Valaszok: Prof. Dr. Szabo Dora kérdéseire:

Szeretném megkoszonni Szabd Dora Professzor Asszonynak a disszertdciom gondos
attanulmanyozasat. Koszondm az elismerd szavakat ¢és kiilon koszondm, hogy a feltett 12
kérdéssel lehetdséget adott szamomra vizsgalati eredményeink részletesebb kifejtésére, illetve
azok tovabb gondolasara.

Valaszaimat az alabbiakban részletezem.

1. Milyen jelenség allnat annak hatterében, hogy mig a 2000-es évek elején még egy-egy
dominans ribotipust figyeltek meg a C. difficile torzsek altal okozott fertézések
hatterében, addig a 2010-es években mar nem egy dominans ribotipust, hanem az
eléfordulo ribotipusok nagy varianciajat észlelték?

- 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 igynevezett
Clostridioides difficile NAP1/RT027 (észak-amerikai, pulzaltatott mezejii gélelektoforézis 1-
es tipusti: NAP1, vagy 027 ribotipus: RT027) alapjaiban valtoztatta meg a C. difficile fert6zések
is meg kellett ismerni az epidémias ribotipusok elterjedésének lehetséges okait. Az RT027
torzsek elterjedésének szdmos oka lehet; az egyik lehetséges ok az, hogy ezek a torzsek
nagyobb rezisztenciat mutatnak a fluorokinolonokkal szemben, mint mds torzsek, a
tetracyclinnel és az erythromycinnel szembeni rezisztencia mellett. Egy masik tényez6, amely
valdsziniileg hozzajarult 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 trehaloz represszorban,
ami a trehaldz iranti érzékenység tobb mint 500-szoros novekedéséhez vezet. A trehaldz
jelentésen novelte az RTO027 torzsek virulencigjat a C. difficile infekciok (CDI)
egérmodelljeiben 1s. 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, a gyorsabb sporaképzd képesség is
hozzajarul az RT027 és mas C. difficile torzsek kozott, a virulenciaban megfigyelhetd
kiilonbséghez.

- A hipervirulens RT027 C. difficile torzsek megjelenése a korhazi-fekvobeteg ellatd
kornyezetben, majd jarvanyos elterjedése jelentds korhéazi jarvanyokhoz vezetett vilagszerte,
amelyek megndvekedett morbiditassal és szamottevd mortalitassal jartak egyiitt. Kiilondsen 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 kivill az antibiotikumok, protonpumpa-gatlok (PPI-k),
daganatellenes kemoterdpids szerek alkalmazdsa, tarsbetegségek, példaul a rosszindulati
daganat vagy a gyulladdsos bélbetegség szorosan Osszefiiggenek a nozokoémialis CDI



kialakulasaval. A nozokomialis CDI gazdasagi hatasa is oriasi, ami az Egyesiilt Allamokban
évente egymilliard dollar felett, az Eurdpai Unidban pedig évi harommilliard eurd egészségligyi
tobbletkdltségeket eredményezett. Sajat, 2013-ban publikalt vizsgalataink sordn két korhaz 151
céljabol. Egy atlagos CDI epizod novekményi koltsége — az osztaly tipusatol fiiggéen — 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 jelents allami tamogatassal bird un. nemzeti/orszagos C. difficile
munkacsoportok alakultak. Nemzetkozi (WHO, CDC, ECDC)/nemzeti iranyelvek késziiltek a
CDI pontos esetdefinicid6 meghatdrozasara, a jelentési kotelezettségre, a diagnosztikai
algoritmusokra, a korhazhigiénés elbirasok betartasara, a megel6zésre vonatkozoan. Kiilon
figyelmet kaptak a megeldzésre, a sziirésre, az antibiotikum surveillance-ra és a korhazhigiénés
szabalyok fokozott betartasara és betartatasara iranyulo térekvése. A megfeleld és iddben hozott
infekcidkontroll intézkedések és az antibiotikumok raciondlis alkalmazasa egyiittesen voltak
szilkségesek ahhoz, hogy a C. difficile terjedése megel6zhetd, lassithatdo legyen, az
infekcidkontrollt minden egészségligyi dolgozonak be kell tartania az egészségiigyi €s szocialis
intézményekben.

crer

kimenetelekkel jar6 nagy jarvanyok koriili aggodalom miatt 2007-t61 pld. Anglidban minden
Nemzeti Egészségiigyi Szolgalat (NHS) korhaz esetében kotelezévé tették, hogy jelentse az
osszes CDI-esetet. Allamilag jovahagyott célkitiizéseket hataroztak meg a CDI-k kételezd
csOkkentése érdekében, a jelentett CDI-k szadmadatait honaprél honapra nyilvanosan
hozzaférhetové tették akar a korhazi, akar a kozdsségi 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
hatarozta meg, amelynek tartalmaznia kellett egy toxinvizsgélati modszert. 2007 6ta minden
évben az egyes korhazakban meghataroztdk a CDI-k megengedett maximalis célszamat,
esetleges birsdgokkal sujtva azokat az intézményeket, amelyek ezeket nem teljesitik. . A
drasztikus intézkedés hatasara a CDI el6fordulasa az elmult évtizedben feltiinden csdkkent az
Egyesiilt Kiralysag egész teriiletén. Hasonloképpen, a jelentdés morbiditassal és mortalitassal
jard, gyakran a C. difficile 027-es ribotipus miatt bekdvetkezé CDI-jarvanyok el6fordulasi
gyakorisaga jelentdsen csokkent. Az angliai CDI-k 30%-os csokkentésének kezdeti célkitiizése
messze tullépte; valojaban a CDI-k ~75%-0s csokkenését sikeriilt elérni.

- Hasonl6 intézkedések torténtek hazankban is, ahol az elsd szakmai konszenzuson alapul6
Moadszertani Iranyelv 2011-ben, ennek atdolgozott valtozata 2016-ban jelent meg. Ezek az
ajanlasok nem csak a diagnosztikai és a terapias ajanlasokat érintették, de szerepelt benne a
korhazi C. difficile fertézések kotelezé bejelentésének surveillance modulja az Orszagos
Szakmai Informécios Rendszerben (OSZIR). Magyarorszagon 2012 6ta jogszabaly irja eld az
egészségiigyi ellatassal Osszefiiggé C. difficile fertdzések kotelezd bejelentését a Nemzeti
Nosocomialis Surveillance Rendszerbe (NNSR). A koérhdzak mind a sajat intézményben



szerzett, mind a mas egészségiigyi intézménybdl behurcolt CDI eseteket jelentik. Az iranyelv
részletezte a megeldzésre vonatkozé megfeleld infekcidkontroll 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 megfeleldé antibiotikum politika
sziikségességére, pl. fluorokinolonok, széles-spektrumu béta-laktamok ¢€s linkozamidok
alkalmazasanak keriilésére is. A korhazakban és a tartds gondozasi intézményekben a C.
difficile atvitelének és fert6zésének csokkentése érdekében az 11j betegek sziirése lehetdséget
kinalt a toxin-termeld t6rzs hordozok azonositasara és a tobbi paciens elkiilonitésére, mely
jelentésen csokkenteni tudta a kérhazban szerzett CDI el6fordulésat.

- Ezen Osszetett intézkedések hatasara vildgszerte jelentsen visszaszorult a korhazban szerzett
CDI-k szama, igy, a nagy jarvanyok elmultdval a jarvanytorzs el6forduldsa 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
korabban alacsony rizik6ji populdcidban, a fiatalabb életkori, ambulans betegeknél. Sajat
(SZTE KMDI beteganyaga) nem publikalt adataink alapjan a CA CDI esetek aranya 2000-r6l
2014-re 2,5%-161 33%-ra emelkedett.

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

2. A Bacteroides/Parabacteroides nemzetségben az antibiotikum érzékenység tekintetében
nagy regionalis eltéréseket mutatott ki a jelolt eurdpai szinten, mely a Skandinav
orszagokban a rezisztens torzsek nagyobb eléfordulasaval jellemezheto. Ezzel szemben a
kiterjedt spektrumu béta laktamaz (ESBL) termel6 és karbapenemaz termelé
Enterobacteriaceae torzsek eléfordulasa a Skandinav orszagokban alacsony. Ezt a
Skandinav orszagok alacsony antibiotikum fogyasztasaval indokoljak. Ezzel szemben a
Bacteroides torzsek moxifloxacin rezisztencidja a Skandinav régioban kiemelkedden
magas volt, illetve a cefoxitin rezisztencia Finnorszagban volt a legmagasabb. Mi all ennek
a jelenségnek a hatterében? Mely antibiotikumok felhasznalasa jellemz6é a Skandinav
orszagokra, mely Magyarorszagra a human és allatgyogyaszati antibiotikumok
tekintetében?

- A vizsgéalatunkban kapott, egyes esetekben jelentds rezisztencia-szintbeli kiilonbségek az
eurdpai régiok kozott benniinket is meglepett. Az Eurdpai Antimikrobidlis Rezisztencia
Feliigyeleti Halozat (EARS-Net) szerint az antibiotikumokkal szemben rezisztens Gram-
negativ baktériumokrol szolé klinikai jelentések szama novekszik. Altaldnossagban
elmondhatd, hogy a skandinav orszagokban alacsony az antibiotikum-rezisztencia szazalékos
aranya, mig ez a szint magasabb a dél- és kelet-eurdpai orszagokban. A rezisztencia ezen
valtozdsa valoszinlileg Osszefiigg az antibiotikum-hasznalat politikdinak és stratégiainak
kiilonbségeivel ezekben az orszagokban. Igy példaul Déaniaban kezdetben alacsony volt az
antibiotikumok fogyasztdsa mas eurdpai orszagokhoz képest, €z azonban az elmult évtizedben



megvaltozott és az antibiotikumok fogyasztdsa ma mar magasabb Ddanidban, mint mas
skandinav orszagokban. Az antimikrobialis rezisztencia ndvekedése, amelyet Europaban a B.
fragilis csoport esetében tapasztaltak, komoly problémat jelent. Ezt a ndvekedést a skandinav
allamok koziil pld. Danidban igazoltak, ahol szamos, tobb gyogyszerre rezisztens torzset
izolaltak az elmult években Justesen és munkatarsai. A disszertdcidban ismertetett adatok a
2008. januar és 2009. marcius kozott izolalt relevans klinikai izolatumok antibiotikum
érzékenységi viszonyait mutatjdk be. Az adott idészakban - bar a svéd antibiotikum
felhasznalasi adatok joval a magyarorszagi alatt voltak - a Finnorszag-beli cefalosporin és
kinolon fekvObeteg intézményekben és jardbetegellatasban valo felhasznaldsa magasabb volt,
mint Magyarorszagon.

- Az Eurdpai Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Kozpont szerint az emberek altal
elfogyasztott antibiotikumok jelentOs része a jardbeteg-terapiaban alkalmazott antibiotikum.
Bar Svédorszagban az antibiotikumok felhaszndlasa az orvostudomanyban ¢és a
mez6gazdasagban alkalmazott el6irasok miatt csokken, azonban az antibiotikumokkal szemben
rezisztens Enterobacteriaceae fert6zésekrodl szolo jelentések folyamatosan ndvekszenek. 2016-
ban Svédorszagban a karbapenemazt termelé Enterobacteriaceae-ben szenvedd betegek tobb
mint 70%-a fert6zott kiilfoldon. Vizsgalati adatok a blaCTX-M, gnrB és gnrS gének
el6fordulasanak novekvd gyakorisagat mutattdk ki egészséges hollandiai Onkéntesek
székletében kozvetleniil azutan, hogy visszatértek a nemzetkézi utazasaikrol. Ezek a
megallapitasok tovabb erdsitik azokat a kordbbi megfigyeléseket, amelyek szerint az utazok
hozzajarulnak az antimikrobidlis gyogyszerekkel szembeni rezisztencia terjedéséhez.

- Az ECDC adatbazisabol szarmazo legfrissebb (2019-es) adatok szerint Finnorszagban a
human gyogyaszatban leggyakrabban alkalmazott antibiotikum csoport a penicillin €s
szarmazékai béta-laktam antibiotikumok voltak (33,6%), ezt a tetracyclinek kovették (21,6%),
majd a harmadik helyen az egyéb béta-laktam antibiotikumok (koztiik a cefalosporinok) alltak
(18%). Svédorszagban szintén a penicillin és szarmazékai béta-laktam antibiotikumok voltak a
leggyakoribbak (53,4%), ezt a tetracyclinek (19,4%) és a kinolonok (5,9%) kovették.
Magyarorszagon a penicillin és szarmazékainak alkalmazasi aranya 33,9%, a masodik helyen
a macrolid-link6zamid tipust antibiotikumok (20,2%) allnak, ezt kovetik az egyéb béta-laktam
antibiotikumok (koztiik a cefalosporinok) (16,9%), majd a kinolonok (14,3)%.

- Meglep6, hogy egészen a kozelmultig a haszonallatoknak beadott antibiotikumok kortilbeliil
70%-a nem terapias célokra, hanem példaul a hozamfokozasra vagy a novekedés elGsegitésére
iranyult. Az ilyen célu antibiotikum felhasznalast altalaban nagyon alacsony koncentracioban,
hosszl ideig tarto etetéssel hajtjak végre, ami nagyon veszélyes gyakorlat, mert szelektalhatja
a rezisztens baktérium populaciokat. 1986 ota Svédorszdgban az antibiotikumokat nem
hasznaljdk novekedés serkentdként az allattenyésztésben, €s csak néhany antimikrobidlis
gyogyszert, példaul penicillineket, trimetoprimet és szulfonamidokat alkalmaznak az allati
fertozések kezelésére. Dania 1998 ota felfiiggesztette a ndvekedés 0Osztonzés céljabol
alkalmazott antibiotikumok adasat a broiler csirkéknek és a felnétt sertéseknek, 1999 ota pedig
a malacoknak. (web link: https://www.pewtrusts.org/en/projects/antibiotic-resistance-project).
Az 1990-es években publikalt jelentések kimutattdk, hogy a ndvekedést stimulald avoparcin
antibiotikum, amely ugyanugy a glikopeptid csalad tagja, mint a vancomycin, a vancomycin-



https://www.pewtrusts.org/en/projects/antibiotic-resistance-project

rezisztens Enterococcus faecium (VRE) szelekcidjahoz vezet. Még olyan orszagokban is
alacsony VRE-szintet talaltak a taplalékallatok vagy az emberek korhdzakon kiviili
sz€kletmintdiban, ahol az avoparcint még soha nem hasznaltak (példaul Svédorszagban és az
Egyesiilt Allamokban). Az EU-ban 1997-ben betiltottdk az avoparcin alkalmazasit a
vancomycin klinikai hasznossagadnak megérzése érdekében. Miutan az ¢€lelmiszer-allati
novekedést eldsegitd antibiotikumokat Svédorszag 1986-ban betiltotta, az Eurdépai Unio 1997-
ben betiltotta az avoparcint, 1999-ben pedig a bacitracint, a spiramicint, a tilozint és a
virginiamicint. Mivel a vizi fajok (halak, kagylok, garnélak és puhatestiiek) globalis termelése
az elmult évtizedben gyorsan novekszik, igy az antibiotikumok hasznalata az akvakulturaban
is fokozodni latszik. Sajnos napjainkban mar a halgazdasagokban is sok MDR koérokozo
baktériumot talaltak. Mivel az antibiotikumok szabad kornyezetbe jutdsa novelheti az MDR
baktériumok megjelenését, ezért alkalmazasuknal koriiltekintd gondossagra van sziikség.

1.-2. abra: A kinolonok és a 3. generacios cefalosporinok felhasznalasa Finnorszag,
Svédorszag és Magyarorszag dsszehasonlitasaban 1997-20109.

Forras: https://www.ecdc.europa.eu/en/antimicrobial-consumption/surveillance-and-disease-
data/database
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3. A jelolt eredményei alapjan a magyarorszagi Bacteroides torzsek kozel 100%-a
ampicillin rezisztensnek bizonyult és csupan 4,5% volt amoxicillin-klavulansavra
rezisztens. Milyen rezisztencia mechanizmus allhat a Bacteroides torzsek amoxicillin-
klavulansav rezisztenciajanak hatterében?

- Az irodalmi adatok alapjan a Bacteroides/Parabacteroides nemzetség fajai rendelkeznek a
legtobb antibiotikum-rezisztencia-mechanizmussal és a legmagasabb rezisztencia-aranyokkal
az 0Osszes anaerob korokozd koziil. A béta-laktam dgensekkel szembeni rezisztencia
leggyakoribb mechanizmusa a béta-laktamaz (a cepA gén terméke) enzim termelése,
amely egy olyan kromoszoman kodolt 2e osztalyG cefalosporindz, ami szinte az Gsszes
Bacteroides fajnal megtalalhat6. Mivel ezt az enzimet gatoljak a leggyakrabban alkalmazott
(szulbaktam, klavulansav €s tazobaktam) €s az ijabb (avibaktam, relebaktdm, vaborbaktam)
béta-laktamaz inhibitorok, az ezeket az inhibitorokat tartalmazé antibiotikumok hatékonyak a
béta-laktamaz enzimet termeld torzsekkel szemben. A bacteroidesek esetében a béta-
laktam/béta-laktamaz inhibitor kombinaciokkal kapcsolatos rezisztencia mechanizmusokat
nem sikeriilt még teljesen tisztazni, de ugy tiinik, hogy azok fiiggenek a kozvetlentil a cepA gén
elott, attol megfeleld tavolsagban elhelyezkedd 1S-elemek (Inszercids Szekvencia) jelenlététol,
illetve a membran-modosulasoktol, példaul a porin veszteségtol. A cefoxitin rezisztenciaért
felelés génr6l, a cfxA-rol kimutattak, hogy tavoli rokonsagban van a B. fragilis endogén cepA-
val. A karbapenemekkel szembeni rezisztencia tovabbra is ritka. Két olyan enzim génjét
azonositottak eddig, amelyek képesek lebontani ezeket a szereket: a CfiA-t és a ccrA-t, amelyek
mind a B osztalyt metallo-laktamdzokat kodoljak. Ezek az enzimek rezisztenciat biztositanak
a karbapenemekkel, a béta-laktdmokkal és a béta-laktam/béta-laktamaz inhibitor kombinacios
szerekkel szemben is.

- Megvaltozott penicillin koté fehérjék (PBP): Az aerob Gram-negativ baktériumok szamos
fajaban kimutattak, hogy a modositott PBP affinitas rezisztenciat eredményez a béta-laktam
antibiotikumokkal szemben. A béta-laktam aktivitas és a PBP affinitas korrelacioja a B. fragilis-
ben nem egyértelmi, részben azért, mert ellentmondasosak a baktériumok PBP-inek szamozasa
¢s molekulatomegének vizsgalata soran kapott adatok. A legtobb vizsgalatot a sejtek vagy
sejtkivonatok jelolt antimikrobidlis szerrel torténd jelolésével és az eredmények natrium-
dodecil-szulfat (SDS) poliakrilamid gélelektroforézissel torténd elemzésével végezték. A B.
fragilis PBP-fajtainak pontosabb kimutatasat a fluoreszcens penicillin-analdg, a bocillin-FL
alkalmazasaval érték el. A B. fragilis genom-szekvencidjanak megismerése a korabbinal
teljesebb elemzést tett lehetdvé, segitségével eddig kilenc feltételezett PBP gént azonositottak:
A, lab, 1c, D, 2, 2x, 3, 4 és 7. A bacteroidesek PBP-i a béta-laktam antibiotikumok iranti
affinitdsukban és ezen fehérjék gatldsanak morfologiai kovetkezményeiben kiilonboznek az E.
coli PBP-it6l. Mindenesetre, amint tobb szerz6 megallapitotta, nagyon nehéz korrelaltatni egy
adott PBP 50%-o0s gatld koncentracio-affinitasat egy antibiotikum irant a MIC-el, mivel
altalaban nem ez az egyetlen mechanizmus, amely felelds a rezisztenciaért. E nehézség ellenére
szamos tanulmany Osszefliggést tart fel a béta-laktam-vegyiiletek Bacteroides-fajok PBP-jeivel
szembeni csokkent affinitasa €s az ezen szerekkel szembeni rezisztencia kozott. A Bacteroides
torzsek esetében az elsddleges célpont a legtobb béta-laktam antibiotikum szamara a PBP2,



amely részt vesz a szeptacioban, és megfelel az E. coli PBP3-nak. A Bacteroides torzsek
esetében PBP1 komplex 4ltaldban a masodlagos célhely és a sejt megnyulasaval tarsul, amely
megfelel az E. coli PBP1-jénck. Az olyan vegyiiletek, mint az imipenem és a meropenem,
kezdetben a PBP3-hoz kotédnek és a sejtek lekerekedését okozzak, majd a PBP2-hez
kapcsolddnak. B. fragilis rezisztens torzsében a 80 kDa-os PBP csokkent affinitasat figyelték
meg imipenem, piperacillin, cefoperazon, cefotaxim és a ceftazidim irant. A PBP-k valtozasai
- foként a PBP1 és/vagy PBP2 moddosulasai - Osszefiiggésben vannak a nem béta-laktamaz
enzim altal kozvetitett cefoxitin-rezisztenciaval a B. fragilis csoportba tartozé cefoxitin-
rezisztens mutansokban. A B. thetaiotaomicron 238m PBP1 komplex (86 kDa) affinitasa a
cefoxitinhoz és a piperacillinhez 100-szoros, illetve 70-szeres csokkenést mutatott a
sziil6torzséhez viszonyitva.

- A Bacteroides/Parabacteroides torzsek esetében eddig még kevés irodalmi adat all
rendelkezésre a kiils6 membran porin fehérjék valtozasa és az antimikrobidlis rezisztencia
kozott. A B. fragilis 45 kDa-os porinszerii fehérjéje potencialisan korrelalhat a B. fragilis
antibiotikum-rezisztenciajaval, illetve a B. thetaiotaomicron egy feltételezett 70 kDa-0s porinja
¢és a laktam-szerekkel szembeni rezisztencia kozott IS potencialis Osszefiiggés allhat fenn.
Korabbi vizsgalatok arra utaltak, hogy a Bacteroides és Parabacteroides spp. térzseiben a
kromoszomalis cefalosporinaz hiperprodukcidja a porinok elvesztésével egyiitt béta-laktam
/béta-laktamaz inhibitor rezisztencidt eredményez. A jelenlegi kutatasok alapjan azonban
valoszintibbnek tiinik, hogy a kiilsé membran (porin) fehérjék valtozasa és az antimikrobialis
rezisztencia kozotti Osszefliggések asszociativak voltak és egyértelmii Osszefliggést nem
mutathato Ki kozottiik.

4. A jelolt adatai alapjan a magyarorszagi Bacteroides ovatus izolatumok 16,66%-a
meropenem rezisztensnek, a B. thetaiotaomicron torzsek 55,7%-a clindamycin
rezisztensnek bizonyult. Mi allhat ennek a jelenségnek a hatterében?

- A két faj érzékenységi viszonyainak jelentds eltérése a magyarorszagi vizsgalatban -
kiilonosen a meropenem ¢és a clindamycin esetében - egyrészt a kevesebb elemszammal (pld.
Bacteroides ovatus izolatumok 16,66%-a 24 torzs esetében 4 torzset jelent) magyarazhato.
Masrészt a szakirodalombal is ismert az a megfigyelés, hogy az in. indol-pozitiv bacteroidesek
rezisztencia aranyai altalaban magasabbak az egyéb Bacteroides fajokénal. A jelenség tobb
felmérés adatai alapjan ismert, azonban az okait mélyebben még nem kutattak. A rutin
diagnosztikdban is  ismert, hogy az aerob  baktériumok  kozott pld. a
Proteus/Providencia/Morganella csalad tagjai koziil az indol pozitiv speciesek altalaban
rezisztensebbek az indol negativ torzseknél. A kiilonb6zé nemzetkdzi és orszagos anaerob
baktérium antibiotikum érzékenységi felmérések soran 6t f6 tényezordl deriilt ki, hogy
befolyasoljak az antibiotikum érzékenységi aranyokat: ezek a faj, orszag, korhazi kozpont,
antibiotikum-fogyasztas és a klinikai minta tipusa.

- L. Dubreuil 2003-ban koz6lt felmérése alapjan hasonld eredményeket talaltak: cefotetan és a
clindamycin esetében jelentds érzékenységbeli kiillonbségeket figyeltek meg a kiilonb6z6 fajok
kozott. A B. fragilis torzsek érzékenyebbek voltak, mint a B. thetaiotaomicron, a B. ovatus, a
B. vulgatus. A B. thetaiotaomicron rezisztensebb volt, mint a B. distasonis, a B. vulgatus és mas



fajok, de rezisztencia viszonyaiban nem kiilonbozott a B. ovatus-tol. Mivel nem talaltak
szignifikans kiilonbséget a clindamycinnel és a cefotetannal szembeni rezisztenciaban a B.
distasonis és a B. vulgatus vagy mas fajok esetében, igy a B. fragilis csoportot harom
alcsoportra osztottak: (i) B. fragilis torzsek, (ii) B. thetaiotaomicron és B. ovatus torzsek és (iii)
egyéb, mas fajok torzsei. Az clindamycinnel és a cefotetannal szembeni rezisztencia vizsgalata
soran alkalmazott statisztikai modszer ezeket az egyes fajcsoportokat dsszekapcsolta, holott
rezisztencia-mechanizmusaik k6zott nem volt osszefiiggés.

- Snydman az USA-ban 1997-2004-ig vizsgalt idészakban késziilt tanulmanya a B. fragilis
csoport rezisztencia-mintazatanak valtozékonysagat vizsgalta és néhany fontos faj-specifikus
antibiotikum érzékenységi mintazatot talalt: a B. ovatus karbapenem rezisztencia aranya
magasabb volt, mint mas Bacteroides fajoké, a B. vulgatus rezisztencia aranya magasabb volt
a piperacillin-tazobactam esetében, a B. distasonis ellenallobb volt az ampicillin-
szulbaktammal és a cefoxitinnal szemben, a B. ovatus és a B. uniformis nagyon ellenallo volt a
moxifloxacinnal szemben, a moxifloxacin rezisztencia aranya a B. vulgatus torzsek kozott
kimagaslo, >50% volt. Veloo és mtsai 2015-ben kozolt felmérésiikben a hollandiai toérzsek
kozott ilyen eltéréseket a vizsgalt fajok kozott nem figyeltek meg. Egy daniai vizsgalatban
olyan paciensek székletmintaibol szarmazo Bacteroides/Parabacteroides torzseket vizsgaltak,
akik széles spektrumu antibiotikum terapiaban részesiiltek. Bar az 6sszes vizsgalt faj esetében
a meropenem iranti csokkent érzékenység 5% volt, de a B. ovatus /xylanisolvens torzsek 13%-
a nem volt érzékeny, a B. thetaiotaomicron torzsek 47%-a pedig clindamycin rezisztensnek
bizonyult.

- Kouhsari és mtsai 2019-ben 3 irani korhaz fekvdbetegeinek székletmintdibol izolalt
Bacteroides/Parabacteroides torzseket vizsgaltak: a B. ovatus torzsek 13,6%-a meropenem
rezisztens, mig a B. thetaiotaomicron torzsek 90,4%-a clindamycin rezisztensnek bizonyult.
Dumont 2020-ban 2 francia korhaz anaerob hemokultura izoldtumainak rezisztencia
eredményeit hasonlitottdk Ossze, ahol (bar az izolatumok szama kevés volt) hasonlo
eredményeket kaptak az indol pozitiv izolatumok esetében: igy megallapitottak, hogy a B.
ovatus és a B. thetaiotaomicron torzsek joval rezisztensebbek voltak a vizsgalt
antibiotikumokra, mint a tobbi Bacteroides/Parabacteroides torzs.

5. A Bacteroides torzsek esetében magyarazhato-e a moxifloxacin rezisztencia a bexA
MATE multidrug efflux pumpa jelenlétével, ha a nem-fragilis Bacteroides moxifloxacin
rezisztens torzsek 38,9%-a, mig a nem-fragilis Bacteroides moxifloxacin érzékeny torzsek
2,4%-a hordozta ezt a gént? Tekintettel arra, hogy a PCR vizsgalatok csak a bexA gén
jelenlétét és nem annak expresszidjat vizsgaljak ¢és nem adnak informaciot annak
vonatkozéan, hogy ezen torzsek esetében milyen aranyu volt a bexA gén expresszidja?
Milyen adatok vannak arra vonatkozoan, a MATE multidrug efflux pumpa expresszioja,
aktivitasa indukalhato-e, és ha igen, akkor mivel? Tekintettel arra, hogy az efflux pumpak
nem specifikusak egy-egy antibiotikumra, a MATE multidrug efflux pumpa milyen egyéb
antibiotikum ellen okozhat rezisztenciat?



- Kimutattak, hogy szamos proton-motoros erével (PMF) mikodd vagy energiafiiggd (ATP)
multidrug efflux pumpa fontos szerepet tolt be az antimikrobialis rezisztencia és az MDR
fenotipus kialakuldsdban; ezek az efflux pumpéak hasonl6 szerepet jatszhatnak az antibiotikum-
rezisztens B. fragilis, valamint a nem fragilis Bacteroides fajok rezisztencia-mechanizmusaban.
Ezekben a baktériumokban két transzporter-szupercsalad, az RND (Resistance Nodulation
Division) és a MATE (Multi-antimicrobial extrusion protein) tagjai keriiltek kimutatasra: az
RND csaladbol a bmeABC1-16 transzporterek (amelyek szerkezetileg a Pseudomonas
aeruginosa MexAB-OprM efflux rendszer homologjai), a MATE csaladbol pedig a BexA
(Bacteroides exporter A; a Vibrio parahaemolyticus NorM transzporterének a homoldgja)
transzporterek kertiltek azonositasra. A Bacteroides-ekben talalhato RND transzportereknek
széles a szubsztrat-specificitdsa, amely szamos antibiotikum-csaladra és egyéb toxikus adgensre
(B-laktamok, tetracyclinek, kinolonok, erythromycin, fuzidinsav, novobiocin, metronidazol,
triklozan, natrium-dodecil-szulfat/SDS/, ethidium-bromid, epesavak) is kiterjed. Az bmeABC
transzporterek expresszidjat az elébb emlitett szubsztratok indukélhatjdk (kiilondsen erds
induktoroknak talaltak az ampicillint, imipenemet, norfloxacint, levofloxacint é¢s az SDS-t az
MDR Bacteroides torzsekben), a bmeB gének kifejezodésének novelésével.

- A jelenleg elérhetd kisérleti adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a BexA transzporter
szubsztrat-specificitasa jelentdsen sziikebb az RND-transzporterekéhez képest (amely részint a
szubsztrat transzporterben val6 kotddéséhez sziikséges jol definialt konformacidval és H-kotés
donor-akceptor viszonyokkal magyarazhat6); dont6en a kinolon antibiotikumok és az ethidium-
bromid kipumpaldsidra képesek, mig a pumpa expresszidjat bizonyitottan a kinolon
antibiotikumok, a cetrimid, az ethidium-bromid, a klorhexidin, a delaquinium és egyéb
detergensek képesek indukalni. BexA-transzporter knock-out mutansok esetén (B. fragilis és B.
thethaiotaomicron tdrzsekben) a norfloxacin és ciprofloxacin MIC-ekben figyeltek meg
szignifikans csokkenést a vad tipusu torzsekhez képest, mig a moxifloxacin MIC-ek nem
valtoztak szamottevéen. Tehat a bexA jelenléte a moxifloxacin-rezisztens torzsek esetén a
rezisztens fenotipus kialakitasaban csak kisebb részben jatszhat szerepet, mig nagyobb szerep
feltételezhetd a gyrA és parC-génekben bekovetkezd mutacioknak, melyek gyakran alakulnak
ki elézetes kinolon-eredetii szelekcidos nyomas kovetkeztében.

- A bexA génnel kapcsolatos kutatasaink meglehetsen 1 teriiletet képviselnek az anaerob
baktériumok korében, igy nem taldltam arra vonatkoz6 nemzetkozi szakirodalmi adatot, hogy
a gén expressziojat vizsgaltak-e Bacteroides/Parabacteroides torzsekben. Mivel a PCR
vizsgalataink soran csak a bexA gén jelenlétét és nem annak expresszidjat vizsgaltuk, tovabbi
molekularis és fenotipusos vizsgalatokat terveztiink a bexA gén expresszidjanak kimutatasara.

- Ricci és mtsai (2003) leirtak két olyan tjabb fluorokinolont, amelyek ugy tiinik, hogy célzottan
a MATE targetjei lehetnek, igy ezekkel szembeni rezisztencia jelezheti a MATE MDR
funkcionalitasat/expresszidjat fenotipusos tesztben: a clinafloxacin €s garenoxacin elsdsorban
a MATE-efflux pumpak targetjei, igy ezekkel a fluoroquinolonokkal MATE pumpék aktivitasa
specifikusabban vizsgalhato, mint az efflux pumpa gatl6 verapamillal vagy reserpinnel.

- A B. thetaiotamicron bexA génjét E. coli-ba klonoztak és azt talaltak, hogy a gén spontan is
leirodik, de expressziojat indukalhatja a tetracyclin, ha a tertracyclin promoétere a bexA
kozelében van - igazibol ez egy funkcionalis teszt, hiszen nem csak PCR-ral bizonyitottak a
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jelenlétét, de annak funkcionalitasat és indukalhatosagat is igazoltak (bar nem egy természetes,
hanem rekombinans baktériumban).

6. A magyarorszagi gyiijteménybdl szarmazé multidrug rezisztens Bacteroides torzsek
vizsgalata soran milyen kritériumok alapjan tekintették az izolatumokat multidrug
rezisztensnek?

Az izolatumokat a nemzetkozi szakirodalom alapjan MDR-nek tekintettiik, ha harom vagy tobb
antibiotikum csoportbél legalabb egy antibiotikummal szemben rezisztens volt.

,,Multi Drug Resistant Anaerobic Bacteria: Definition: Resistant for at least one antibiotic
agent in three or more antibiotic categories.”

7. A jelolt vizsgalatai és eredményei alapjan az osszes multidrug rezisztens Bacteroides
torzs hordozta a tetQ gént. A tetQ gén az irodalmi adatok alapjan nagyon elterjedt,
tekintettel a tetracyclin szarmazékok széles kori hasznalatira a human és
allatgyogyaszatban. Vizsgaltik-e a nem MDR torzsek kozott a tetQ és tetX gének
eléfordulasi gyakorisagat?

A nem MDR toérzsek kozott a tetQ és tetX gének eldfordulasi gyakorisagat tobb alkalommal is
vizsgaltuk és publikaltuk:

Az elsé vizsgalatban az eurdpai torzsgyljteménybdl random bevalogatva 161 B. fragilis
csoportba tartozd izolatumot vizsgaltunk meg az egyéb antibiotikum rezisztencia gének
jelenlétének kimutatasa céljabol (Eitel Zs. 2006.) A 161 Bacteroides torzs kozott a tetracyclin
rezisztenciaért feleldés gének eléfordulasa: tetQ esetén 80,1%, a tetX esetén 9,9% és a tetX1
esetén 5,0% volt, viszont nem talaltunk sem tetM- sem tet36-pozitiv torzset a vizsgalt torzsek
kozott. A vizsgalatba bevont B. fragilis torzsek kozott csak 3 (1,9%) torzs volt rezisztens
tigecyclinre (MIC: 16 mg/l) ezek mindegyike a tetQ gént hordozta, azonban a tetM, tetX, tetX1
¢s a tet36 gének nem voltak jelen egyik tigecyclin-rezisztens Bacteroides torzsben sem.

1. tablazat: A tetracyclin rezisztenciaért felelos gének prevalenciaja a vizsgalt torzsek kozott

Bacteroides torzsek A rezisztencia géneket hordozo torzsek szama (%)

tetM tetQ tetX tetX1 tet36

B. fragilis n=128 0 101 (78,9%) | 13(10,2%) 7 (5,5%) 0

non-fragilis Bacteroides n=33 0 28 (84,8%) 3(9,1%) 3(9,1%) 0

Tigecyclin rezisztens torzsek tetM tetQ tetX tetX1 tet36

szama*

B. fragilis n=3 0 3 (100%) 0 0 0

non-fragilis Bacteroides n=0 0 0 0 0 0

* A CLSI szerinti tigecyclin rezisztencia hatarérték: >16 mg/1

- Munkacsoportunk 2007-2008-ban harom magyarorszagi laboratorium részvételével tortént
multicentrikus felmérés soran vizsgalta a tigecyclin és 6t komparator antibiotikum in vitro
hatékonysagat bor- és lagyrész infekciokbol, és intraabdominalis infekciokbdl szarmazo



anaerob baktériumok esetében. Ebben a tanulmanyban 280, Bacteroides fragilis csoportba
tartozo torzset is vizsgaltunk. A tigecyclin a glycylcyclin csaldd elsé tagja, a minocyclin
félszintetikus szarmazéka. Az alapvegyiileten tortént modositas megvédi a tigecyclint azoktol
a rezisztencia mechanizmusoktol, amelyek hatastalanitjdk a tetracyclineket, igy varhatéan
megorzi hatékonysagat a tetracyclin rezisztens torzsekkel szemben is.

A kovetkezo vizsgalatunkba célzottan 35 Bacteroides torzs keriilt bevalogatasra. Kivalasztasuk
a tigecyclin MIC értékiik alapjan tortént, bevonasra kertiltek érzékeny (MIC <4 pg/ml) és emelt
szinti MIC-értékkel rendelkez6 (8 mg/l és 16 mg/l) torzsek is (Bartha NA, 2011). A
kivalasztott izolatumok az ismertetett eurdpai torzsgyljteménybdl és a hazai
torzsgyljteményiinkbdl (amelyet a fent emlitett hazai tigecyclin-rezisztencia helyzetének
felmérésére gyiijtottiink) szarmaztak.

- A 35 kivalasztott Bacteroides torzsbol 12 rendelkezett emelkedett tigecyclin MIC értékkel (>8
mg/1) igy mérsékelten érzékenynek, vagy rezisztensnek bizonyultak, mig 23-nak alacsony volt
atigecyclin MIC értéke (MIC <4 mg/1), igy az érzékeny tartomanyba estek. Ebben a csoportban
volt 8 torzs, amelynek MIC értéke 4 mg/l volt. Minden tetracyclinre mérsékelten érzékeny vagy
rezisztens izolatum (MIC >8 mg/l) hordozta a tetQ gént, mig a 6 érzékeny (tetracyclin MIC 4
mg/1) izolatumbol csupan ketténél volt jelen. A tetQ gén minden izoldtumban jelen volt, amely
emelkedett tigecyclin MIC értékkel rendelkezett, mig a tetX gént 2 esetben (16,7%), a tetX1
gént 9 esetben (75%) sikeriilt kimutatni (2. tablazat). A 4 mg/l-es tigecyclin MIC értékkel
rendelkezd torzsek kozott a tetQ gént 8 (100%), a tetX gént 1 (12,5%), a tetX1 gént pedig 6
(75%) esetben tudtuk kimutatni. A 0,064-2 mg/1 k6zotti tigecyclin MIC értékekkel rendelkezd
torzsek kozott a tetQ gént 73,3%, a tetX gént 2 (13,3%), a tetX1 gént pedig 46,7%-ban tudtuk
kimutatni.

2. tablazat: A4 rezisztencia gének jelenléte a kiilonbozo tigecyclin MIC-el rendelkezé torzsek esetében

Bacteroides torzsek A rezisztencia gént hordozé torzsek szama/(%0)
szama/tigecyclin MIC

tetQ tetX tetX1 ermF
>8 mg/l (n=12) 2(16,7) 9(75,0) 12 (100) 4(333)
4 mg/l (n=8) 1(12,5) 6 (75,0) 8 (100) 3(37,5)
<4 mg/l (n=15) 2 (13.3) 7 (46,7) 11 (73,3) 6 (40,0)

- A tetQ gén jelenléte erds korrelaciét mutatott a tetracyclin és tigecyclin fenotipusos
rezisztenciaval, ezen feliil a tetX1 gén jelenléte is jol korrelalt a tigecyclin rezisztenciaval, bar
kevésbé erésen, mint az el6z6 esetben. Az ermF gént a 35 torzsbol 13-ban (37,1%) tudtuk
kimutatni. Hét torzsben (hat esetben a tigecyclin MIC > 4 mg/l, egy esetben pedig 2 mg/1 volt)
az ermF gén egyiitt volt jelen a tetQ és tetX1 génekkel.

- Ez, a vélogatott torzsekkel torténd vizsgalatunk kimutatta a tetX és tetX1 gének jelenlétét a
megemelkedett MIC értékekkel rendelkez6 Bacteroides torzsekben, azonban kozvetlen
prediktiv értéke csak a tetX1 gén jelenlétének volt. A tetQ és tetX1 gének esetében magasabb
prevalenciat figyeltiink meg azonban a torzsekben, amelyek >4 mg/l-es MIC értékekkel



rendelkeztek. A vizsgalatban a tetX1 gén detektalasat is elvégeztiik, annak ellenére, hogy ezt
egy pszeudo-génnek tartjak, mivel a tetX génnel valdo 66%-0s homoldgiaja miatt azt vartuk,
hogy redox aktivitassal rendelkezzen. A tetX1 gén varatlanul magas (46,7-75%) prevalencidja
figyelemre méltd és véleményiink szerint szemben all azzal elképzeléssel, hogy pszeudo-gén
lenne. A Bacteroides spp-ben gyakran megtalalhatok a konjugativ transzpozonok (CTn-k):
torzsek tobb mint 80%-a tartalmaz legalabb egy konjugalt transzpozont. A Bacteroides-ben
1év6 konjugativ transzpozonokat gyakran ,.tetracyclin-rezisztencia-faktoroknak™ nevezik, és
sok koziiliik tetracyclin-expozicid révén stimuléalhato, ezek kb. 150 kb méretiick. Szamos B.
fragilis konjugalt transzpozon is tartalmaz erythromycin rezisztencia géneket, példaul az
ermF (cTnDOT), ermB (cTnBST) vagy ermG (cTnGERM1). Kisérletiink soran az ermF gén
jelenlétét szintén vizsgaltuk, hisz eziton tovabbi informécidkhoz juthatunk a genetikai elemek
jelenlétérdl, pld. CTnDOT-r6l (tetracycline resistance conjugative transposon), amely a tetQ-t,
tetX1-et, tetX2-t (99%-os homoldgia a tetX-el) és egyuttal az ermF-et is hordozza. A vizsgalat
soran harom olyan torzset talaltuk, amelyek az ermF mellett a tetQ, tetX és tetX1-es géneket is
hordoztak. Ezek a torzsek hordozhatnak CTnDOT-szerli konjugativ transzpozonokat, tehat a
mobilis genetikai elem prevalenciaja kb. 8,6% lehet ebben a Bacteroides populaciéban, ami
Osszhangban van az el6z6 eredményekkel (10%). Vizsgalataink kifejezetten jelentdsek abbol a
szempontbol, hogy a plazmidok és transzpozonok, amelyek hordozzak ezen rezisztencia
géneket, nagyban eldsegithetik azok terjedését a kiilonbozo baktériumok (fajok, illetve egyes
torzsek) kozott. Ezen torzsek nemcsak az altaluk hordozott rezisztencia gének terjesztéséért
felelosek, hanem a tars-rezidens mobilizalhato elemek altal hordozott antibiotikum rezisztencia
gének atvitelében is fontos szerepet jatszhatnak a mobilis elemek kivagasanak és atadasanak
stimulalasaval. Egyeldre még nem tisztazott, hogy a kromoszomalis tetX és tetX1 gének magas
prevalenciaja az emelkedett tigecyclin MIC értékekkel rendelkez$ Bacteroides torzsekben
valos veszélyt jelent-e, de a tetX és tetX1 gének jelenléte a mobilis genetikai elemeken felhivja
a figyelmet a tigecyclin-rezisztencia terjedésének lehetdségére, mind a bacteroidesek, mind mas
aerob, fakultativ- és obligat anaerob baktériumok kozott. Tovabbi vizsgalatok sziikségesek, —
pld. egy magas rezisztenciaval rendelkez0 torzsbdl a rezisztens fenotipus atvitele egy érzékeny
torzsbe konjugacioval — hogy igazolhatd legyen a jelen kutatas soran feltételezett, lehetséges
géntranszfer. A tobb kiilonboz6 antibiotikummal szemben rezisztens B. fragilis térzsek stlyos
terapias problémat, klinikai kudarcot okozhatnak, rdadéasul, mivel a bacteroidesek nagyon
fontos, domindns tagjai a normdl humdn intesztindlis mikrobiotanak, ki vannak téve a
kiilonboz6 okokbol alkalmazott antibiotikumok altali szelekcidos nyomdsnak. A vizsgalatok
alapjan szignifikans rezervodarjai és forrasai lehetnek a kiilonboz6 antibiotikum rezisztencia
géneknek. Vizsgalatunkban az obligat anaerob Gram negativ Bacteroides izolatumokban
talaltunk ermB ¢és ermG géneket, melyek a Gram-pozitiv speciesekre jellemzdek, illetve tetX
és kiilonbozo tetX1 géneket, melyek az aerob tipusu tetracyclin oxidaldé enzimek termeléséért
felelések. A vizsgalt rezisztencia gének némelyike fenotipusosan érzékeny torzsben volt
megtalalhato, amely a felveti a genetikai szabalyozas kérdését. A vizsgalatok kivitelezését az
anaerob munkacsoportunkba tartozé Dr. Eitel Zsuzsa és Dr. Bartha Noémi végezték, aki Nagy
Erzsébet Professzor Asszony iranyitasa alatt PhD-tek.

8. A jelolt vizsgalatai alapjan a B. ovatus D92 torzs metronidazollal szemben rezisztenciat
mutatott, MIC értéke 32 mg/l volt, azonban a térzs a nim gént nem hordozta. Mi a jelolt



véleménye, milyen rezisztencia mechanizmus allhatott a metronidazol rezisztencia
hatterében?

- A nitroimidazolok hatasmédjuk szerint olyan prodrugok, amelyek a nitrocsoportjuk
redukalasat kovetden fejtik ki antimikrobidlis hatdsukat. Ezt altalaban a nitroreduktaz
enzimekkel (NTR) lehet elérni akkor, ha prosztetikus csoportként flavin-mononukleotidot
(FMN) vagy flavin-adenin-dinukleotidot (FAD) hasznalnak; redukaloszerként pedig vagy
NADH-t, vagy NADPH-t. A mechanizmus a kovetkezo 1épésekbdl all: (i) a molekuldk passziv
difftizié atjan jutnak be a sejtekbe, (ii) a nitrocsoport reaktiv gyokokké redukalddik és (iii) a
gyokok reagalnak a sejtben 1évé DNS-sel vagy fehérjével. A szer sejteken beliil beliili
redukcioja a vegyiilet redoxpotencialjatol €s az atvitt elektronok szamatol fligg.

- A nitroimidazolokkal szembeni rezisztencia altalaban azért fordul el6, mert csékken (1) a nim
gének altal kodolt, a nitrocsoport redukalasaéért felels nitroreduktaz enzimek expresszioja; (2)
egyéb rezisztencia-mechanizmusok tehetdk feleldssé: igy a metabolikus shift a piruvat laktatta
torténd atalakulasahoz kapcsolodo utvonalhoz a laktat-dehidrogenaz révén; csokkent uptake;
az antibiotikum fokozott kiaramlasa; fokozott DNS-javitas kapacitas; az antioxidans védekez6
rendszerek aktivaldsa; a vas-vas transzporter FeoAB hidnya; a ramnéz katabolizmust
szabalyoz6 RhaR fehérje tulzott expresszidja, illetve olyan mutaciok, melyek megvaltoztatjak
a szénhidratok felhasznéldsat a redox allapot érintésével, amely leroviditi a szer sejtkarosito
hatasat. Ezek a rezisztencia-mechanizmusok a célszervezettdl fiiggden kiilonboznek.

9. A multidrug rezisztens Bacteroides torzsek koziil négy bizonyult moxifloxacin
rezisztensnek, ezek koziil egy B. ovatus torzs bexA gént hordozott. A B. fragilis Sz38 GyrA
alegységében a Ser82-Phe szubsztituciot igazoltak. A GyrA mutaciéo egymagaban nem
feltétleniil okoz magas szinti kinolon rezisztenciat. Torténtek vizsgalatok a QRDR régio
mas részeinek vizsgalatara, vagy mas rezisztencia mechanizmusok feltarasara?

- Munkacsoportunk a disszertacid6 beadasa utan (2019 decembere) tovabbi, részletesebb
vizsgalatokat tervezett a gytijtott torzsekkel. Eddig még csak egy vizsgalatsorozatot végeztek
el a torzsekkel, ennek sordn az alacsony és magas moxifloxacin MIC értékkel rendelkezd
izolatumok QRDR régidit megszekvenaltak és altalaban samesense vagy missense mutaciokat
talaltak. Tervbe vettik az MDR torzsekkel kapcsolatos egyéb vizsgalatokat, illetve azt
terveztiink, hogy mind kiilfoldi, mind orszdgos szinten gy(ijtiink a laboratériumoktol tovabbi
MDR torzseket. Ezek a vizsgalatok munka, id6 és nem utolsosorban pénz igényesek €s sajnos
2020 tavaszan a pandémia miatt megakadtak, jelenleg sziinetelnek. Természetesen az MDR
torzsekkel eltervezett vizsgalatokat folytatni szeretnénk.

10. A jelolt vizsgalta a B. fragilis torzsek jelentés patogenitasi faktorainak az enterotoxin
felszabadulasaért felelés géneknek, a fpn és cfiA géneknek a vizsgalatat. A két gén
eléfordulas kozott negativ korrelaciot figyelt meg. Milyen jelenség allhat ennek
hatterében?

- A magyarorszagi torzsek vizsgalata soran az adatainkat elemezve jutottunk erre a
figyelemremélto, érdekes Osszefliggésre. A fragilizint a C11 proteaz (fpn) aktivalja, és a C10



proteazzal (bfp) egyiitt jelentds szerepet jatszik az invazivitasaban. Két cisztein-peptidaztipust
irtak le a kozelmultban, melyek szerepet jatszanak a torzsek patogenitasaban: a bfpl—4 géneket,
amelyek a C10 peptidazt kodoljak, és az fpn géneket, amelyek a C11 peptidazt kodoljak
(fragipain). Dokumentéltdk a C10 peptidaz és a gyulladdsos bélbetegség és a szepszis
patogenezisének lehetséges kapcsolatat, és bebizonyitottdk, hogy a fragipain aktivalja a B.
fragilis enterotoxint. Az enterotoxin termelésért felelds gének illetve a karbapenem
rezisztenciaért felelés cfiA gén egyiittes jelenlétét munkacsoportunkon kiviil csak W. Jafal és
kollégai vizsgaltak és kozolték. Eredményeik szerint a 72 (34,2%) bft-pozitiv izolatum
multirezisztens (MDR) volt, ezek koziil 64 (88,9%) bft-1 és 8 (11,1%) bft-2 altipus volt, a bft-
3 pozitiv torzsek egyike sem volt multirezisztens. Az Osszes karbapenem rezisztens torzs
hordozta a cfiA gént, ez a 210 bft-pozitiv izolatum 16,2%-anak felel meg. Nem talaltak
szignifikans Osszefliggést a bft gének és cfiA gén eléfordulasa kozott. A fnp gén jelenlétét nem
vizsgaltak. Mivel egyéb, erre vonatkozo adatot a szakirodalomban nem talaltam, ezért tovabbi,
nagyobb szamu torzzsel érdemes lenne a vizsgalatunkat folytatni.

11. Kérem a jeloltet, hogy ismertesse milyen antibiotikum rezisztencia mechanizmusokat
képes a MALDI TOF MS rendszer detektalni és ismertesse a véleményét arrol, hogy
alkalmasnak tartani-e a jovében a MALDI TOF MS rendszert, hogy antibiotikum
rezisztencia vizsgalatokat végezzenek vele a rutin mikrobiologiai laboratéoriumban.

- Az antibiotikum-rezisztencia korai, gyors felismerése a MALDI-TOF MS segitségével
kiilonosen hasznos lehet a klinikusok szamara az antibiotikum-terapia ésszertsitése érdekében
esetben, amikor a terapia hozzajarul a szervek miikodésének megérzéséhez és/vagy a beteg
taléléséhez. A multi-drog rezisztencia kiilonosen dramai probléma a szisztémas fertézésekben,
valamint a Kritikus testtajakat érint6 fertézésekben (pl. szem, idegrendszer, szepszis) ahol a
hatékony terapia idOben torténd beadasa alapvetd fontossagu a szervspecifikus funkcidk
megkimélésében, vagy a beteg tGlélése érdekében. Ezért szamos tanulmany vizsgalja a
MALDI-TOF MS technolégia alkalmazasanak lehetdségét az antibiotikum-rezisztencia gyors
kimutatdsara els6ként a véraram fert6zésekbol izolalt bakterialis korokozokban, valamint az
antifungalis rezisztencia kimutatasara patogén gombakban.

- Jelenleg a pontos baktérium species identifikalason tul mar tobb, kiilonb6z6 osztalyba tartozo
antibiotikummal szembeni antimikrobialis rezisztenciat sikeresen detektal a MALDI-TOF
modszer a klinikailag relevans baktérium fajokban, beleértve az Enterobacteriaceae csalad
tagjait, nem fermentaldé Gram-negativ baktériumokat, a Gram-pozitiv coccusokat, anaerob
baktériumokat és mycobacteriumokat. A legszélesebb korben hasznalt médszerek kozé tartozik
a béta-laktamaz aktivitdis mérése a béta-laktdm gylirQi hidrolizisének kimutatasaval, az
antibiotikum  rezisztenciaért/csokkent-érzékenységért felelds vagy azzal Osszefiiggd
biomarkerek felismerése, valamint a vagy antimikrobialis gyogyszerek nélkiil.

1. A béta-laktamaz aktivitas mérése MALDI-TOF MS-vel

A MALDI-TOF MS egyik elsd sikeres alkalmazéasa az antibiotikum-rezisztencia kimutatasara
annak a megfigyelésnek az eredménye, hogy a béta-laktdm gytir(i hidrolizise a béta-laktam
antibiotikumok béta-laktamazt termel6 (aerob és anaerob) baktériumok altali expozicidja utan



a tomegspektrumokban az antibiotikumnak megfeleld csucs csokkenésével €s a hidrolizis
termékeit képvisel6 csucsok megjelenésével modosulhat.

- A véraramfertdzést okozd Gram-negativ baktériumok karbapenem-rezisztenciajanak
kimutatasara vizsgalatot végeztek az imipenem hidrolizisének mérésével Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Enterobacteriaceae baktériumokban. Az elemzést egy
MBT Compass STAR-BL modul szoftver (Bruker Daltonics) segitségével hajtottak végre,
automatikusan eredményt (érzékenység vagy rezisztencia) szamolva az antibiotikum
hidrolizisének mértéke alapjan. Ez a vizsgélat, amely a baktériumok 30 perces inkubalasat
igényli az antibiotikummal, 98%-0s érzékenységet és 100%-0s specificitast mutatott, 60 perces
inkubacioval mindkettd elérte a 100%-ot. A béta-laktam-rezisztencia azonban csak akkor
mutathato ki, ha béta-laktamézok kozvetitik, mig a tobbi rezisztencia-mechanizmus nem dertil
ki, ezért a negativ eredményeket mas vizsgalatokkal kell megerdsiteni.

2. A gyogyszerrezisztenciaval dsszefiiggd biomarkerek azonositdsa

- A baktériumok karbapenemekkel szembeni rezisztencidjanak kimutatasara javasolt MALDI-
TOF MS alapt megkozelitések egyike a blaKPC karbapenemaz géneket hordoz6 plazmidok
azonositasara tamaszkodik. A koézelmultban azonositottak az A. baumannii Kiterjesztett
spektrumu C osztalyu béta-laktamazt, amely az Acinetobacter-eredetii cefalosporinazok (ADC)
csaladjaba tartozik (m/z~40,279) és a karbapenem-rezisztencia lehetséges bio-markereként
értekeltek. Az érzékenyseég 96%-0s és a specificitas 73% volt, dsszehasonlitva a mikrodilucios
imipenem-érzékenységi tesztekkel (Chang et al., 2018). A ClinProtTools elemzd szoftver
(v3.0; Bruker Daltonics) segitségével a KPC-t termel6 és a KPC-t nem termel6 K. pneumoniae
torzsek fehérje mintazatanak lehetséges eltéréseit vizsgalva 11,109-Da cstcsot detektaltak a
KPC-termel6 izolatumokban és ez a csucs minden KPC-t nem-termel6 izolatumban hianyzott.
Korabbi eredmények azt mutattak, hogy a 11,109-Da cstics egy hipotetikus p019 nevii fehérje
hasitasi terméke (Lau et al., 2014), mivel azonban a p019 polipeptid hianyzott a blaKPC-t
hordoz6 plazmidok egy részében, a negativ eredményeket megerdsitd tesztekkel kell
kiegésziteni.

- A meticillin-rezisztencia heterogén jellege a Staphylococcus aureus-ban akadalyozta a
meticillin-rezisztens S. aureus (MRSA) és a meticillin-érzékeny S. aureus (MSSA)
egyértelmilen megkiilonboztethetd csoportokba torténd besorolasat az egyes torzsek
spektrumprofiljainak klaszterelemzése alapjan (Wang et al., 2013). Részleges sikert értek el
egy olyan moédszer kidolgozasaval, amely egy fenolban oldodé fehérjetoxin (PSM-mec)
termelésére tamaszkodik az MRSA torzsek esetében, amelyet a MALDI-TOF MS detektalhat
2415 £ 2,00 m/z molekulatomeg/toltés csucsként és az MRSA-izolatumok legfeljebb felében
lehet jelen (Rhoads et al., 2016; Schuster et al., 2018). A PSM-mec peptid nem okoz meticillin-
rezisztenciat €s biologiai funkcidja ismeretlen, de expresszidja 0Osszefligg a meticillin-
rezisztenciaval. Kimutattdk, hogy a 2415 + 2,00 m/z csucs jelenléte megjésolja a mecA gén
hordozast S. aureus-ban, kozel 100%-os specificitassal. Az ,,MBT subtyping module” (Bruker
Daltonics) szoftvert a PSM-mec kimutatasara fejlesztették ki az S. aureus izolatumok
tomegspektrumaban, kozvetett bizonyitékot szolgéltatva a meticillin-rezisztencidra. Bar a
PSM-mec  jelenléte Osszeflige a  meticillin-rezisztenciaval ~ koaguldz-negativ



staphylococcusokban (CoNS) is, ezek tobbsége nem termeli (Schuster et al., 2018), igy
korlatozottan hasznalhatd a methicillin-rezisztencia kimutatasara ebben a baktérium
csoportban.

- Az extrém gyogyszerrezisztens P. aeruginosa fertézések novekvéd eléfordulasa a
meghatarozott magas kockazati klénok globalis terjedésének koszonhetd. Koziilik az ST175
kiilonosen gyakori Spanyolorszagban ¢és Franciaorszagban. A MALDI-TOF biomarker
cstcsalapu felismerési modellt harom spanyol és francia gylijteményben értékelték. A
spektrumanalizis két biomarker-csucsot (6,911 és 7,359 m/z) mutatott ki az 6sszes ST175
torzsben, amelyek az érzékeny torzsekben hianyoztak. A 7,359 m/z cstics mar ismert volt az
ST175-esetében (Cabrolier et al., 2015), a masodik csucs felismerése 97,8%-ra novelte a
specificitast (Mulet et al., 2019).

- Egy masik megkozelités, amely a membran lipidek tomegspektrometriai elemzésére
Osszpontositott bebizonyitotta, hogy a bakteridlis glikolipidek fajspecifikus jellemzokkel
rendelkeznek, amelyek lehetové teszik a baktériumok azonositasat. Ezutan egy lipid-extrakcios
protokollt irtak le (Liang et al., 2019), amely az azonositasi id6t <1 orara csokkenti. Ezt a
modszert vizsgaltak az antibiotikum-rezisztencia kimutatasara és a mikrobak azonositasara a
tenyésztés nélkiil, a klinikailag relevans ESKAPE korokozok és colistin rezisztens baktériumok
esetén. Kiilonboz6 rezisztencia biomarkereket talaltak: az mer-1-tartalmu P. aeruginosa torzsek
tomegeltolodast mutattak (1,446-1,569 m/z), ami a lipid A-hoz adott PEtN (Am/z 123)
adalékbol szarmazik. Az 1,569 m/z ion nem figyelhetd meg az érzékeny torzsekben; mig a K.
pneumoniae az lipid A AraN-modifikaciojat mutatta (Am/z 131), amely a hexa-acetilezett lipid-
A (1,824 m/z) termindlis foszfatcsoportjdhoz kapcsolodott €s modositott szerkezetet
eredményezett 1,955 m/z nyomason; hasonléan a Morganella morganii és AraN-modositott
lipid A-ionok tomegspektruma 1,796-r61 1,927 m/z-re tolodott.

- A fent leirt modszerek egy-egy rezisztencia-mechanizmusra specifikusak, ezért megkovetelik
a negativ eredmények megerdsitését. Eldnyilik, hogy rutinszerlien azonositasi eljarast
alkalmaznak, anélkiil, hogy az adott baktériumtorzset antibiotikummal inkubalnak, majd az
identifikacios 1épés utan egy masik spektralis elemzés kovetkezik, kivéve a Liang modszerét,
amely nem igényel elétenyésztést.

3. MALDI biotipus-antibiotikum érzékenységi teszt gyors teszt (MALDI Biotyper-Antibiotic
Susceptibility Test Rapid Assay: MBT-ASTRA)

- Az MBT-ASTRA gyors modszer az antibiotikum-rezisztencia kimutatasara a MALDI-TOF
MS szoftvereszkoze segitségével, amely kKiszamitja és 6sszehasonlitja az antibiotikum hatasnak
kitett vagy antibiotikumnak nem kitett baktériumok spektrumanak gorbe alatti teriiletét (AUC).
A vizsgalt baktériumtorzs AUC-értékeit OGsszehasonlitjadk a baktériumok szaporodasanak
mérésével: ha a torzs érzékeny az adott antibiotikummal szemben, a baktérium-szuszpenzio és
az antibiotikum AUC-értéke csokkenni fog az antibiotikum nélkiili€éhez képest, mig rezisztens
torzs esetén az AUC-érték antibiotikummal vagy anélkiil valtozatlan marad.

- Elvileg az MBT-ASTRA alkalmazhato az antibiotikumok és a baktériumok minden
kombinaciojara (Ceyssens et al., 2017). Ertékelték az MBT-ASTRA moédszert az



antimikrobialis rezisztencia kimutatasara szamos véletlenszeriien kivalasztott Mycobacterium
tuberculosis és nem tuberkuldozisos mycobacterium (NTM) klinikai izolatumban. A M.
tuberculosis torzseket rifampicinre, izoniazidra, linezolidra és etambutolra, valamint az NTM
klaritromicinre €s rifabutinra valé érzékenységet tesztelték.

- Az MBT-ASTRA modszert vizsgaltak (Jung et al., 2014) a gentamicinnel és ciprofloxacinnal
szembeni ¢érzékenység kimutatiasira kiilonboz6 Enterobacteriaceae-torzsekkel, valamint
monomikrobialis haemokultirakbol kozvetleniil kinyert Gram-negativ baktériumok esetén
cefotaximmal, piperacillin-tazobactammal és ciprofloxacinnal szemben. Osszességében a
mikrobialis azonositas és az érzékenységi teszt eredményeit ~4 ora alatt érték el. A kisérletek
soran egyértelmii kiilonbséget sikeriilt megfigyelni az érzékeny és a nem érzékeny izolatumok
kozott a gentamicin esetében, a ciprofloxacin és a piperacillin-tazobaktam esetében néhany
izolatumot tévesen mindsitett érzékenynek az MBT-ASTRA, foleg akkor, ha a MIC értékek
kozel voltak a vizsgalatban alkalmazott antibiotikum koncentracidhoz. Osszességében ezek az
eredmények azt mutatjdk, hogy az MBT-ASTRA igéretes megkozelités lehet a
monomikrobialis haemokulturdkbol kozvetleniil kinyert Gram-negativ baktériumok gyors
antibiotikum érzékenységi vizsgalatahoz, ugyanakkor ramutatnak a modszer optimalizalasanak
szlikségességére is.

- Az MBT-ASTRA modszert Justesen és mtsai, 2018-ban a B. fragilis antibiotikum
érzékenységi vizsgalatara alkalmaztak, egyértelmiien kimutatva a clindamycin, meropenem
vagy metronidazol hatdsdnak kitett, érzékeny (ATCC 25285) és rezisztens (O18) torzs kozotti
kiilonbséget. A modszer pontossagat azonban klinikai izolatumokon kell megerésiteni.

4. A csucsvaltozas detektdlasan alapulo vizsgalatok stabil izotdpjelolés (MBT-rezisztencia)
utan Assays Based on Detection of Peak Shift After Stable Isotope-Labeling: (MBT-Resist)

- A MALDI-TOF MS altal a baktériumok gyogyszer rezisztencidjanak meghatarozasara
szolgald masik megkdzelités a nem radioaktiv izotoppal jelolt taptalajok felhasznalasan alapul
(Demirev et al., 2013). A baktériumokat parhuzamosan két kiilonb6z6 taptalajban tenyésztik,
az egyik nem tartalmaz izotopot, a masik pedig *C-izotopot tartalmaz szénkomponensként. Az
antibiotikum tartalmu stabil izotoppal jelolt taptalajban ndvesztett intakt mikroorganizmus
tomegspektrumat 6sszehasonlitjak a nem jelolt taptalajban tenyésztett intakt mikroorganizmus
tomegspektrumaval a gyogyszer jelenléte nélkiil. A gyogyszer rezisztenciat egy vagy tobb
mikroorganizmus-biomarker  jellegzetes  tomegeltolodasanak  eldrejelzésével  lehet
meghatarozni bioinformatikai algoritmusok alkalmazéasaval. Az ilyen jellegzetes tomeg-
eltolodasok megfigyelése azt jelzi, hogy a mikroorganizmus még a gyogyszer jelenlétében is
¢letképes, igy beépiti az izotopos jelolést a jellegzetes biomarker molekulakba. A modszer
teljesitményét az intakt E. coli példajan szemléltetem, amelyet kontrollban (jeldletlen) és **C-
jeldlt taptalajon szaporitottak és a MALDI TOF MS elemzi. A rezisztens baktériumok a *C-et
tartalmazo polipeptidjeikbe beépiild antibiotikum jelenlétében szaporodhatnak, ami a csticsok
elmozdulésat eredményezi a tomegspektrum magasabb m/z értékére.
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- Az MSSA-t MRSA-torzsekt6]l megkiilonboztetd modszer alkalmazhatosaganak értékeléséhez
13C-jeldlt lizint tartalmazé tenyésztd taptalajt hasznalnak oxacillin- és cefoxitin-rezisztens S.
aureus klinikai izolatumok vizsgalatara (Sparbier et al., 2013). A baktériumokat 3 6ran at
harom kiilonboz6 kériilmény kozott inkubaltdk: 2C-tartalmu taptalaj antibiotikum nélkiil, *3C-
tartalmu taptalaj antibiotikum nélkiil és **C-tartalmi tdptalaj antibiotikummal.

- Jung és mtsai 2014-ben P. aeruginosa torzsek meropenem-, tobramicin- és ciprofloxacin-
érzékenységét elemezték a MALDI TOF modszerrel. A torzseket normal taptalajban, (13) C6-
(15) N2-jelzett lizinnel, valamint jelzett lizinnel és antibiotikummal kiegészitett taptalajban
inkubaltak. A jelolt aminosavak beépiilése miatt bekovetkezd csticseltolodasokat MALDI-TOF
MS-sel detektaltak. Félig automatizalt algoritmust hoztak 1étre az adatok gyors és elfogulatlan
kiértékeléséhez. A javasolt teszttel mindharom antibiotikum esetében egyértelmii kiilonbséget
lehetett tenni a rezisztens €és az érzékeny izolatumok kozott. Elméletileg ez a modszer, valamint
az MBT-ASTRA is alkalmazhat6 az antibiotikumok és mikroorganizmusok minden osztalyara,
de a két modszernek vannak hatranyai: (i) a mikrobialis novekedéshez sziikséges inkubacios
1d6, (1) a kiilonb6zd izolatum-antibiotikum kombinéciok kisérleti koriilményeinek
optimalizalasanak sziikségessége, (ii1) a tomegspektrumok valtozasa ¢és az MIC értékek kozotti
Osszefliggeés korrelacidja. Az MBT-ASTRA ¢és az MBT-Resist kozotti {6 kiilonbség az, hogy
az utobbi harom kiilonb6zd szaporodasi koriilményt igényel.

5. Antibiotikum-rezisztencia kozvetlen célpontra esé mikrocsepp névekedési vizsgalattal (DOT-
MGA)

- Ez az innovativ modszer lehetévé tette az antibiotikumok breakpoint-koncentracioival
inkubalt baktériumok antimikrobidlis rezisztencia/érzékenységének kimutatasat kozvetleniil a
MALDI-TOF MS targylemezén (Idelevich et al., 2018). Ugyan a szerzék a K. pneumoniae és
a P. aeruginosa torzsek esetében vizsgaltak a meropenemmel szembeni rezisztencijat, de a
modszer barmilyen mikrobidlis faj és antimikrobialis szer esetén alkalmazhato, fliggetleniil a
rezisztencia mechanizmusoktol. Mindkét mikroorganizmus esetében elérték a 100%-0s



érzékenységet és a specificitas., Az antibiotikummal torténd inkubalds utan a spektrumok
elemzését a MALDI Biotyper 3.1 szoftverrel végezték, amelyet rutinszerien hasznalunk
mikrobialis azonositasra. Ugyanez a munkacsoport egy masik tanulmanyukban a direkt
célpontra adott mikrocsepp novekedési vizsgalatot a meropenemre nem érzékeny és
meropenemre érzékeny Enterobacteriaceae izolatumokkal kiegészitett vérmintakbol szarmazo
pozitiv haemokultirak esetén értékelték.

- Correa-Martinez és munkacsoportja 2019-ben kifejlesztettek egy sziirdvizsgalati panelt a
kiterjesztett spektrumi béta-laktamdz (ESBL) és az AmpC béta-laktamaz aktivitas
kimutatasara. A panelt 50 klinikai izolatumon validaltak, beleértve az Enterobacteriaceae, a
Hafniaceae, a Morganellaceae és a Yersiniaceae csalad fajait, amelyek kiilonb6z6
mechanizmusokkal (ESBL ¢és/vagy AmpC) rezisztensek a harmadik generacios
cefalosporinokkal szemben. Négy cefalosporin és ESBL (klavuldnsav) és/vagy AmpC
(kloxacillin) B-laktamaz inhibitor k6z6tti szinergetikus hatast értékeltek a hatékony B-laktamaz
termelés kimutatasara. A baktériumok inkubécids idejét B-laktamaz inhibitorokkal és/vagy
antibiotikumokkal egylitt vagy anélkiil 4 6ran beliilre optimalizaltak. A PCR-eredményekhez
képest az ESBL, az AmpC és az ESBL+ AmpC rezisztencia pozitiv szazalékos egyeztetési
értékei 94,4;, 94,4 és 100%, a negativ szazalé¢kos egyeztetési értékek pedig 100; 93,7 és 100%
voltak.

- A jovobeli kutatasok tovabbi eréfeszitéseket fognak tenni a MALDI-TOF MS-alapu
vizsgalatok finomitisa és optimalizéldsa érdekében, hogy a lehetd legrovidebb idon beliil
pontos ¢€s megbizhatd eredményeket érhessenek el. Az ezen a teriileten folytatott jovobeli
kutatasok f6 célja a modszerek egységesitésének és a mikrobak egyideji érzékenységi
vizsgalatanak az antimikrobialis szerek kiilonb6zé csoportjaira torténd kiterjesztése lesz a
multirezisztens mikroorganizmusok elterjedtsége miatt. Eddig csak két, kereskedelemben
kaphato készletet engedélyeztek a spektrumok automatizalt értelmezéséhez sziikséges
szoftverekkel a klinikai mikrobiologiai laboratériumokban a karbapenemaz aktivitas vagy a 3.
generacios cefalosporinokkal szembeni rezisztencia kimutatasara.

- Osszegzésként elmondhatd, hogy a gydgyszer-rezisztenciaval dsszefliggd csticsok kdzvetlen
kimutatasanak lehetdsége a mikrobialis izoldtumok MALDI-TOF tomegspektrumaban korai,
hasznos, bar korlatozott informacidval szolgalhat, amely segitséget nyujthat a klinikusoknak az
empirikus antimikrobialis terapia ésszerlisitésében, foleg néhany javasolt markernél a
karbapenem-rezisztencia kimutatasara. Uj analitikai algoritmusok kifejlesztése, az eljarasok
automatizalasa és a vizsgalatok optimalizalasa varhatdan kibdviti és finomitja a MALDI-TOF
MS klinikai alkalmazasi lehetdségeit a klinikai diagnosztikai mikrobioldgiaban.

12. Mi a jelolt véleménye arrol, hogy a Cutibacterium acnes példajara a jovoben a a
MALDI TOF MS rendszer alkalmas lehet-e nozokomialis fertézések epidemiolégiai
nyomon kovetésére a korhazakban, tovabba mi a jelolt véleménye arrol, hogy alkalmas-e
a MALDI TOF MS a C. difficile kiilonb6z6 ribotipusainak felismerésére?

- A baktériumok és gombak speciesszintli meghatarozasan tul egyre gyakrabban alkalmazzak a
MALDI-TOF MS modszert szubspeciesek meghatarozasara, mint példaul Francisella
tularensis, Legionella pneumophila, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus



pneumoniae esetében. Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy a modszerrel lehetdség van
kiilonbséget tenni a Salmonella enterica ssp. Typhi enterica szerovar és a kisebb klinikai
jelentdséggel biro Salmonella enterica ssp. enterica szerotipusok kdzott. S6t, bebizonyosodott,
hogy még meg lehet kiilonboztetni a Campylobacter jejuni ssp. jejuni kiilonb6z6 MLST
szekvencia tipusait (STs) egyetlen biomarker ion felhasznalasaval.

- A fajkomplexek, mint a Burkholderia cepacia komplex és az Acinetobacter
baumannii komplex tagjainak vagy a Candida parapsilosis komplex tagjainak fajszintii
azonositasara is alkalmas a modszer. Bizonyos esetekben a tomegspektrum alapjan lehetdség
van virulens és kevésbé virulens patotipusok elkiilonitésére, példaul a Yersinia enterocolitica
esetében a SARAMIS adatbazis specidlis, célzott fejlesztésével elkiilonitheté volt a nem
patogén 1A patotipus a patogén 2-es és 4-es patotipustol (Vanlaere et al., 2008). Sajat
vizsgalataink igazoltdk, hogy a modszer alkalmas a Streptococcus agalactiae magas
virulenciaji ST-17 és ST-1 klonjainak elkiilonitésére a torzsek identifikalasat kovetéen (dr.
Abrok Mariann PhD 2021).

- Egyes kisérletek bizonyitjak, hogy a moddszer valddi, jarvanyiigyi szempontbol fontos
tipizalasi vizsgalatokra is alkalmas. A tomegspektrumok alapjan készitett dendrogramok a
vizsgalt torzsek kozotti hasonlosagrol adnak felvildgositast néhany perccel az azonositast
kovetdoen. Az MRSA-térzsek fontosabb klonalis komplexei (CC5, CC8, CC22, CC30, CC45)
reprodukdlhatd spektrum-kiilonbségeket mutattak a species identifikalast kovetd analizis
alapjan, amelyet Biotyper 2.0 és FlexAnalysis programok (Bruker) segitségével végeztek el.

- A Listeria monocytogenes 1., II. és III. csoportba tartozo torzsek esetében a hagyomanyos
pulzald6 mezejii gélelektroforézis (PFGE) moédszert alkalmazva a molekularis tipizalassal
teljesen megegyezd eredményt kaptak a tomegspektrométerrel torténd méréssel, igazolva a
MALDI-TOF MS-modszer epidemiologiai célu tipizalasra vald alkalmassagat példaul
ételeredetii esethalmozodas esetén (Barbuddhe et al., 2008). A mycobacteriumok speciesszintii
identifikalasa mellett a MALDI-TOF MS-sel a kapott spektrumok dendrogramban vald
Osszehasonlitd megjelenitése alapjan az izolatumok kozotti rokonsagi fokra is kovetkeztetni
lehet - hasonl6an a spoligotipizalasi modszerhez.

- A Kklaszterezésen alapul6 MALDI-TOF MS-tipizalasi modszerek f6 problémaja a
tomegspektrum csucsainak megfeleld fehérjékkel kapcsolatos ismeretek hidnya. Ez a probléma
bizonyos mértékben megoldhat6é a proteotipizalas segitségével. Ezt a mikrobidlis tipizalasi
modszert eleinte tomegspektrometria-alapu PhyloProteomics-nak (MSPP) hivtak, jelenleg
proteotipizalasnak nevezik. A proteotipizalasi modszer alapvetd jellemzéje az allélek
izoformainak aminosav-szekvencia katalogusa. Ezek az izoformdk a riboszomalis fehérjéket
kodold gének (biomarker gének) nem szinonim mutdcidinak eredményei. A mutaciok
tomegeltolodasok formdjaban detektalhatok a MALDI-TOF spektrumokon beliil. Ezutan
lehetséges egy izoldtumot egy specifikus proteotipizalasbdl szarmazé tipushoz rendelni a
rogzitett biomarker tomegek sémajanak ¢és a megfeleld aminosav-szekvencidknak az
elemzésével. A proteotipizalas legfontosabb elénye a teljes tomegspektrum-klaszterezési
megkozelitésekhez képest, hogy a filogenitds levonasdhoz csak az ugyanazon fehérje alléles
izoformainak egy meghatarozott halmazahoz rendelt tomegvaltozasokat veszik figyelembe.



A C. difficile tipizdlas lehetoségei:

- Az elmalt évtized sorén a hipervirulens PCR-ribotipusok (RT) - példaul a RT027 vagy az
RT176 - gyorsan megjelentek ¢és elterjedtek vilagszerte, mely ribotipusok megjelenése a
betegség sulyossagaval, fokozott mortalitasi aranyokkal jart egyiitt. Ezért nagyon fontos, hogy
a lehetd leggyorsabban, tipizalasi modszerekkel iS azonositani lehessen a jarvanytorzseket.
Eddig a C. difficile torzsek tipizalasat féként a PCR-ribotipizalas tette lehetdvé, ez a modszer
azonban specialis laboratoriumokra korlatozodik, magas koltségekkel idr, azonban a betegség
kitorése esetén az azonnali reagalashoz elengedhetetlen a gyors, pontos, reprodukalhato és
olcso diagnosztikai médszer. A MALDI-TOF MS-t hasznal6 kutatok mar a 2010-es évek elején
vizsgalatokat végeztek a C. difficile torzsek tipizalasara alacsony molekulatomegii (LMW)
tomegtartomany (2-20 kDa) felhasznalasaval, azonban csak néhany specifikus, virulensebb
ribotipusra Osszpontositottak. Az igen komoly jarvanyligyi jelentdséggel bird, gyakori C.
difficile ribotipusba tartozo torzseket (001, 027 és 126/078) el lehet kiiloniteni egy sajat
fejlesztésli adatbazis hasznalataval, a SARAMIS™ (Shimadzu) szoftver segitségével. Reil és
mtsai 2011-ben 25 kiilonbozé C. difficile PCR ribotipus standard készletének felhasznalasaval
adatbazist készitettek a SARAMIS™ szoftverben rogzitett kiilonb6zd tomegspektrumokkal. Az
adatbazist 2009-ben prospektiv mddon Osszegylijtott, 29 kiilonbozé PCR-ribotipusba tartozo,
355 C. difficile torzzsel validaltak. Megallapitottak, hogy egy kiterjesztett MALDI-TOF
rendszer képes volt felismerni a 001, 027 és 078/126 ribotipusok specifikus markereit, Iehetévé
téve ezen torzsek gyors és hatékony azonositasat.

- Cheng és mtsai. (2018) felfedezték, hogy 5 jellemz6 marker alapjan a C. difficile Clade 4
torzseket meg lehet kiilonboztetni mas C. difficile torzsekt6l a MALDI-TOF MS segitségével
Egy masik, nemrégiben késziilt tanulmanyban Corver és munkatarsai két peptid markert
azonositottak (m/z = 4927,81 és m/z = 5001,84), amelyek lehetové teszik a C. difficile MLST
1. és 11. tipusanak MALDI-MS altali azonositasat. Ortega és munkatarsai egy masik MALDI-
TOF MS-alapt altipus-alapt megkdozelitést tettek k6zzé: olyan nagy molekulatomegti (HMW)
tipizalasnak nevezett technikat alkalmaztak, ahol a 30-50 kDa tomegtartoméanyu fehérjeprofilt
elemezték. Ez a modszer a C. difficile torzseket a ,,surface layer” fehérje szerint csoportositja.
A tanulmanyon beliil kiilonb6z6 HMW profilokat azonositottak, az egyik ilyen profil csak az
RT027 torzseket hordozta magaban, ami értékes eszkoz lehet a gyors tipus meghatarozasra
jarvanyos helyzetben.

- 2018-ban Li és mtsai: a C. difficile 37 tipust multilokusz szekvencia (ST37), amely f6leg a
017 ribotipusnak felel meg, dominans genotipus volt Kindban. Ebben a tanulmanyban a
MALDI-TOF MS-t 204 C. difficile klinikai izolatum elemzésére és jellemzésére hasznaltak és
azt talaltak, hogy két f6 fehérje csucs (m/z 3,242 és 3,286) megoszlasa szignifikansan
kiilonbozott az ST37 és a nem ST37 tipus torzsek és a klinikai izolatumok kozott. Ezt a
megallapitast megismételték és megerdsitették mind a bioMérieux Vitek MS, mind a Bruker
Microflex LT rendszerek alkalmazasaval szamos foldrajzi régiobol szarmazéd izolatum
vizsgalataval. A két csucs kombinacidja 49 ST37 izolatum koziil 47-ben volt jelen, ami 95,9%
-os érzékenységet eredményezett. Ezzel szemben a csucskombinacio 155 nem ST37 izolatum
koziil 153-ban hidnyzott, ami 98,7%-0s specificitast mutatott.



- Calderano ¢és mtsai 2021-ben az LMW-n alapul6 MALDI-TOF tipizalasi modszerekre
Osszpontositd korabbi vizsgalatok mellett a legvirulensebb ribotipusok (példaul RT027 és
RTO078), és tovabbi HMW és proteotipizalasi vizsgalatok elemzésére olyan fehérje biomarkerek
azonositasanak lehet6ségét vizsgalta, amelyek egyedileg képesek kimutatni a jelenleg felismert
ribotipusokat. Bar az egyes ribotipusok differencialasa az LMW vagy a HMW tartomanyban is
elérhetd, a ribotipusok nagy szamanak figyelembevételével a PCR-ribotipizalashoz képest a
legjobb megkiilonboztetd erdt mindkét molekularis tartomany kombinalt elemzésével érték el.

Végezetiil szeretném ismételten megkdszonni Szabd Dora Professzor Asszonynak
disszertacidom apré részletekre is kitérd, alapos birdlatat, munkassdgom méltatasat és pozitiv
értékelését és tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat.
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