobiom részét képezé (anaerob) baktérium
szamara?

- Irodalmi adatok szerint a Gram negativ baktériumokban (kiilondsen a bél mikrobiota részét
képez6 anaerob baktériumok esetében) az LPS specialis modosulasai finoman szabalyozhatjak
a lokalis gyulladdsos immunvalaszt €s tolerogén kornyezetet hoznak létre a bélben, ezaltal
eldsegitik sajat maguk €s a mikrobiom k6zosség egyéb tagjainak tulélését.

- A huméin bél mikrobiota nagy szdmban tartalmaz mikrobdkat, ezek artalmatlan
kommenzalisok de akar patogén mikroorganizmusok is lehetnek, igy kiemelt fontossagu, hogy
az immunrendszer képes legyen arra, hogy mindségileg €¢s mennyiségileg is eltérd valasz adjon
a patogén mikrobdkra. Az anti-mikrobidlis immunvalasz legfontosabb aktivatorai a
mintazatfelismerd receptorokat (Pattern Recognition Receptor, PRR) aktivalo struktarak: a
MAMP (Microbe Associated Molecular Pattern) vagy PAMP-ok (Pathogen Associated
Molecular Pattern). Ezeknek a MAMP-oknak egyik legjelentdsebb képviseldje az LPS, melyet
az immun sejtek felszinén talalhato Toll-like receptorok (TLR), féleg a TLR4/MD-2 (myeloid
differentiation factor 2) komplex ismer fel. A TLR aktivacioja a sejtben proinflammatorikus
citokin felszabadulast (TNF alfa, IL-1), interferon alfa és béta termelést és fokozott kemokin
expressziot valt ki és eldsegiti a mikroba elimindcidjat. Mindemellett az LPS intracelluldrian
aktivalhatja a caspase utvonalat és a fert6zott sejt gyulladasos apoptozisat eredményezheti
(pyroptosis). A normal bél mikrobiota szempontjabdl ennek a gyulladdsos immunvalasznak az
aktivacidja kedvezoétlen, hiszen az a bakteridlis kozosség eliminacidjadhoz vezetne, ezért a
kommenzalis baktériumok az evolucid soran az LPS modositasanak egész arzenaljat
fejlesztették ki, amely révén a lokalis immunvalaszt finoman szabalyozni vagy gatolni képesek,
igy elésegitve sajat maguk és a mikrobialis kozosség tagjainak talélését.

- . Az LPS modosulasok szerepe a gazdaszervezet immunvalaszanak szabalyozasaban:

1. Lipid-A modosulasa: Mivel a TLR4/MD-2 komplex elsésorban a lipid-A-t ismeri fel, igy
ennek a struktirdnak a modosuldsa markdns hatassal bir az immunvélasz aktivacidja
szempontjabol. Ismert, hogy a lipid-A acilacioja és foszforilacioja nagy variabilitast mutat az
egyes speciesek kozott, korabbi kutatasok pedig kimutattak, hogy a hypo-acilalt és hypo/mono-
foszforilalt lipid-A gyengén vagy egyaltalan nem képes az immunvalaszt aktivalni. Kimutattak,
hogy a bél mikrobiota részét képez6 Bacteroides speciesekben (pld. B. thetaiotaomicron, B.



fragilis, B. dorei és B. vulgatus, B. ovatus, B. uniformis..stb) a lipid-A tetra-, vagy penta-acylalt
¢és monofoszforilalt (Hennezel 2017; DiLorenzo 2019; Lin 2020), ellentétben a Proteobacteria
phylum hexa-, vagy hepta-acylalt Proteobacteria és Enterobacteriales speciesekkel (pld.
Escherichia, Salmonella, Enterobacter, Shigella, Klebsiella, Proteus, Serratia). Mindemellett
Hennezel és munkatarsai azt talaltdk, hogy a teljes bél mikrobiom LPS (amelyet dontden a
Bacteriodetes phylumba tartoz6 mikrobak LPS-e alkot) nemhogy nem aktivalja az
immunvalaszt de egyenesen képes gatolni a TLR4-indukalta gyulladasos citokin termelést
(Hennezel et al 2017). Tekintve, hogy bél mikrobiota altal expresszalt LPS (ugyan kis
mennyiségben), de a keringésbe is bekeriilhet, elképzelhetd, hogy ez a keringd LPS a szisztémas
immunvalasz szabalyozasaban is részt vesz (Moreira et al. 2012).

2. Core oligoszacharid (core OS) médosulasa: A core OS esetében a kémiai modosulasok
sokkal kevésbé valtozatosak, mint a poliszacharid O-Ag esetében. Megfigyelések szerint core
OS-ben a heptdz motivum megléte vagy hianya és a heptodz foszforilacios €s a glikozilacios
mintdzata eltérhet a pathogén és a kommenzalis baktériumok kozott, ami befolyasolhatja a core
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szempontjabol a mai napig nem tisztazott kérdés. Tekintve, hogy a Bacteroidetes phylum B.
fragilis és B. vulgatus és P. denticola specieseiben a core OS-r6l hianyzik a heptdz, igy
valészinli, hogy ennek a moddosuldsnak van valamilyen kedvezd biologiai Szerepe ezen
mikroorganizmusok szamadra.

3. Variabilis O-specifikus oldallanc médosulasa: Az O-specifikus oldallanc (O-antigén)
esetében Korabbi kutatasok a monoszaccharidok és nem-cukor szubsztituensek valtozatos
jelenlétét igazoltak a bél baktériumok esetében. Mig ezen modosulasok egy része széles korlien
elterjedt az él6vilagban, masok ritkak, vagy csak egy-egy specifikus O-lancban jelennek meg.
Ezek az O-antigén strukturak a gazdaszervezet O-glikanjaihoz lehetnek hasonloak, igy szerepet
jatszhatnak a molekularis mimikri kialakitdsaban, ezaltal is eldsegitve az adaptiv immunvéalasz
kikertilését és a mikrobakkal szembeni tolerancia kialakitasat. Az elmult évek irodalmi adatai
arra utalnak, hogy az O-antigén defektiv vagy trunkalt LPS (R-LPS vagy lipooligoszaccharid)
gyulladasgatlo tulajdonsaggal rendelkezik és probiotikus tulajdonsaggal ruhdzhat fel bizonyos
E. coli térzseket (Arribas 2009, és Guttsches 2012), ugyanakkor Browning 2013-as eredményei
szerint a defektiv O-antigén struktura helyredllitdsa a patogén tulajdonsag megjelenését
eredményezheti.

- 1l. Az LPS médosuldsok szerepe a bél homeosztazisdnak fenntartdsidban:

Az LPS-nek a lokalis immuntolerancia kivaltasan kiviil sokkal szélesebb korii, evolicidosan
kedvezd hatasa lehet a gazdaszervezet szamara. Az LPS ugyanis nemcsak a mikroba elleni
immunvalasz szabalyozéasaban és a lokalis tolerancia kialakitasaban jatszik szerepet, de a bél
homeosztazisanak fenntartasaban is részt vesz. Ismert, hogy a Crypta Specifikus Core
Microbiota =CSCM (els6sorban az Acinetobacter, Stenotrophomonas és Delftia speciesek),
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mikrobiota (pl. Alcaligenes torzsek a Peyer plakkokban) pedig olyan LPS-t termel, ami elGsegiti



a gazdasejtekkel vald szimbiozist, fokozza az IgA és a lokalis IL-6 és IL-23 termelést, ezaltal
hozzajarul az immunologiai homeosztazis és az immun surveillance fenntartasahoz a bélben.

- 11l. Az LPS védo6 szerepe az immunvalasz érésében és az autoimmunitas megel6zésében:

Mivel a Bacteroidetes phylum tagjai nem-immunstimulans LPS-t expresszalnak, igy nem
rendelkeznek olyan kritikus immun-szignalokkal, melyek az immunrendszer érésének korai
¢letszakaszaban az autoreaktiv T sejt klonok talélését segitenék eld. Mindezek miatt a késdbbi
¢letkor soran fontos szerepet jatszanak az autoimmunitds megel6zésében és az immunologiai
egyensuly fenntartasaban. Szekvenalasi modszerekkel azt is igazoltdk, hogy az alacsony
endotoxicitassal rendelkezd LPS - amit az olyan filogenetikai csoportba tartoz6 mikrobak
termelnek, mint pld. a Firmucutes vagy a Verrucomicrobia - szerepet jatszanak a regulatorikus
T sejtek érésének eldsegitésében, a Th1/Th17 gyulladasos immunvalasz gatlasdban és bél
immun-homeosztazisanak fenntartasaban (Hill et al. 2010).

5. Mivel magyarazza a szakirodalom, hogy a Bacteroides/Parabacteroides fajok az anaerob
kérokozé baktériumok kozott kiemelkedden sokféle rezisztencia mechanizmussal
rendelkeznek? (Ismert-e, hogy milyen biologiai/6kologiai okok allhatnak e jelenség
hatterében?)

- Az emberi vastagbélben taldlhato a legnagyobb baktériumpopulacidé a human szervezeten
beliil (meghaladja az 10! organizmust/grammonként), a bél-mikrobidta tobbsége (99%-a)
obligat anaerob baktérium; ezeknek mintegy 25%-a Bacteroides/Parabacteroides fajok kozé
tartozik. A Bacteroidetes a baktériumok egyik f6 phyluma, mar az evoltcios folyamat legelején
JOtt 1étre, igy a torzsfejlodes soran sokféle mechanizmust alakitottak ki a genetikai informaciok
cseréjére. A mobilis genetikai elemek gyakori jelenléte a Bacteroides-ban létfontossagu az
antibiotikum-rezisztencia gének elterjedése szempontjaboél. A modern genomikai és
proteomikai fejlédés nagyban megkonnyitette a Bacteroides fajok egyediilalloan adaptiv
természetének megértését: a B. thetaiotaomicron 2003-as (Xu et al. 2003) és a B. fragilis 2004-
t6l 2005-ig terjedd szekvenalasi projektjeinek (Cerdeno-Tarraga 2004; Kuwahara 2005)
befejezése és az azt kovetd proteomikai elemzések jelentdsen hozzajarultak ahhoz, hogy jobban
megismerjiikk ezeket az organizmusokat. Amellett, hogy ezen fajok torzsei veliink €lnek és
rendkiviil jotékony hatassal lehetnek az emberi egészségre, elengedhetetlenek az
emésztorendszer megfeleld miikodéséhez, az immunrendszer éréséhez, igen fontos rezisztencia
gén rezervoarként is mikodnek. Az altaluk hordozott rezisztencia géneket tovabbadjak mas,
sokkal virulensebb baktériumoknak, olyanoknak is, amelyek csak ideiglenesen tartozkodnak a
bélrendszerben, pld. a belélegzett, lenyelt léguti patogén baktériumoknak. "Ilyen szempontbol
az emberi vastagbél az eBay bakteridlis megfelel6je" - irta Abigail Salyers, a Bacteroides
rezisztencia €s rezisztencia transzfer szakértdje. ,,Ahelyett, hogy 0j gént hozna létre nehéz iton
- mutacioval és természetes szelekcioval -, egyszerlien megallhat, és megszerezhet egy olyan
rezisztenciagént, amelyet mas baktériumok hoztak létre”.

- A klinikai mikrobiologiai diagnosztikai laboratoriumok altal a Bacteroides/Parabacteroides
fajok a leggyakrabban izolalt anaerob baktériumok. A B. fragilis az ugynevezett “tipus-
organizmusa” az anaerob baktériumoknak és egy a torzsfejlodés soran kordn elvalt bakteridlis
torzsnek, a Bacteroidetes phylumnak (korabban Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides—CFB-



phylum), igy gyakori izolalasa miatt a kutatok altal a B. fragilis a leggyakrabban vizsgalt és
legtdbb potens virulencia faktorral rendelkezd anaerob Gram-negativ palca.

- Napjainkra mar szamos tanulmany mutatta ki, hogy a Bacteroides/Parabacteroides speciesek
mutatjak a legmagasabb antibiotikum-rezisztencia aranyokat, illetve a legtobb antibiotikum-
rezisztencia mechanizmussal rendelkeznek a bél mikrobiota tobbi anaerob baktériumahoz
képest. A Bacteroides fajok kromoszoman kodolt és plazmid altal kozvetitett rezisztencia
mechanizmusokkal rendelkeznek és mobilis, mobilizalhaté genetikai elemek (transzpozoonok,
konjugativ transzpozonok, plazmidok, integronok) révén konnyen megszerzik és atadjak a
rezisztencia géneket. A rezisztenciagéneket tartalmazo elemek rendkiviil stabilak, még
antibiotikum szelekcids nyomas hianyaban is. Stabilitasuk fenntartasanak egyik mechanizmusa
lehet a gének integronba szervezddése, ahol az antibiotikum-rezisztencia génjei ugyanabban az
integronban helyezkednek el, mint példaul azok az enzim termeléséért felelés gének, amelyek
elényt jelentenek a baktérium szdmara (példaul a hatékony kolonizacid képessége). Ezen
mobilis genetikai elemek atadasanak képessége, példaul a tetracyclin azon képességével
parosulva, hogy indukalja ezen elemek atadasat, valoszinlivé teszi, hogy az alacsony tetracyclin
szintnek kitett baktériumok hajlamosak lesznek ezeket az elemeket mas baktériumoknak atadni,
amelyek korabban ezeket a géneket elveszithették.

- Az irodalmi adatok alapjan a plazmidok nagyon gyakoriak a Bacteroides fajokban, és a
torzsek ~20-50%-aban talalhatok meg (Smith et al. 1998). A Bacteroides plazmidjai szamos
kiilonboz6 antibiotikum-rezisztenciat okozo gént hordoznak, ugymint az egyes nim rezisztencia
géneket, amelyek a metronidazol rezisztenciaban jatszanak szerepet. A klinikai izolatumok 6,4
kb-os plazmidjan pedig a karbapenemekkel szemben rezisztenciat okozo cfiA-gént is talaltak.
A Bacteroides uniformis klinikai izolatumaiban magas szinti rezisztenciat okozo,
transzferalhat6 plazmidhoz kapcsolt kloramfenikol-acetil-transzferazt figyeltek meg.

- A konjugativ transzpozonok gyakorlatilag mindeniitt jelen vannak a bacteroidesek kozott: a
Bacteroides torzsek tobb mint 80%-a hordoz legalabb egy konjugativ transzpozont
(Shoemacker et al 2001). A Bacteroides konjugativ transzpozonjai (CTn) a kutatasok alapjan
legalabb két csaladhoz tartoznak. Amellett, hogy képesek beilleszkedni a kromoszémaba, a
Bacteroides konjugativ transzpozonok integraljak magukat a plazmidba és mobilizalhatjak 6ket
Cisz-ben (azaz a fizikailag szomszédos entitasokra tudnak hatni) azaltal, hogy megkonnyitik a
plazmid transzferét. Mobilizalhatjak a korezident plazmidokat ,transzban” azaltal, hogy olyan
tényezOket szolgaltatnak, amelyek a plazmid transzferének megkonnyitéséhez sziikségesek,
mikozben fizikailag elkiiloniilnek a plazmidtol. Egy adott torzs egynél tobb konjugativ
transzpozont képes felhalmozni, €z bizonyiték arra, hogy a konjugativ transzpozon egynél tobb
példanyanak jelenléte a torzsben a transzpozicid (transzaktivacid) stimulalasat eredményezi.
Elmeéletileg ez azt sugallja, hogy mivel az antibiotikum-rezisztencia génekkel rendelkezd
konjugativ transzpozonok felhalmozodnak a kornyezetben, ezeknek a géneknek a transzfere
mas baktériumok felé is fokozodik €s az antibiotikum-rezisztencia jelentdsen megnd. A
konjugativ transzpozonok feleldsek a tetracyclin és az erithromycin rezisztencia terjedéséért a
Bacteroides klinikai izolatumaiban.

- A mobilizalhaté transzpozonok, csakugy, mint a mobilizalhatd plazmidok, nem képesek
onmaguk atadasara, de a fajok kozott a TcR segitd elem jelenlétében tudnak transzferalni. A



leggyakoribb Bacteroides transzpozonok kozé tartoznak a Tn4399, Tn4555 és a nem
replikalodo Bacteroides egységek. A Tn4555 mobilizalhatd transzpozont eldszor a Bacteroides
vulgatus klinikai izolatumaban végzett transzmisszids cefoxitin-rezisztencia vizsgalata soran
fedezték fel. A B. thetaiotaomicron-nak tobbféle mobilis genetikai eleme van: 33 kb-os
plazmid, 63 transzpozaz és az onatadd konjugativ CTnDOT transzpozon négy homologja.
CTnDOT kozvetiti a tetracyclin és az erythromycin rezisztencia terjedését a Bacteroides spp
valamint a B. thetaiotaomicron és a normal bél mikrobiota tobbi tagja kozott. Bar a VPI-5482
tipusu torzs nem tartalmaz antibiotikum-rezisztencia géneket, négy konjugativ transzpozonja
(CTns) van ¢és ezeknek a CTns-eknek a jelenléte azt sugallja, hogy ezek az elemek
hozzéjarulhatnak a DNS horizontalis transzferé¢hez a B. thetaiotaomicron és a disztalis bél mas
bakterialis alkotoelemei kozott, elésegitve ezzel mikro-evoluciojukat.

6. Milyen elényei, hatranyai vannak a geometriai MIC hasznalatanak?
Mértani (geometriai) kozépérték MIC

- A Kklinikumba mar bevezetett, terapias alkalmazast nyert vagy kutatott vegyiiletek in vitro
hatékonysaganak Gsszehasonlitasakor egyes kutatok a MIC geometriai atlagat alkalmazzak. A
MIC geometriai kozépértékének kiszdmitasdhoz az egyes torzsek MIC értékeinek logaritmusat
Osszegzik, elosztva a tesztelt torzsek szamaval, majd antiloggelik. A geometriai MIC értéknek
sokkal nagyobb a differencialo ereje és atfogobb képet ad, mint a MIC szazalékos eloszlasa:

- A kiilonb6z6 csoportok (pl. populaciok vagy antibiotikumok) 6sszehasonlitdsa soran pusztan
a MIC50, MIC75, MIC90 és a MIC tartomany megadasa nem rendelkezik kell6 diszkriminacios
képességgel, mert eltérd MIC értékeket tartalmazo adatsorok esetében is azonos értékeket
kaphatunk (szemléltetéskeént 1d. 1. tdblazat). Ennek a magyardzata, hogy statisztikai értelemben
a MIC50 az adatsor medidn, a MIC75 a felsd kvartilis és a MIC90 pedig a 90 percentilis
érteknek felelnek meg. Mind a median, a kvartilis és a percentilis értékek olyan tipikus
szamértékek, amik nem fliggenek az adatsor Gsszes szamértéktdl, nagysagukat csupan az
értekeknek a rangsorban valo elhelyezkedése hatdrozza meg, ezért helyzeti értékeknek is
nevezik Oket. A helyzeti kozépértekekkel (medidn, moédusz) ellentétben a szamitott
kozépértékek (szamtani, mértani, harmonikus és négyzetes atlag) algebrai kapcsolatban allnak
az adatsorban szerepld valamennyi szadmértékkel, ezért pontosabban mutatjdk az adatsor
kozepes helyét. Tekintve, hogy a MIC értékeket a felezd higitasnak megfeleléen adjuk meg,
igy az adatsorban szerepld MIC értékek egymassal szorzatszerii viszonyban allnak, ezért a MIC
adatsor leirdsara a kiilonféle kozépértekek koziil a mértani kdzépérték a legalkalmasabb. A
mértani kozépértéket az extrém, kilogd értékek kevéssé befolyasoljak, tovabba jol
alkalmazhatok aranyos novekedést mutatd vagy normalizalt adatsorok Osszehasonlitasara is.



1. tablazat: MIC értékek megoszlasa két tetszoleges (A és B) csoport esetében

MIC érték (ug/ml) A (n=40) B (n=40)

0,5 11 1
1 8 2

10 18
4 6 12

0
16 0 0
32 0
64 3 2
128 2 3
MICso (ng/ml) 2 2
MICss (ng/ml) 4 4
MICy (png/ml) 64 64
MIC tartomany (ug/ml) 0,5-128 0,5-128
mértani kdzépérték MIC (pg/ml) 2,1 4

Végezetiil, szeretném ismételten megkoszonni Professzor Urnak, hogy dolgozatom nagyon
részletes biradlatat Osszedllitotta. Kiilon koszondm azokat a megjegyzéseit, amik a
vizsgalatainkban alkalmazott statisztikai modszerek fejlesztési lehetdségeire hivtak fel a
figyelmet. Halas vagyok birdl6i munkajaért, épitd észrevételeiért és tisztelettel kérem valaszaim
szives elfogadasat.

Zsoldiné dr. Urban Edit

Pécs 2021. julius 01.



