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Antimikrobialis rezisztencia
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Telepformald egység (Colony forming unit)

Escherichia coli

Kiterjedt spektrumu béta-laktamazok (Extended-spectrum beta-lactameses)
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Multirezisztens (Multidrug-resistant)

Mikrobialis evolicio és novekedési szintér (Microbial evolution and growth arena)
Minimalis gatld koncentracio (Minimal inhibitory concentration)

Uj generécios szekvenalas (Next generation sequencing)

Penicillin k6t6 fehérje (Penicillin binding protein)

Tripton-szodja leves (Tryptic soy broth)



1. BEVEZETES

Az utobbi években nagyon sokat hallani tudomanyos és nem tudomanyos férumokon
egyarant az antimikrobialis rezisztencia (AMR) problémakorérdl és ennek egyre novekvo
jelent0ségérél. Az Eurépai Unidban az antimikrobialis szerek felhasznalasar6l szolod
legutobbi rendeletek megjelenése is azt mutatja, hogy a problémaval a jelenben kell
foglalkoznunk, mert a rezisztencia ilyen mértéki terjedése tarthatatlan lesz és katasztrofalis
kovetkezményekkel jarhat mind az élelmiszeripar, mind allataink, mind pedig az emberiség
szamara. Az iparosodott allattartas, zsufoltsag €s sokszor sériil6 allathigiéniai koriillmények
magaval hoztak a fert6z6, sok esetben bakterialis eredetii fertézések egyre gyakoribba
valasat, amelyekre eddig a penicillin felfedezése ota kézenfekvének tartottuk az
antibiotikumok hatékonysagat. Azonban egyre tobb kutatas lat napvilagot, hogy az eddig jol
bevalt hatébanyagokkal szemben a rezisztencia folyamatosan né, nagyobb dézisra van
sziikség az adott betegség gyogykezelésére, s6t van, hogy egyes esetekben mar egyaltalan
nem hatékonyak bizonyos antibiotikumok.

Az Egy egészség koncepcio (One Health) keretén beliil nemcsak allati, hanem emberi
megbetegedések kezelésében torténd hatékonysag megdrzésében kell gondolkodnunk, ma
mar sok olyan bizonyitottan bakterialis betegségben szenvedd beteg életéért kiizdenek az
orvosok, akik egyik ismert antibiotikumos kezelésre sem reagalnak. Bizonyos
baktériumfajok joval hajlamosabbak a rezisztencia kialakitasara, mint példaul a
Staphylococcus aureus és az Enterobacteriaceae csalad tagjai, beleértve az Escherichia coli-
t (E. coli). Utobbi kiemelten fontos, hiszen minden emlés és madar bélrendszerében
megtalalhat6, gyorsan szaporodik és egyes patogén torzsei stlyos emberi és allati
megbetegedések okozoi lehetnek. Gyakorisaga miatt az élelmiszeripari kontaminacioban
betdltott szerepe IS magasabb, mint mas baktériumoknak. Rendkiviil gyorsan képes
kiilonb6z6 mechanizmusok révén szadmos antibiotikummal szemben rezisztenciat
kialakitani, emellett pedig variabilis extrakromoszomalis DNS-sel, plazmiddal is
rendelkezhet, amely segitségével ezen gének mas baktériumok szamara is konnyen
atadhatok. Kiilonosen alkalmas valos idejii in vitro gyorsitott evolucids és koszelekcios
vizsgalatok elvégzésére, melyet kdvetéen konnyen nyomon kovethetdek a bekovetkezett

fenotipusos, illetve genotipusos valtozasok.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Az antibiotikum rezisztencia jelentésége

Az AMR napjaink egyik legfontosabb és sokat kutatott témaja mind allat- és
humanegészségiigyi szempontbol. A legovatosabb becslések szerint is 700 000 fore teszik
az ennek kovetkeztében évente bekdvetkezd haldlozasok szdmat és dollartrilliokra rago
karokat okoz a gazdasag szamara [1], a jelenlegi halalozas mértéke 2050-re 10 milliora néhet
[2]. A nozokomialis (korhazi) fertézésekben az egyik legkritikusabb tényez6 az AMR
eléfordulasa, hiszen sulyos fert6zések forrasa lehet egy-egy hosszl korhazi kezelés soran
[3]. Néhany orszagban még a mai napig hasznalhatok antibiotikumok haszonallatokban
hozamfokozas céljabol, melynek soran az allatok ellendrizetleniil, sokszor szubterapias
dozisban kapnak antimikrobialis szercket [4]. Az allati eredetli élelmiszerek forrasai
lehetnek olyan zoonotikus fertézéseknek, melyeket példaul az E. coli , Salmonella spp.,
Klebsiella spp., Staphylococcus aureus és Pseudomonas fajok okoznak, melyek hajlamosak
multirezisztencia kialakitasara [5]. Egyes allamok egyaltalan nem korlatozzak az
antibiotikumok humanegészségiigyi felhasznalasat, ezek recept, illetve pontos diagnézis
felallitasa nélkiil hozzaférhetdk a lakossag szamara [3]. Az AMR terjedhet kromoszomalisan
vagy plazmidon konjugacidval, bakteriofagok altal transzdukcidval, valamint szétesett
baktériumok oOrokitGanyaganak bekebelezése révén transzformacioval. A rezisztencia
mechanizmusai k6z¢é tartoznak a transzpozonok, melyek az integralodd DNS szegmensek
felcserélédését okozzak, az integront alkotd génkazettak féleg a multirezisztencia
terjedéséért felelnek [6, 7]. Az antibiotikumokbol fennmaradd reziduumok az emberi és
allati vizelettel, bélsarral és egyéb szennyez6 anyagok révén a kornyezetbe jutnak, és az itt
jelen 1év6 baktériumokra is evolucios és koszelekcios nyomast fejtenek ki. Egyes orszagok,
mint Kanada, Japan és Dania, felismerve a rezisztencia jelentette veszélyt, bizonyos
antibiotikumok  (pl. ceftiofur) oOnkéntes visszaszoritisa mellett dontottek az
allategészségiigyben, aminek kovetkeztében jelentGsen visszaszorult a Kiterjedt spektrumi

béta-laktamaz (ESBL) termelés a patogén baktériumok kozott [8].

2.2. A béta-laktamazok indukalta rezisztencia, az ESBL termelés

Az elso felfedezett B-laktam antibiotikum a penicillin volt, melyet a Penicilium
notatum termel. Az 1900-as évek elsé felében széleskoriien és felelStleniil alkalmaztak
elsésorban  streptococcusok okozta megbetegedésekben, ennek eredményeképpen
kiszelektalodtak azon torzsek, amelyek képesek voltak a penicillint enzimatikusan bontani.

Mivel a fertézések egyre kevésbé reagaltak a penicillines kezelésre, létrehoztak a



penicillinaz-stabil penicillineket, mint a meticillin. Ezek széleskorii hasznalata foleg
bérfertézésekben tortént, egészen a meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA)
1980 koriili megjelenéséig [9]. Az 1970-es években Kifejlesztett ampicillin és amoxicillin
szélesitették a penicillinek spektrumat, am ezek nem hatékonyak Pseudomonas aeruginosa
ellen. Az elsé mar ez ellen is hatékony szer a karbenicillin volt, de mivel ez nem elég stabil
a PB-laktamazokkal szemben, hamar felvaltotta a piperacillin és tikarcillin. A B-laktamok
masik nagy csoportja a cefalosporinok, szintén gombak altal (pl. Cephalosporium
acremonium) termelt vegyiiletek, azonban a penicillinektél eltéréen a benniik talalhatd
tiazolidin Gttagi gylrli helyett hattagii gytrtvel rendelkeznek, amelyhez egy karboxil-
csoport kotddik, igy a kotddési helyén akadalyozzak meg a baktériumok B-laktaméz enzimje
altali lebontast. A rezisztencia kialakitdsa a B-laktam antibiotikumokkal szemben jo részt a
baktériumok 4ltal termelt B-laktaméz enzimmel torténik, amely hidrolizalja a B-laktdm
gyurit, ezaltal inaktivalva a hatéanyagot [10]. Hamar kidertiilt, hogy az els6 generacios
cefalosporinok ellen gyorsan kialakul a rezisztencia, amely plazmidon kodolt is lehet, és ezt
az Enterobacteriacae csalad és a Pseudomonas aeruginosa gyorsan el tudja terjeszteni.
Eppen ezért a széles spektrumi, 3-4. generacids cefalosporinokat csak sulyos, életet
veszélyeztetd helyzetekben hasznaljuk. A monobaktamok szintén a béta laktamok kozé
tartoznak, azonban ezek csak Gram-negativ baktériumokra hatnak, koztiikk a Pseudomonas
aeruginosa ellen is, indikaciojuk az életet veszélyeztetd helyzetekre korlatozodik, mint a
szeptikémia, meningitis, peritonitis és multirezisztens (MDR) E. coli okozta hugyuti
fert6zések. A Gram-negativ baktériumok esetén a legelterjedtebb béta laktamazt kodold gén
a tem-1, mely nevét annak az athéni betegr6l kapta (Temoniera), akib6l 1963-ban elészor
izolaltak [11]. Egy kutatas kimutatta, hogy a monobaktamoknak hasonl6 béta laktamaz-gatlo
hatdsuk van, mint a gyakran alkalmazott klavulansavnak. Tehat benniik egyesiil az
antibakterialis és PB-laktamaz ellenes hatas is [12]. A karbapenemek csoportjaba szintén
¢letmentd, ritkdn hasznalt szerek tartoznak. Kimagaslo hatékonysaguak Gram-negativ
baktériumok ellen, de Gram-pozitiv baktériumok ellen is jo a hatékonysaguk. Eletet
veszélyeztetd fertzésekben nagyon fontos szerek. Mara mar elleniik is kialakult
rezisztencia, amit a baktériumok a kpc-2 génnel (karbapenemazzal) érnek el. Ez az enzim
képes hidrolizalni, az egyébként mas B-laktamaznak ellenallo karbapenemeket [13]. Ennek
ellenére mind a karbapenemek, mind a monobaktamok indikaciojukbol adodoan keveset

hasznalt szerek, igy ritka elleniik a rezisztencia az Eurépai Unidban [14].



A B-laktdmok hatdsmechanizmusuk szerint a sejtfal-szintézis gatld antibiotikumok
kozé tartoznak. A peptidoglikdn vaz kialakuldsanak termindlis szakaszédban gatoljak a
keresztkotések kialakulasat. A penicillinek esetén un. penicillin koté fehérje (PBP)
talalhatok a sejtfalban, melyek minden sejtfallal rendelkez6 baktériumban megtalalhatok.
Ezen baktériumok szaporodasahoz elengedhetetlen legalabb egy darab PBP, amely
fajonként valtozo, hogy melyik B-laktamra lesz érzékeny [10]. A B-laktamaz tultermelésért
felel6s géneknek harom nagy csoportja van, az ESBL (pl. ctx-m-27), a metallo B-laktamazok
(pl. mbl1b), és az AmpC-tipusu p-laktamazok (pl. AmpC). Egy korhazi vizsgalat soran, mely
200 db E. coli izolatumot vizsgalt, 78%-ban mutattak ki MDR torzseket, melyek metallo -
laktamaz és AmpC-tipusu géneket is hordoztak. A velik szembeni kezelésben a
leghatékonyabbnak az amikacin, a kléramfenikol és a kolisztin bizonyult [15]. Az Eurdpai
Elelmiszerbiztonsagi Hatosag (EFSA, European Food Safety Authority) 2017-2018-as
felmérése szerint az ampicillin, szulfonamid és flourokinolon rezisztencia az egyik
legmagasabb, mig ezzel szemben harmadik generacios cefalosporinokra nagyon alacsony.
Erdemes megemliteni, hogy a tagallamok koziil 12 javulé tendenciat mutat az ESBL/AmpC-
termeld E. coli el6fordulasat illeten, mig 6 orszagban a helyzet stlyosbodott a korabbi
évekhez képest. Magyarorszagon a legmagasabb az 6sszes tagallam koziil az AmpC-termel6
E. coli eléfordulasa brojlercsirke husban (45%). Hizosertés mintakban pedig az ESBL-
termelé E. coli jelenléte 50% folotti [14]. Egy friss magyar kutatas szerint, melyben
¢lelmiszertermel$ allatok (sertés és baromfi) bélsarmintait vizsgaltak nagyrészt E. coli
tenyészeteken, sertések mintainak 72%-a, mig a baromfi mintak 34,2%-a bizonyult ESBL
termelés szempontjabol pozitivnak [16]. A karbapenem bonté PB-laktamazoknak 4 nagy
csoportja van (A, B, C, D), a kezd6 aminosav-szekvencia homologiaja alapjan. Az A, C és
D csoportok szerin-hidrolazok, amelyek hatékonyak a legtobb P-laktammal szemben,
azonban a B csoport cink-metalloenzimekbdl all, ezaltal hatékonyabb a karbapenemek
lebontasaban. Ezt a hatast ugy érik el, hogy egy stabil, hosszi ideig megmaradd, acil-
enzimkomplexet képeznek [17]. Az elmult években ezen enzimek evolicidja felgyorsult, a
TEM, CMY és SHV (Sulfhydril Variable) tipusu laktamaz gének mellett a 2000-es évek
elején egy uj, ellenallobb varians is Iétrejott, a CTX-M, mely mar a legtobb cefalosporinnak
is ellenall. A CTX-M tipust gének foleg E. coli-ban rendkiviil nagy jelentdségiiek, hiszen
kutatasok kimutattak, hogy a transzmisszibilis DNS-szakaszokon kodolt, igy lehetové teszi
a horizontalis génatadast [18]. Egy kutatas kimutatta, hogy a baromfiiparban felhasznalt
antibiotikumoknak rendkiviil fontos szerepe van a rezisztencia terjesztésében, a kutatdsban

szerepld brojlercsirkék 60%-abol sikeriilt kimutatni B-laktamézt. Tovabba sertésekbdl és



husmarhakbol is kimutattak a shv-12, ctx-m-2, ctx-m-14, ctx-m-15 és ctx-m-44 géneket. A
hordozé baktériumok az E. coli és Klebsiella pneumoniae, melyek zoonotikus szerepe
jelentds [19]. A ctx-m-27 egy kiilondsen nagy jelentOséggel bird B-laktamaz, mely nagyon
hatékonyan képes lebontani a legtobb cephalosporint és karbapenemet is [20], a vilagon
mara széleskorben elterjedt és felfedezték mar plazmidon kodolt valtozatat is [21, 22]. A
hordoz6 mikrobak stilyos human megbetegedést (hugyuti fertézés, bakterémia) okozhatnak,
kiilonésen fontos az ember allatoktol vald fert6z6désének veszélye. Kimutattak
hazikedvencekbdl, kacsabol, sertésbdl és legnagyobb mennyiségben csirkébdl, igy
kiemelten fontos kozegészségiigyi jelentdsége az élelmiszeripar szempontjabol [23]. Tobb
eltérd teleprél szarmazd egészséges brojlercsirkébdl is sikeriilt kimutatni egyéb ESBL-
hordoz6 E. coli torzseket, melyeknek jelentds része zoonotikus, illetve képes talélni
emberben is. Ezen, féleg plazmidokon kodolt rezisztenciagének terjedésének nagy veszélye
a horizontalis géntranszferben rejlik, hiszen a plazmidokon kodolt gének atadhatok
kiilonboz6 fajok kozott is, mint pl. a Salmonella enterica és E. coli [24]. A vadmadarak és
galambok szerepe kiemelked6 lehet a MDR torzsek terjesztésében, a vizsgalt galambok
egynegyede hordozott MDR torzseket. Vadmadarak vizsgalata soran tobb, mint 50%-ban
talaltak ESBL termel6 E. coli térzseket [25]. Lovakbol és tarsallatokbol (kutyak és macskak)
szintén mutattak ki ESBL termeld torzseket, melyek hozzajarulnak a zoondzisok
kialakulasahoz [26], bar ezek gyakorisaga elmarad a madarak és gazdasagi haszonallatokban
azonositott esetekhez képest. Hasonl6 a helyzet egyes, extraintesztinalis fert6zést okozo E.
coli (EXPEC) torzsek esetén, az emberi megbetegedések forrasai lehetnek élelmiszertermeld
allatok, kiilonosképpen a baromfifélék [27]. Egy human patogén faj, az Escherichia
fergusonii, mely nagyon hasonlit az EXPEC torzsekre szintén képes CTX-M, SHV és TEM
gének altal kodolt laktamazok termelésére, amelyek karbapenem, és cefalosporin
rezisztenciat okoznak [28]. Baromfibol és sertésbol szarmazo E. coli torzsek vizsgalata soran
Kimutattak ctx-m-9, cmy-2 és ctx-m-1 géneket is, melyek koziil el6z6 ketté féleg baromfi,
utobbi pedig foleg a sertés mintakban fordult eld. A baromfi eredetli mintak jo része ExPEC-
re jellemz6é géneket is hordozott [29]. Egy masik, finn kutatdsban nyers baromfihusbol
izolaltak E. coli torzseket, melyek koziil 23% ExXPEC torzs volt, ezek képesek emberben is
emeésztocsatornan kiviili megbetegedést okozni, &m a vizsgalatban szerepld torzsek egyike
sem volt rezisztens cefalosprinokra és ciprofloxacinra sem, csupan egy torzs esetén talaltak

nalidixsav rezisztenciat [30].



Emberi megbetegedéseket tekintve, egy irani kutatas hugyuti fert6zésekbdl izolalt E.
coli torzseken végzett rezisztencia vizsgalatokat, amelyben legmagasabb rezisztenciat
ampicillinre mérték, ezt kovette a nalidixsav és a szulfametoxazol-trimetoprim. Ez egybevag
az Eurépai Elelmiszerbiztonsagi Hatésag altal gyiijtott adatokkal [31]. A tobb
antibiotikumra rezisztens E. coli torzsek ellen hatasos lehet tobb antimikrobialis szer
kombinacioban torténd alkalmazasa, mint példaul a florfenikol-amikacin vagy a florfenikol-
gentamicin kombinacid, amelyek kifejezett szinergizmust mutatnak, s6t bizonyos mértékig

a mutaciokat is akadalyozzak mind in vitro, mind in vivo modellekben [32].

2.3. Az evolucios és koszelekcids vizsgalatok jelentésége

A kisérletes evolucio olyan laboratériumi modszer, amely lehet6vé teszi az evolacios
folyamatok jelen idében torténd tanulmanyozasat. Ennek egyik modszere a populaciok
versenyeztetéssel torténd alkalmazkodasa, megvaltozott kornyezeti feltételekhez. A legtobb
adaptacio a kompromisszumokon alapszik, tehat olyan tulajdonsagok keriilnek el6térbe,
melyek novelik az él61ények fitneszét [33]. Ilyen vizsgalattal bizonyitottak példaul, hogy a
az antimikrobialis peptidekkel szemben is képesek a baktériumok kialakitani rezisztenciat
[34]. Ezt szemlélteti példaul az E. coli citrat hasznositasaért felelés mutacid 1étrejotte,
melyhez 31 000 generaciovaltasra volt sziikség, a megismételt 12 vizsgalat soran is csak egy
alkalommal kovetkezett be ugyanez a valtozas [35]. Evtizedeken keresztiil a kisérleti
evolucio volt az ¢él6 attenualt vakcinak fejlesztésének modszere, melynek soran a
korokozokat sorozatosan passzaltdk eltérd gazdafajokban vagy téptalajon, amig azok
elvesztették patogenitasuk jelentds részét [36, 37]. A koevolucids vizsgalat arra utal, hogy
egy adott populacid génjei és tulajdonsagai hatdssal vannak a faj egyes egyedeire, mely
hatasok az utddnemzedékekben figyelhetdk majd meg. A mikrobdkkal végzett vizsgalatok
altalaban egyetlen klonbdl indulnak ki [38, 39].

Az ugynevezett laboratoriumi evolucios vizsgalatok (ALE, Adaptive Laboratory
Evolution) ellenérzott, megbizhatdé koriilmények kozott zajlo evolucios vizsgalatokat
tesznek lehetové, melyek molekularis vizsgalatokkal kiegészithetok [40]. Els6ként Brown
¢és Oliver 1982-ben dolgozta ki azt a rendszert, mely soran etanollal szemben tolerans
gombafajokat allitott eld kisérletes uton, folyamatos szelekcios nyomas segitségével [41]. A
modszer alapja a folyamatos kornyezeti stressz alkalmazésa, ami szelekcids nyomasként
hatott a baktérium populaciora. A stresszor lehet szélsdséges hémérséklet, pH, vagy akar
gatlo vagy toxikus anyag. A modszer sordn a stresszfaktor fokozatos novelésével érik el a

stressztlird mutansokra irdnyuld szelekcidos nyomadst. Kiilon szempont a reprodukcios



képesség fenntartasa, hiszen a mutacioknak a populacioban el kell terjednie és az utédokban
rogzilni [42]. Butler 1996-ban Streptomyces élesztdgombakkal folytatta Brown és Oliver
korabbi kisérleteit [43]. Az etanolt a taptalajba szakaszosan, pumpa segitségével juttattak be
[42]. A korai Ilaboratoriumi evolucidés vizsgalatok kezdetben meghatarozott
gyogyszerkoncentraciokkal torténtek, melyhez olyan koncentraciot valasztottak, ami az Gn.
mutacios szelekcios ablakban (MSW, Mutant Selection Window) lehetéséget adott egy-egy
rezisztens mutans kiszelektalodasara. Egyre nagyobb koncentraciokra volt ahhoz sziikség,
hogy a szelekcids nyomast fenntartsak, amihez olyan kisérleti rendszerre volt sziikség, mely
folyamatosan biztositotta a novekvé hatdéanyag koncentraciot és ezzel az evolucids
adaptaciot [44, 45]. Toprak és mtsai. 2011-ben Kifejlesztettek egy olyan rendszert, amit
mobidosztatnak neveztek el, ennck segitségével folyamatosan novekvd antibiotikum
koncentraciot eldallitva tudtdk fenntartani a névekvd szelekcids nyomast. A modszerrel az
E. coli kloramfenikol, doxiciklin és trimetoprim hatéanyagokkal szemben vizsgaltak a
rezisztencia evoluciojat [46]. A laboratoriumi rovidtava evollciods vizsgalatok fejlodését a
genomszekvendlds egyre sz¢élesebb korben vald elterjedése tette lehetdvé. A baktériumok
esetén az ilyen vizsgalatokat a rovid generacids id6, a nagy populécios méret €s a kisérletek
megismételhetosége teszi lehetdvé. A vizsgalatok soran sikeriilt feltarni az egyes mutaciok

kozotti osszefiiggéseket és az adaptacios mechanizmusokat [40].

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjedéséhez kiilonds mértékben
hozzajarul az egyes fertézések soran kialakult baktériumpopulaciok mérete, példaul egy
tuberkulézisos elvaltozasban 107-108 telepformalé egység (CFU) baktérium is
felszaporodhat [47]. A szelekcidos nyomast eldsegiti a nem megfeleléen kivalasztott
gyogyszerdozis [48], a stressz [49], a rezisztencia mechanizmusok pedig mobilis genetikali
elemek révén plazmidok, transzpozonok és integronok segitségével is tovabb adhatok [50].
Mikrofluidikus  eszkozt hasznalva, mely ciprofloxacin egyenletesen novekvo
oOra alatt kialakult, melyhez harom gén és egy nukleotid szubsztitucios valtozasara volt

sziikség [51].

A baktériumok gyorsitott evollcios vizsgalatara tobb probalkozas tortént, ilyen a
chemostat (egy folyamatos higitason alapuld technika), mely térben és idében valtozo
kornyezetet hoz 1étre (a baktériumokat tartalmaz6 térben antibiotikum van), ebben az extrém
koriilmények kozotti talélést vizsgaltak [52]. Ezzel a technikaval a baktériumok folyamatos

atoltasa €s higitasa mellett az egyes stressz faktorokkal szemben 1étrejott mutaciokat, ezek
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eléfordulasat, valamint genomszekvenalassal annak pontos mechanizmusat is vizsgalni lehet
[53]. Maga a folyamat hosszutavt evoltcios kisérletekkel is vizsgalhatoé (LTEE, Long Term
Evolutionary Experiment), ami egymassal parhuzamosan akar naponta hat baktérium
generaciot is képes létrehozni és vizsgalni. Ehhez egy plazmid- és profagmentes torzset

hasznaltak, hogy a horizontalis géntranszfer ne alakulhasson ki [54].

A Harvard Egyetem kutatéi 2016-ban egy olyan evolucids és koszelekcios vizsgalatra
alkalmas laboratoriumi rendszert hoztak 1étre, mely alkalmas a baktériumok
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsdnak vizsgalatira. Az eszkdz neve
Microbial Evolution and Growth Arena (MEGA-plate) lett. Uj generéaciés szekvenalassal
(NGS) az errél szarmazo mintak vizsgalata lehetdvé teszi az egyes mechanizmusokat kodolo

gének valtozasanak és megjelenésének nyomon kovethetdségét [55].

2.4. A vizsgalt antibiotikumok jellemzdi és jelentoségiik
Az amoxicillin egy P-laktam antibiotikum, mely id6fiiggd baktericid hatasat a
bakterialis sejtfal szintézisének gatlasaval éri el, melynek sordn a PBP Al alegységéhez kot.
A szervezetbdl valo kiiiriilése nagyrészt vizelettel torténik, aktiv formaban [56]. Spektruma
sz€les, szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ baktérium ellen hatasos, tobbek kézott az E.
coli ellen is, azonban az ESBL termel6 torzsek képesek lebontani, igy sok esetben mara

rezisztencia alakult ki ellene [57].

A cefotaxim a B-laktamok kozé tartozo harmadik generacios cefalosporin, mely
id6fuggd baktericid hatassal rendelkezik. Széles spektruma hatékonnya teszi szamos Gram-
pozitiv és Gram-negativ anaerob baktériummal szemben is [58]. Megoszlasa a szervezetben
gyors, felezési ideje viszonylag révid mind i.v., mind i.m. injektalast kovetéen [59].
Dezacetil hidrolizatuma szinergista hatast fejt ki, mely hatékonyabba teszi a bélbaktériumok
ellen [60]. A leggyakoribb rezisztenciat vele szemben a CTX-M tipusu gének altal kodolt
mechanizmusok alakitjak ki, melyek el6fordulasa egyre szélesebb korben megfigyelhet6 az
Enterobacteriaceae csalad tagjai korében, mind kromoszomalisan és plazmidon kodolva is
[61, 62].

A kolisztin, (polymyxin E) egy kritikusan fontos antibiotikum, melyet a Bacillus
polymyxa termel. Hatasspektruma tébbnyire Gram-negativ baktériumokra terjed ki, mint a
Pseudomonas aeruginosa, Avibacterium baumanii, Klebsiella pneumoniae ¢és E. coli,
melyek lipopoliszacharid membranjahoz kotédve annak destabilizaciojat okozza [63].

Hatasmodja koncentraciofiiggd baktericid, azonban Neisseria, Proteus, Burkholderia
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pseudommallei és Gram-pozitiv baktériumok ellen nem hat. Eletet veszélyeztetd
fertdzésekben szisztémasan adva kivalasztasa vesén keresztiil torténik, szajon 4t
felszivodasa minimalis [64]. A rezisztencia vele szemben mar vilagszerte jelen van, mely
koziil a legfontosabb a plazmidon kodolt mer-1 gén altal kialakitott rezisztencia, mely
aktivalodasaval a baktériumok a lipopoliszacharid réteg kationos toltéseit novelik, igy a
kolisztin kevésbé képes kapcsolodni ehhez. Az MCR géncsalad mellett — melynek mara
legalabb 22 variansa létezik — sok mas gén segitségével is kialakithatnak a baktériumok
rezisztenciat ellene, tobbek kozo6tt kromoszoma mutaciokkal, efflux pumpakkal és egyéb,
eddig ismeretlen mechanizmusokkal [65]. Eurépaban a baromfiiparban a vele szembeni
rezisztencia relative alacsony, azonban ennek ndvekedése miatt az allatorvosok kizardlag

nem invaziv, igazoltan fogékony E. coli okozta fert6zés kezelésére hasznalhatjak [66].

A neomicin az aminoglikozidok csaladjaba tartozd, koncentraciofiiggd baktericid
hatasti antibiotikum. A riboszoma 30S alegységéhez kotve gatolja a megfeleld
fehérjeszintézist a baktériumban, ezaltal misztranszlaciot eredményez. Topikalisan
alkalmazva hatékony, nem szivodik fel, per os adva rendkiviil kis mértékben abszorbalddik
a gasztrointesztinalis traktusban [67]. A neomicint a baromfiiparban f6leg colibacillosis
megelézésére, illetve kezelésére hasznaljak [68]. Tobb kutatas is fontos patogének (E. coli,
Avibacterium paragallinarum, Clostridium perfringens) kifejezett rezisztenciajat mutatta ki

a neomicinnel szemben [69].

Az oxitetraciklin a tetraciklinek csalddjanak tagja, bakteriosztatikus tulajdonsagat a
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok széles kore ellen képes kifejteni, beleértve ebbe
a spirochétakat, Actinomyces, Rickettsia, Mycoplasma ¢és egyéb sejtfal nélkiili
mikroorganizmusokat is [70]. A riboszoma 30S alegységéhez kotodik, a fehérjeszintézist az
elongacié szakaszaban gatolja [71]. A legkevésbé lipofil a tetraciklinek koziil, a
gasztrointesztinalis traktusbol ezért kevésbé szivodik fel [72], reziduumok legnagyobb
részben a csontokban és majban talalhatok [72, 73]. A madarak bélsaraban is nagymértékben
jelen van, a kornyezetben jelen 1év6 baktériumok rezisztenciajara is nagymértékben hatassal
van [74]. Mara az E. coli, Klebsiella és Pseudomonas fajok jo része rezisztenciat mutat a
tetraciklinekre [71].

A florfenikol a fenikolok csoportjaba tartozd széles spektrumu antibiotikum, mely
bakterialis fehérje-szintézis gatld. Bakteriosztatikus hatast, az 50S riboszoma elegységen

hat [75]. Hatékony tobbek kozott E. coli, Salmonella, Klebsiella és Staphylococcus torzsek
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ellen is [76]. Rendkiviil jol felszivodik és hasznosul brojlercsirkében mind per os, i.v. €s i.m.
adva [77]. A baktériumok szamos mdodon védekeznek ellene az acetilaciotol kezdve az efflux
pumpakig. Napjainkban a rezisztencia novekvd tendencidt mutat ellene a globalis

kereskedelem és a helytelen hasznalata miatt [75].

Az enrofloxacin egy masodik generacids fluorokinolon, mely koncentraciofiiggd
baktericid hatasat a bakterialis DNS-girdz enzim gatlasaval éri el. Széles spektrumu, mind
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok ellen hatasos [78]. Magas a biologiai
hasznosuldsa ¢és joO a megoszlasa, azonban kevéssé akkumulalodik a szovetekben, de a
rezisztencia terjedése miatt az USA-ban tilos élelmiszertermeld allatoknak adni [72]. A
bélsarral {iriild metabolitok gyorsan lebomlanak a kornyezetben, ezért a valds veszélyt az

allatokban kialakult rezisztens baktériumtorzsek jelentik [79].

A szulfametoxazol és trimetoprim bakteridlis folsavszintézis gatld antibiotikumok. Az
elébbi a dihidropteroat-szintetaz, mig utobbi a dihidrofolat-reduktaz enzimet gatolja [80].
Szinergista hatasukat kombinacidban kihasznalva rendkiviil széles spektrumu hatdéanyagok,
tobbek kozott az Enterobacteriaceae csalad, Pseudomonas, Listeria, Yersinia, Brucella,
Burkholderia genusok ellen [81]. Egyiitt alkalmazva 4:1 (sulfametoxazol-trimetoprim)
aranyban hasznaljak dket. Csirkékben (szemben a kutyaval és emberrel) mindkét hatéanyag
csak nagyjabol 50%-ban szivodik fel per os adva [82]. Mara a rezisztencia mindkét szerrel
szemben rendkivill gyakori, kiillondsen az enteralis baktériumok kozott a dhfr és dhps

atadhato géneknek koszonheten [80].

2.5. Az Escherichia coli okozta fertozések jelentosége

Az E. coli egy széleskorben elterjedt baktériumfaj. A legtobb emlés és madar faj
normal bélmikrobiomjanak tagja, ezért a természetes vizekben és egyéb helyeken is gyakran
megtalalhat6. Széleskorli elterjedésének koszonhetden mas baktériumfajokhoz képest
sokkal gyakrabban keriilhet kapcsolatba antibiotikumokkal, amelyek hozzajarulnak a
X 2,0-6,0 um), palcika alaku, Gram-negativ baktérium, amely csilloval, burokkal és
fimbriaval rendelkezik [83]. Ellenalloképessége kozepes, de rezisztencia kialakitasara
gyorsan képes megfeleld koriilmények kozott. Osztddasi ideje rendkiviil gyors, éppen ezért
alkalmas az antibiotikumok hatasara kialakul6 rezisztencia vizsgalatara. Baromfiban és
egyéb allatokban szamos korkép okozoja, példaul légzsédkgyulladas, koldokgyulladas,
hashartyagyulladas, csonthartyagyulladas ¢€s szeptikémia [84]. Gazdasagi jelentGsége
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kiemelt, hiszen az enteralis és egyéb korképek kialakulasaban szerepet jatszhatnak
kiilonb6z6, patogén torzsei, melyek koziil a baromfit érinté megbetegedések potencialis
veszélyt jelenthetnek az emberek szamara az élelmiszeriparban [85]. A kontaminalt hus
ExXPEC torzsek forrasa lehet, melyek emberben gyakran hugyuti megbetegedéseket, de akar
szepszist és meningitiszt is okozhatnak [86]. A human un. foodborne — élelmiszer
kozvetitette — fertdzések legfobb forrasa a bélsarral szennyezett baromfihus, melyben tobbek
kozott hagyti fertézést okozo E. coli térzseket is kimutattak [87]. Az importalt hasok is
tartalmazhatnak ESBL-termel6, CTX-M tipusi géneket hordozé E. coli torzseket, a
baromfihtis mellett a masodik legmagasabb rezisztens torzs hordozast sertéshusbol mutattak
ki. Az elmult években is torténtek visszavezethetd haldlos kimenetelii fertdzések a
hékezeletlen, kontaminalt ételek fogyasztasat kovetéen vilagszerte [88], ezek a fert6zések a
plazmidon kodolt rezisztenciagének atadasa miatt is fokozott figyelmet igényelnek [84]. Az
extrakromoszomalis DNS-atadas jelenségét is megfigyelték az E. coli és mas baktériumfajok
kozott horizontélisan, az igy atadott gének akar ESBL gének is lehetnek, melyek patogénebb
torzsekbe valo atjutasa komolyabb egészségiigyi kockazatot jelenthet [89].

2.6. Uj generaciés szekvenalas

A molekularis bioldégia moddszerei koziil teljes genomszekvenalas (WGS, Whole
Genome Sequencing) segitségével azonosithatjuk a patogén E. coli torzseket, Kimutathatjuk
a plazmidon vagy fagon kodolt géneket és azok mobilis genetikai elemként vald kodolasat
is [90]. WGS modszerrel a kovetkez6 géneket mutattak ki egy allatokbol, emberekbdl és
ételekbdl izolalt E. coli baktériumokban: gnrS1, qnrB19, mcr-1, ctx-m-1,15,55, cmy-2,
gyra/parc/pare, ampC and pmrB, melyek koziil az mcr-1 kiemelten fontos, kolisztin-
rezisztencia gén [91]. A kiemelkedd eredmények ellenére klinikai szempontbol ezen
modszer talsagosan hosszu ideig tart és a rezisztenciagének jelenléte nem feltétleniil tiikr6zi

a valos, fenotipusosan is megnyilvanulo érzékenységet [92].

A legszélesebb korben alkalmazott modszer az un. NGS, amely segitségével a teljes
genom is szekvenalhato, de célzottan a DNS fontosabb szakaszai is vizsgalhatok. Lényege,
hogy a genomnak sok milli6 apré fragmentumat parhuzamosan vizsgalja és az egyes
bazisokat tobbszor is kiértékeli bioinformatikai modszerekkel, igy csokkentve a hiba
lehetéségét [93]. A kifejezés nem egy bizonyos technikat takar, hanem minden Sanger-
technika utani genomszekvenalasi eljarast. Napjainkban rendkiviil gyorsan fejlédik ez a
technologia, jelenleg is nagyon sok lehetdség koziil valaszthatunk, mint példaul a 454 GS
FLX Titanium software, AB SOLID System, a HiSeq2000, és az Illumina NextSeq 500 [94].
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Felhasznalasa szdmos teriileten képes a diagnosztikai munkat meggyorsitani és nagy
mértékben pontositani a vizsgalati eredményeket; ilyen példaul az onkoldgiaban a
raktipusok identifikalasaban és ennek megfeleléen a személyre sz616 terapiak alakitasaban
betoltott szerepe is [95]. De a mikrobiologiatdl, a virus- és baktériumtorzsek pontos
kimutatasatol az élelmiszer-hamisitasok detektalasan at a személyre szabott genetikai

vizsgalatokig €s kezelésekig hatartalan lehet6ségek elé néz [95, 96].
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3. CELKITUZESEK
Jelen kutatas célja, hogy hazai laboratoriumi koriilmények kozott kialakitsunk egy
milkodéképes MEGA-plate rendszert, mely evoluciés és Kkoszelekcios vizsgalati
modszerekkel teszi lehetévé az antibiotikum rezisztencia kialakulasanak vizsgalatat valos

id6ben, laboratoriumi koriilmények kdzott, mind a human- és allategészségiigyben.

A MEGA-plate fertétlenitési protokolljanak kialakitasa és standardizalasa mellett
célunk volt az egyes antibiotikumok vizsgalata. Ezek koziil elséként a cefotaxim hatdanyag
vizsgalatat végeztiik el, hiszen mint harmadik generacios cefalosporin baromfifélékre
egyaltalan nincs engedélyezve, a vele szembeni rezisztencia viszont folyamatosan nd és
szerepe feltételezett az ESBL termelés kialakuldsaban is. Jelen modszerrel a rezisztencia
kialakuldsa valos id6ben vizsgalhato és az igy indukalt antibiotikum érzékenység valtozas
fenotipusos vizsgalatokkal — minimalis gatld koncentracié (MIC) meghatarozassal nyomon

kovetheto.

Tovabbi célunk volt, hogy a genomban bekdvetkezd valtozdsokat NGS segitségével
nyomon kovessiik, az egyes feltételezett mechanizmusokat vizsgaljuk (pl. efflux-pumpa,
bontdenzimek), kiilonos tekintettel az antibiotikum indukalta kromoszoémaban bekovetkezo

mutaciokra.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. A MEGA-plate készitésének modszertana

A Harvard Egyetemen 120x60 cm-es méretben, polikarbonat lemezbdl készitették el
a tenyésztéedényt [55]. A laboratoriumi lehetdségeink egy 60x30 cm-es polikarbonat edény
elkészitését tették lehetévé, mely 5 mm-es anyagvastagsagban késziilt (Innoterm Kft.,
Budapest, Magyarorszag), a ragasztds vizhatlan tetrahidrofuran ragasztoval tortént. Az
edény aljat kilenc egyenld savra osztottuk, mely biztositotta az also rétegben a ndévekvd

antibiotikum koncentraciot tartalmazo taptalajok elkiilonitését (1. abra).

1. abra A MEGA-plate rétegei. Az also réteg (1-5-1.) kilenc elkiiloniil6 savban biztositja a novekvé

antibiotikum koncentraciot, a kozéps6 réteg (2.) egybefliggd szilard réteg, mely biztositja a

biztositja félfolyékony rétegként.

A taptalajontés soran harom réteget alakitottunk ki. Az also réteg kilenc elkiiloniilé
rekeszbdl all, melyek a vizsgalt antibiotikum 0x, 1x, 10x, 100x és 1000x ndvekvo hatdbanyag
egybefliggd szilard réteg a homogenitast biztositja az 1. és 3. réteg kozott. A 3. réteg a
baktériumok diffiz novekedését biztosito félfolyékony réteg, melyben megvalosul a

baktériumok novekedése novekvo hatéanyag koncentracié gradienssel szemben.

4.1.1. Fertétlenitési protokoll

A Harvard Egyetem fert6tlenitési protokolljaban 10%-0s NaOCI-t (hipd) hasznaltak
egy ¢éjszakas inkubacios idével [55]. Kornyezetvédelmi okokbol valtoztattunk a modszeren,
egyrészt a NaOCl jelentds kornyezetszennyezést jelent, masrészt a maradékanyag elkertilése
végett, ami befolyasolhatna a baktériumok novekedését. Szakirodalmi adatokra hagyatkozva
7,5%-0s hidrogén-peroxidot készitettiink [97, 98], stabilizalt tomény (30%) hidrogén-
peroxid (VWR International Kft., Magyarorszag) higitasaval, aminek egy literét harom liter
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csapvizzel higitottuk. Az edényt steril fiilke ald helyeztiik, majd a 7,5%-os hidrogén-
peroxiddal feltoltottiik, fedélemezének belsd feliiletét és peremét NaOCI-dal toroltik at,
melyhez a 4,5%-0s hipo oldatat négyszeresére higitottuk (0,9%-0s). Végiil steril fiilke alatt
inkubaltuk 15 percig, majd vakuumszivattyu segitségével leszivtuk a hidrogén-peroxidot és

30 percre UV-fényt kapcsoltunk.

4.1.2. A fertétlenités hatékonysaganak ellendrzése

A fertdtlenités elott steril vattapalcaval mintat vettiink az edény aljardl, az oldalfalarol,
a ragasztds mentén ¢és a fedOlemez belsé feliiletérél. A mintékat tripton-szdja agart
tartalmaz6 Petri-csészére oltottuk ki. A fert6tlenitést kovetden megismételtiik a mintavételt.
Ezen kiviil az edényt feltoltottiik harom liter tripton-szoja levessel (TSB). A kioltott mintakat
és a lefedett edényt 37 °C-os inkubatorba helyeztiik. 18-24 6ras inkubaciot kdvetden a Petri-
csészéken CFU-t szamoltunk; a leves zavarosodasat pedig 3 héten keresztiil figyeltiik napi

szinten.

4.1.3. MEGA-plate taptalaj ontés

A taptalaj elkészitéshez 2%-0s BD Bacto Agart (VWR International Kift.,
Magyarorszag) hasznaltunk, tapanyag kiegészitoként egy darab LB-Lennox (VWR
International Kft.,, Magyarorszag) kapszulat adtunk taptalaj literenként, korabbi
tapasztalataink alapjan a legfels6 réteghez egy plusz kapszulat adtunk. A gombas
kontaminaci6 elkeriilése érdekében cikloheximidet (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) adtunk

a taptalajhoz, 64 pg/ml koncentracioban.

A teljes taptalaj ontést harom 1épésben végeztiik. El19szor a legalso réteg kilenc db 252
ml térfogatd, eltéré antibiotikum koncentracidt tartalmazd részét készitettiik el, mely
rekeszek a novekvé antibiotikum koncentraciot tartalmazé savok megszilardulas el6tti
keveredését akadalyozzak meg. Ehhez kiilon tivegekben készitettiik el az agart, mely az
ioncserélt vizet és livegenként egy ml akril fekete festéket tartalmazott, kontrasztositas
céljabol. Ezt kovetden 121 °C-on 40 percig autoklavoztuk, majd amint 50 °C kériili
hémérsékletre hiilt vissza, hozzaadtuk a cikloheximidet, melyhez 226,8 mg cikloheximidb6l
és 14 ml ioncserélt vizbol torzsoldatot készitettliink, ezt steril fiilke alatt celluloz sziiron
keresztiil atsziirtiik. Az also réteg esetén igy mindegyik sav taptalajahoz 1 ml cikloheximidet
mértiink, ezzel kialakitva a 64 pg/ml koncentraciot. A masodik réteg egy egybefiiggd agar
réteg 760 ml mennyiségben, ez feliil rétegezi az eltéré antibiotikum koncentraciokat

tartalmazé alsé réteget, ezzel megteremtve a homogenitast az also és a harmadik réteg
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hatarfeliiletei kozott. A masodik rétegbe 3-3 ml cikloheximidet és akril festéket mértiink.
Miutan ez megszilardult, a harmadik réteghez 0,28%-os félfolyékony réteget készitettiink,
melyhez 2 ml cikloheximidet adtunk, tintat azonban nem (1. tablazat). A félfolyékony
réteggel biztositott a baktériumok taptalajban torténé terjedése diffiz modon, a ndvekvod

antibiotikum koncentracioval szemben.

1. tablazat A taptalajontés soran kialakitott egyes rétegek és cikloheximid koncentraciojuk

Cikloheximid, 226,8 mg/14 ml
Osszetevo/réteg 1. 2.
Mennyiség (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3
Cikloheximid (mg) 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 | 48,6
Agar 6sszesen (ml) 252 252 252 252 252 252 252 252 252 | 760
Koncentracio (ug/ml) | 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Ezt kovetden ellendriztik a raoltott baktérium egyenletes novekedését a
tenyésztéedényben. Ehhez egy hatdanyagtol mentes agart készitettiink, mindkét rovid
sz¢lére 100-100 pul E. coli szuszpenziot oltottunk. Az egyenletes ndvekedés érdekében a
legfels6 rétegéhez egy plusz kapszulat adtunk, igy mindkét szélr6l kiindulva a
tenyésztéedény kozepéig 3 nap alatt képes bendni a baktérium. A novekedés vizualis
nyomon kdvetéséhez fekete akrilfestéket haszndlva kontrasztositottuk a baktérium telepeket.
Ehhez 252 ml taptalajonként 1 ml festéket adtunk, kivéve a legfelso réteget (2. abra). A kész
rendszer adott baktérium, adott hatdbanyag névekvé koncentracio-gradiensével szembeni

evoltcios és koszelekcios AMR vizsgalatara alkalmas.

“““““““““ e (- SESSSeSs ooy i

N

2. abra A taptalaj kontrasztositasa fekete akril festékkel, a legfelso réteg kivételével
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4.1.4. Az egyes hatéanyagok vizsgalata

Els6 1épésként meghatdroztuk a vizsgalt mikroba adott antibiotikumra vonatkoz6 MIC
értékét. Kutatasunk soran cefotaxim hatdéanyaggal végeztiik el az evolucios és koszelekcios
vizsgalatot, ehhez meg kellett hataroznunk a kiindulasi baktérium térzsiink MIC értékét erre
a hatdéanyagra, mely 2 ug/ml volt. Ez sziikkséges 1épés az egyes savokhoz sziikséges
hatéanyagmennyiség kiszdmoldsdhoz. Evoluciés eldnyt biztositva a rezisztencia
kialakulasédnak érdekében ennek az 4 értékét vettiik kiindulasi értéknek. A sz¢€lsd két savba
nem keriilt antibiotikum. Ezt kdvetden kiszamoltuk, hogy a MIC értéknek a tizes alap
hatéanyag koncentracio novelése szerint a 2. rekeszbe 0,5 ng/ml, a 3. rekeszbe 5 pg/ml, a 4.
rekeszbe 50 pg/ml és végiil az 5. rekeszbe 500 ug/ml hatéanyag keriil. Egy alsoé rekeszbe
252 ml taptalaj kertil, tehat pl. a 2. savba 126 ug hatéanyag (1x szorzo) sziikséges €s igy
tovabb. A kozéps6 sav esetén 126 mg hatdanyagbol torzsoldatot készitettiink 25 ml
ioncserélt vizben, majd steril fiilke alatt atsziirtiik azt celluldéz sztirén. A két sz¢€lsé savba
hatéanyag nem kertilt, igy azoknal 250 ml vizben oldott agart hasznaltunk (1 ml tintaval és
1 ml cikloheximiddel szamolva), a tobbi rekesz esetén 27 ml-el kevesebb vizzel készitettiik
a taptalajokat (1 ml tintaval és 1 ml cikloheximiddel szamolva), hiszen a taptalaj 50 °C koriili
hémérsékletre torténd hiitését kovetden keriil sor steril fiilke alatt az 1 ml cikloheximid és a
hozza tartozé 25 ml antibiotikum koncentratum bemérésére. Ez 6sszesen minden rekesz
esetén 252 ml végtérfogatot jelent. Az 5. rekesz torzsoldatabol kettdt készitettiink, az egyik
az 1000x koncentracionak felel meg, amikor az 5. rekesz taptalajahoz ontjiik. A masikbol a
tobbi réteghez ebbdl kihigitva készitettiink torzsoldatokat, a 4. rekeszhez ebbdl a
torzsoldatbol kimértiink 2,5 ml-t, amit 22,5 ml TSB-hez adtunk, igy megkaptuk a 4. rekesz
25 ml torzsoldatat (100x koncentracio). A 3. rekeszhez kimértiink 0,25 ml-t, amit 24,75 ml
TSB-hez adtunk, igy megkaptuk a 3. rekesz 25 ml torzsoldatat (10x koncentracio). A 2.
rekeszhez kimértiink 0,025 ml-t, amit 24,975 ml TSB-hez adtunk, igy megkaptuk a 2. rekesz
25 ml torzsoldatat (1x koncentracio), ezzel elkészitve az 1x, 10x, 100x és 1000x hatdéanyag

koncentraciokat tartalmazo térzsoldatokat (2. tablazat).
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2. tablazat A sziikséges hatdanyag mennyiségének kiszamitasa és a rendszer osszeallitasa

Osszetevék Rétegek

1. 2. 3.
Festék (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2
Cikloheximid (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2
Agar (ml) 250 225 225 225 225 225 225 225 250 | 754 | 496
TSB (ml) - 24975 24,75 225 - 225 24,75 24,975 - - -
5. térzsoldat (ml) - 0025 025 25 25 25 025 0,025 - - -
MIC szorzo - 1 10 100 1000 100 10 1 - - -

A lemez elkészitését és a baktérium raoltasat kdvetéen a MEGA-plate tetejét az
illesztés mentén leragasztottuk, egy 10 cm-es szakasz kivételével. Elobbit a bakterialis
befert6z6dés esélyének minimalizalasa érdekében, utobbit a felesleges viz elparolgasa

érdekében végeztiik, hogy az ne okozzon kondenzviz lecsapddast az edényen beliil, ami

cres

crer

majd mintat vettiink belble tovabbi vizsgalatokra. A 3. abran a cefotaxim hatdanyag
példajan jol lathato, hogy az edény szélére oltott E. coli torzs teljesen bendtte az edényt, az

egyes savok hataran kiszelektalddott vonalak fadgszerti rajzolatai is jol kivehetok.

S BT

3. abra A cefotaximot tartalmazé taptalajon novekvé E. coli, az egyes hatéanyag koncentraciok

hataran torténd rezisztens vonalak kivalasanak faagszerti rajzolataval
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4.1.A vizsgalt baktérium torzs

A vizsgalatokhoz az ATCC 25922 E. coli referenciatdrzset hasznaltuk (LGC Ltd,
Teddington, Nagy-Britannia), mely egy 1946-0s Seattle-ben izolalt térzs. Valasztasunk azért
erre a fajra esett, mert egyrészt kozegészségiigyi jelentésége Oriasi, masrészt a biologiai

biztonsagi szintje (BSL-I. osztaly) alacsony [99].

4.2.  Minimalis gatlo koncentracio meghatarozas

Az AMR fenotipusos kifejez6dését adott antibiotikummal szemben MIC érték
meghatarozas segitségével értékeltiik. A vizsgalatot a Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) modszertana szerint végeztiik, a breakpointokat a CLSI [100] és a European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) adatbazisanak [101]

segitségével hataroztuk meg, egyes esetekben irodalmi adatokra hagyatkoztunk.

A -80 °C-on tarolt baktérium mintakat a vizsgalatot megel6z6 napon kioltottuk 3 ml
TSB-be, majd inkubaltuk 18-24 6ran keresztiil 37 °C-on. A vizsgalatokat 96-0s mikrotiter
lemezen (VWR International Kft., Magyarorszag) végeztiik. A munkalemezek els6 oszlopat
kivéve feltoltottiink minden oszlopot 90 ul TSB-vel (1. 1épés). Ezutan elkészitettiik az egyes
hatéanyagok 1024 pg/ml térzsoldatabol a megfelelé kiindulasi koncentraciokat TSB-ben
higitva. Ez a kezd6 koncentracié 16 pg/ml volt ceftriaxon, cefkvinom, cefotaxim, ceftiofur,
kolisztin, enrofloxacin esetében; 32 ug/ml volt amoxicillin és neomicin, esetében; 64 pg/ml
volt oxitetraciklin és florfenikol, esetében; 128 pg/ml volt potencialt szulfonamid esetében.
Ezekbdl 180 pl-t mértiink a lemezek elsé oszlopaba (2. 1épés), majd 2-es alapon higitasi sort
készitettiink beldle (3. 1épés), a 10. oszlop utan a hegyeket a 90 ul felesleg oldattal eldobtuk,
igy az 0sszes oszlop 90 pl oldatot tartalmazott. Minden térzshoz a munkalemezen egy-egy

higitasi sor tartozott.

Ezt kovetden egy segédlemezen elkészitettiik a baktériumok raoltdsahoz sziikséges,
25x értékére higitott baktérium szuszpenziot, munkalemezenként egy oszlopot szamolva 240
ul TSB-t mértiink be, majd lyukanként 10-10 pl baktérium szuszpenzidt mértiink hozza (4.
1épés). Végiil a baktériumtorzseket raoltottuk a munkalemezekre. A kettes alapt higitasi sort
tartalmazo lemezek 11. (pozitiv kontroll) oszlopatdl kezdve, visszafelé haladva minden
lyukba 10 pl baktériumszuszpenziot mértiink be a segédlemezrdl (5. 1épés). A 11. oszlop
pozitiv kontrollként (baktériumszuszpenziot és levest tartalmazott), mig a 12. oszlop negativ

kontrollként (levest tartalmazott) szolgalt.
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A munkalemezeket 18-24 o6ran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd elbiraltuk a MIC
értékeket szabad szemmel a pozitiv kontrollokhoz viszonyitva (3. tablazat).

3. tablazat A MIC értékek elbiralasanak szempontjai lyukanként egy adott mikrobatorzs
adott hatéanyag koncentracidval torténd kezelése esetén

Jelolés | Tapasztalat Ertékelés
+++ jelentds mértékii zavarosodas pozitiv
++ mérsékelt zavarosodas pozitiv
+ enyhe zavarosodas pozitiv
+- enyhe zavarosodas, a baktérium novekedése nem megitélhetd | negativ
- nincs zavarossag negativ

4.3. Az ESBL termelés vizsgilatinak modszerei

Az ESBL termelés vizsgalatat a CLSI modszertana szerint végeztiik [100]. Ehhez a
vizsgalt baktérium torzsek MIC értékét kellett meghataroznunk ceftazidim, ceftazidim-
klavulansav, cefotaxim ¢és cefotaxim-klavuldnsav hatdéanyagokra nézve. A klavulansavas
kombinaciok esetén minden egyes higitast tartalmazo lyukban fixen 4 pg/ml klavulansav
koncentraciot kell biztositani. Ezt tgy értiik el, hogy a klavulansavbol torzsoldatot
készitettiink, tigy hogy 10 mg klavulansavat 10 ml desztillalt vizben oldottunk fel, majd
celluloz sziir6n atszirtiik, ezt kovetéen pedig 230 ml steril kation kiegyenlitett Miiller-
Hinton leveshez (CAMHB) kevertiik, igy 10 mg/240 ml oldatot kaptunk. A klavulansavat
tartalmaz6 munkalemezek raoltdsahoz a baktériumokat tartalmazé segédlemez oszlopait
ezzel az oldattal toltottik fel 240 pul mennyiségben. Miutan ehhez hozzaadtuk a 10 pl
baktérium szuszpenziot és ennek a 10 pl-ét a munkalemez 90 pl-éhez adtuk, a 100 pl-es
végtérfogatban pontosan 4 pg/ml klavulansav koncentraciot értiink el.

Ezt kovetben a lemezeket 37 °C-os termosztatban 18-24 oran keresztiil inkubaltuk,
majd elbiraltuk azokat. A CLSI alapjan ESBL termeldnek tekinthet6 egy torzs, amennyiben
a klavulansavval kombindcidban vizsgalt antimikrobidlis hatéanyag MIC értékének
haromszoros cs6kkenése figyelhetd meg a hatdbanyag 6nmagaban torténd hasznélata soran
kapott MIC értékéhez képest. Példaul, ha ceftazidim esetén a MIC értek 8 pg/ml, azonban
ceftazidim-klavulansav kombinacioval mar csak 1 png/ml (nyolcszoros a csokkenés), akkor

az adott torzs ESBL termeldnek tekintheto.
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4.4. Uj generaciés szekvenalas

A torzseket tartalmazd baktériumszuszpenziobol a QIAmp DNS-kit (Qiagen,
Németorszag) segitségével izolaltuk a DNS-t a gyartd protokollja szerint. A DNS-bol
generalt paros végl leolvasasokat Illumina NextSeq 500 szekvenaloval hataroztuk meg
[102]. Az Illumina termékek altal hasznalt eljaras, melyet mi is hasznaltunk a kutatas soran
egy ,pair end” technika, amelyben a hidamplifikacid sordn oligonukleotikdokkal
kihorgonyoznak egyszalu DNS szalakat, hozzaszintetizdjak a masik szalat és hidszertien
meghajlitjak. Eltavolitjadk a reverz szalat és a szekvenalds folyaman a fluoreszcensen

megjelolt kapcsolddd nukleotidokat olvassak le [103, 104].

4.5. Bioinformatikai elemzés

A nyers szekvencidk mindségellenérzését a FastQC v0.11.9 [105] szoftverrel
végeztiik, majd a nem megfelelé mindségii szekvenciak sziirését a TrimGalore v0.6.6 [106]
program segitségével kiviteleztiik. A leolvasott szekvencidkat a MEGAHIT v1.2.9 [107]
segitségével  hosszabb  szekvenciakka  (Contigok)  igazitottuk. A  contigok
mindségellendrzésére a QUAST szoftvert hasznaltuk [108]. Az igy kapott contigokbdl a
Prodigal v2.6.3 [109] segitségével meghataroztuk az Gsszes lehetséges nyilt olvasokeretet
(ORF). Az antimikrobialis rezisztencia gének (ARG) azonositasat az ORF-ek kozott a
Resistance Gene Identifier (RGI) v5.1.0 segitségével végeztik a CARD adatbazissal
osszevetve [110]. Csak azokat a géneket vettiik figyelembe, amelyek megfeleltek a CARD
adatbazis altal meghatarozott STRICT kiiszobkritériumoknak, és legalabb 95%-0s
szekvenciaazonossagot és lefedettséget mutattak.

Az azonositott rezisztenciagének potencialis mobilitdsanak vizsgalatdhoz a
MobileElementFinder (v1.0.3) [111] programot hasznaltuk, amely a mobilis genetikai
elemeket (MGE) jelzi el6re a contigokon. Ebbdl a célbol csak azokat az ARG-ket tekintettiik
potencialisan mobilisnek, amelyek az adatbazisban szerepld leghosszabb, E. coli-ra jellemz6
Osszetett transzpozon tavolsdgan beliil voltak. Emellett a contigok plazmid eredetét a
PlasFlow v1.1 szoftver [112], segitségével vizsgaltuk, a faggenomok jelenlétét a contigokon
pedig a VirSorter v2.2.2 [113] szoftver segitségével hataroztuk meg.

Az adatok tovabbi vizsgalata soran a Center for Genomic Epidemiology online
szoftvereit hasznaltuk fel, kromoszéma pontmutaciok keresésére a ResFinder 4.1. verziojat
[114-116], szerotipizalasra a FimTyper 1.0 [117] és a CHTyper 1.0 [118] verzidjat, a
virulencia faktorok valtozasanak nyomon kovetésére pedig a VirulenceFinder 2.0 szoftvert
hasznaltuk [115, 119, 120].
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5. EREDMENYEK

5.1. A MEGA-plate fertotlenitésének hatékonysaga

A 18-24 6ras inkubaciot kovetden a fertdtlenités eldtt vett mintdkbol kioltott Petri-
csészéken kis szdmban baktérium telepek novekedését figyeltik meg, a fertdtlenitést
kovetden vett mintak esetén azonban nem nottek ki CFU-k és a taplevesben sem
tapasztaltunk zavarosodast. A taplevessel feltoltott edényt tovabbi harom héten keresztiil

inkubaltuk 37 °C-on, azonban ezt kdvetden sem tapasztaltunk benne véltozast.

5.2. A vizsgalt hatéanyagok MIC értékei

Meghataroztuk a kiindulési torzsink MIC értékét a MEGA-platere vald raoltast
megel6z6en, majd a cefotaxim (CTX) hatéanyag 10-es alapti novekvo koncentracioval valo
futtatast kovetden az egyes rekeszekbol vett izolatumok esetén is (4. tablazat). Cefotaxim
esetén a kiindulasi MIC érték “4-ének 10x koncentracidja mar 0,25 pg/ml értékre, a 100x
koncentracié 4 pug/ml értékre, az 1000x koncentracido pedig 32 pg/ml értékre novelte a
hatéanyag MIC értékét. A tobbi hatdanyag ezen izolatumokon torténé MIC értékének
vizsgélata sordn azt tapasztaltuk, hogy a CTX 10x koncentracidja oxitetraciklin (OTC)
esetén 4x, potencialt szulfonamid (PSA) és amoxicillin (AMX) esetén 2x és florfenikol
(FLO) esetén 8x MIC érték novekedést okozott. A CTX 100x koncentracidjanak hatasara
AMX ¢és FLO esetén ez tovabb nétt, neomicin (NEO) esetén 2x, ceftriaxon (CFR) esetén
32X, ceftiofur (CFT) és cefkvinom (CFQ) esetén pedig 8x volt.

crcr

egyes rekeszeibdl izolalt E. coli baktérium MIC értékei a vizsgalt hatdbanyagokra nézve. Sotétzold

hattérrel jelolve a megnovekedett MIC értékeket (pg/ml).

ENR [KOL |CTX |OTC [PSA |AMX |FLO |[NEO |CFR |CFT |CFQ

Eredeti |{0,03 |0,125|0,125 |2 8 16 16 32 0,125|0,5 0,25
Ox 0,03 (0,25 |0,125|2 8 16 16 32 05 |1 0,5
1x 0,03 (0,25 |0,125 16 32 05 |1 0,5
10x 0,03 |0,25 1 0,5

0,03 |0,25

ENR — enrofloxacin, KOL — kolisztin, CTX — cefotaxim, OTC — oxitetraciklin, PSA — potencialt szulfonamid

(szulfametoxazol, trimetoprim), AMX — amoxicillin, FLO — florfenikol, NEO — neomicin, CFR — ceftriaxon,
CFT — ceftiofur, CFQ - cefkvinom

megtartott MIC (ug/ml) értck [ megnévekedett MIC (ug/ml) érték
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A CTX 1000x koncentracigja mar minden vizsgalt hatdéanyag MIC értékét

megnovelte, a kiindulasi MIC értékhez képest enrofloxacin (ENR) esetén 4x, Kolisztin
(KOL) esetén 256x, CTX esetén 1056x, OTC és PSA esetén 4x, AMX esetén >94x, FLO
esetén 16x, NEO esetén 8X, CFR esetén 512x, CFT esetén 64x ¢s CFQ esetén 32x volt a

novekedés mértéke.

5.3. Az 1j generacios szekvenalas eredményei

A kiindulasi torzsiink és a cefotaximot tartalmaz6 MEGA-plate egyes rekeszeibol

izolalt E. coli baktériumok NGS-ét kovetden azt tapasztaltuk, hogy annak ARG génkészlete

nem valtozott (5. tablazat).

5. tablazat A cefotaxim hatoanyaggal vizsgalt mintak NGS-e soran azonositott ARG-k

ARG ARG csalad Rezisztencia mechanizmus | Antibiotikumok

acrA RND efflux pumpa tgtrac_ik_linek, fen_ilgol_ok,
rifamicinek, penicillinek,

acrB RND efflux pumpa cefalosporinok, fluorokinolonok

acrD RND efflux pumpa aminoglikozidok

acrE RND efflux pumpa

acrk RND efflux pumpa penicillinek, cefalosporinok,

acrF RND efflux pumpa fluorokinolonok

acrkF RND efflux pumpa
tetraciklinek, fenikolok,

acrS RND efflux pumpa rifamicinek, penicillinek,
cefalosporinok, fluorokinolonok

ampC - EC-5 | béta-laktamaz enzimatikus inaktivacio
penicillinek, cefalosporinok

ampH béta-laktamaz enzimatikus inaktivacio

bacA* undekapr!l- target alteration peptid antibiotikumok

pirofoszfat

baeR RND efflux pumpa

baeS RNS efflux pumpa aminoglikozidok

CPXA RND efflux pumpa

CRP RND efflux pumpa penicillinek, makrolidok,
fluorokinolonok

emrA MFS efflux pumpa .

omrB MFS efflux pumpa fluorokinonolonok

emrE SMR efflux pumpa makrolidok

emrK MFS efflux pumpa tetraciklinek

emrR MFS efflux pumpa fluorokinonolonok

ABC - ATP-binding cassette, MFS - major facilitator superfamily, RND - resistance-nodulation-cell division

*mobilis genetikai elem (MGE)
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5. tablazat A cefotaxim hatéanyaggal vizsgalt mintak NGS-e soran azonositott ARG-k (folytatas)

ARG ARG csalad Rezisztencia mechanizmus | Antibiotikumok
eptA foszfoetarl olamin- target alteration peptid antibiotikumok
transzferaz
evgA MFS és RND efflux pumpa penicillinek, makrolidok,
evgS MFS efflux pumpa fluorokinolonok, tetraciklinek
gadw AraC regulator efflux pumpa penicillinek, makrolidok,
gadX AraC regulator efflux pumpa fluorokinolonok
penicillinek, cefalosporinok,
H-NS MFS efflux pumpa fluorokinolonok, makrolidok,
tetraciklinek
kdpE regulator efflux pumpa aminoglikozidok
tetraciklinek, fenikolok,
* rifamicinek, penicillinek,
marA RND efflux pumpa cefalosporinok, karbapenemek,
monobaktamok, fluorokinolonok
mdfA* MFS efflux pumpa tetraciklinek
mdtE RND efflux pumpa penicillinek, makrolidok,
mdtF RND efflux pumpa fluorokinolonok
mdtG MFS efflux pumpa foszfomicin
mdtH MFS eflux pumpa fluorokinonolonok
fenikolok, fluorokinolonok,
mdtM MFS efflux pumpa linkézamidok
msbA ABC efflux pumpa nitroimidazolok
pmrF foszfoetap olamin- target alteration peptid antibiotikumok
transzferaz
tetraciklinek, fenikolok,
soxR RND efflux pumpa rifamicinek, penicillinek,
cefalosporinok, fluorokinolonok
tetraciklinek, fenikolok,
rifamicinek, penicillinek,
cefalosporinok, karbapenemek,
tolC* ABC, MFS, RND | efflux pumpa monobaktamok,
fluorokinolonok, peptid
antibiotikumok,
aminoglikozidok
ugd foszfoetanolamin- | . ot aiteration
g transzferaz g peptid antibiotikumok
yojl ABC efflux pumpa

ABC - ATP-binding cassette, MFS - major facilitator superfamily, RND - resistance-nodulation-cell division

*mobilis genetikai elem (MGE)

A legkritikusabb rezisztencia mechanizmus az enzimatikus inaktivacio, melyet kodolo

gének koziil ampC és ampH géneket azonositottunk, ezek kifejezddése penicillinekkel és
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cefalosporinokkal szemben alakit ki rezisztenciat. Osszesen négyféle gén esetén allapitottuk
meg, hogy azok mobilis genetikai elemek, azonban ezek mind kromoszéman voltak kodolva.
Ezek koziil a bacA gén peptid antibiotikumokkal szemben enzimatikus célpont mutacid
(target alteration) révén, az mdfA gén tetraciklinekkel szemben efflux pumpaként, a tolC és
marA gének multidrug efflux pumpaként szamos csoporttal szemben alakitanak ki

rezisztenciat. Plazmidon és fagon kodolt gént nem azonositottunk (5. tablazat).
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4. abra Az NGS soran azonositott egyes rezisztencia mechanizmusokat kddolo gének gyakorisaga

az egyes hatéanyagok tiikkrében

Osszesen 41-féle ARG-t azonositottunk. A legtobb ARG efflux pumpat kodolt (35 db),
ezt kovették a célpont mutaciot (target alteration) kodold gének (4 db), a legkevesebb az
enzimatikus inaktivacidt kodold gének kozott volt megtalalhato (2 db). Ha az egyes gének
altal kodolt rezisztencia mechanizmusokat gyakorisaguk szerint az érintett hatéanyagra
bontva abrazoljuk, akkor jol lathatd, hogy efflux pumpa esetén a legtobb kodold gén a
fluorokinolonokkal szemben (23 db) volt megfigyelhetd, ezt kdvették a penicillinek (17 db),
a tetraciklinek (12 db) ¢€s a cefalosporinok (11 db). Enzimatikus inaktivacié minddssze a
penicillinekkel és cefalosporinokkal szemben volt megfigyelhetd, célpont mutacio (target

alteration) pedig csak peptid antibiotikumokkal szemben (4. abra).
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5.4. A genomban bekovetkezett mutaciok

A kromoszoma muticiok azonositdsa soran a kapott eredmények jol tiikrozik a
fenotipusosan megjelend  béta-laktdm  antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
megjelenésével valo Gsszefliggéseket. Cefotaxim hatasara az ampC gén promoter p.L9R és
p-R8P szakaszan bekovetkezett CTA-CGA és CGC-CCC nukleotid cseréknek a megsziinése
figyelhetd meg, azonban a 10x hatéanyag koncentracio hatasara a promoter g-7C>A, p.A2P,
p.R11G és p.V11G régioiban aktivalodas, az 1000x hatdoanyag koncentracié hatasara pedig
a promoter g-32T>A és p.R8H régidban azonositott T-A és CGC-CAC nukleotid cserékkel
jard folyamat feltételezhetéen az ampC gén altal kodolt enzim thltermelését okozta,
megnovelve a MIC értéket 32 pg/ml értékre, ami 256x novekedés. Ezen kiviil a 100x és
1000x hatéanyag koncentracié a rifamicin rezisztenciat kodold rpoB-ben is aminosav
cseréket indukalt, azonban ennek a hatdanyagnak a fenotipusos tulajdonsagait nem

vizsgaltuk (6. tablazat).

6. tablazat Az egyes cefotaxim koncentraciok hatasara bekovetkez6é kromoszoéma pontmutaciok

i e . MIC érték szorzok Nukleotid | Aminosav
Gen AIDIEEIIT | 1 e EhiPmuE Ox | 1x | 10x | 100x | 1000x | csere csere
Zrt‘gz(:{gfm"ter' Eg?;lco"s'r')gfﬁmk enzimatikus inaktivacio |- |- |- T-A i
gnl]_%%-promoter. Eee?a:lcczlslr;g?rﬁok enzimatikus inaktivacio - - CTA-CGA L?:Tr']?n
ampC-promoter: T ini
0 R%P P E:?a:%lsggfrﬁok enzimatikus inaktivacio CGC - CCC ;:%:?r:n
ampCpromotr: | penicilinek, | envimatikus inakivicio ca -
En;pz(;-promoter. Eg?a:;:czlslrzgf:(ﬁok enzimatikus inaktivacio GCC-CCA ;LZT:Q
ampCepromater: | penicilinek, | envimatikus inakivicio cos -ces | AN
ET/FLCE-pmmOteI’. Eg?a:;:czlslrzgf:(ﬁok enzimatikus inaktivacio GTA - GAA \é?lzltgminav
ampC-promoter: pen|C|II|ne_k, enzimatikus inaktivacio coC.cac | arginin
p.R8H cefalosporinok hisztidin
rpoB:p.A1245T rifamicinek célpont mutacio, csere GCG - ACG ?I‘I:grll?n

e . lutaminsav
rpoB:p.E84G rifamicinek célpont mutacio, csere GAA - GGA glicin :

- azonositott mutacio
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5.5. Szerotipizalas és virulencia faktorok valtozasa
A szekvenalasi adatokbdl lehetéségiink volt a vizsgalt torzs szerotipizalasara is, ennek
megfeleléen O6-0s tipusspecifikus poliszacharidot (wzx és wzy gének), valamint H1 (fliC)

és H30 (fimH30) fehérje természetii antigéneket azonositottunk.

A virulencia faktorok vizsgalata soran megallapitottuk, hogy a cefotaxim 100x
hatassal, az sfaX gén pedig eltlint, ami egy olyan szabalyozo6 fehérjét kodol, mely a DNS-
ben az inverzios folyamatokat szabalyozza. Az 1000x hatéanyag koncentracié hatasara
megjelent a vasszint szabalyozasért felelés irpl gén, valamint a Toll-like receptorok
kozvetitette citokintermelés csokkentéséért felelés tcpC gén, melyek expresszalodasa

elésegiti a baktériumok szervezeten beliili invazidjat [121].

5.6. Az ESBL termelés vizsgalatanak eredményei
A CLSI szabvany szerint elvégzett vizsgélat egyik hatéanyaganak klavuldnsavas
kombinacidja sem mutatott legaldbb 3x MIC érték csokkenést egyik izolatumban sem. igy
fenotipusosan kijelenthetjiik, hogy ESBL gén hatdsat nem tudtuk kimutatni, amit a
genomikai vizsgalatok is alatdmasztottak. Tehat egy minta esetén sem tapasztaltuk a
hatéanyag dnmagéban torténd hasznalatdhoz képest a klavulansavval torténd kombinécio
esetén legalabb 3x MIC érték csokkenést. Az enzimatikus inaktivacio kovetkeztében
penicillinekkel és cefalosporinokkal szemben kialakult rezisztencia az ampC gén
aktivalodasanak a kovetkezménye, mely gén expresszidja béta-laktaméaz tultermelésért
felel, azonban ennck a génnek az expresszalodasa nem okoz Kiterjedt spektrumban béta-

laktam csoporttal szemben kialakul6 rezisztenciat (7. tablazat).

7. tablazat Az ESBL vizsgalat eredményei a CLSI altal el6irt ceftazidim (CTZ), cefotaxim (CTX)

és azok klavulansavas (KLA) kombinaciojaval

) CTz CTZ+KLA CTX | CTX+KLA
Minta Kiilonbség Kiilonbség
(pg/ml) (ng/ml)

0x 0,03 0,03 - 0,03 0,03 -

1x 0,03 0,03 - 0,03 0,03 -

10x 0,06 0,06 - 0,03 0,06 1x

100x 8 4 1x 2 1 1x

1000x 8 8 - 8 8 -

CTZ - ceftazidim, CTZ+KLA - ceftazidim-klavulansav, CTX — cefotaxim, CTX+KLA — cefotaxim-

klavulansav
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6. KOVETKEZTETESEK

Magyarorszagon eldszor valositottuk meg a MEGA-plate rendszert, melyet a Harvard
Egyetemen fejlesztettek ki [55]. Korabban Toprak és mtsai. egy mobidosztat segitségével
novekvo antibiotikum koncentracioval szelekcidés nyomast Kifejtve E. coli kléramfenikol,
ATCC 25922 torzs a cefotaxim MIC értékének 1000x koncentracidjat 13 nap alatt bendtte.
A Harvard Egyetem altal vizsgalt trimetoprim esetén ehhez 12 napra volt sziikség [55]. A
tobblépcsds koncentracio gradienssel szemben kialakul6 rezisztencia tehat hasonld id6 alatt
kovetkezett be. Mas 0sszehasonlitd szakirodalom nem all rendelkezésre.

Vizsgalataink soran ellendrzésként a lemez egyes koncentracidit tartalmazo savjai
folil vett mintakbol izolalt E. coli ujboli MIC értékének meghatarozasaval ellendriztiik a
rezisztencia kialakulasanak kifejezddését. Ennek sordn megallapitottuk, hogy
nagysagrendileg a cefotaxim MIC értékének novekedése kovette az egyes savok novekvo
pg/ml, a 100x koncentracid hatdsara 4 pg/ml és az 1000x koncentracié hatdsara 32 pg/ml
értékre nétt. A cefotaxim ndvekvd koncentracidja szelekcids nyomdst gyakorolt mas
hatéanyagokkal szembeni rezisztenciat kodolo gének expresszidjara is. Ennek sordn a 10x
koncentraci6 hatdsara potencialt szulfonamid és amoxicillin esetén 2x, oxitetraciklin esetén
4x, florfenikol esetén 8x MIC érték ndvekedést tapasztaltunk. A cefotaxim 100x
esetén 16x, ceftiaxon esetén 32x, amoxicillin esetén pedig mar 94x volt a MIC mérték
novekedése. A cefotaxim 1000x koncentracidja minden vizsgalt hatéanyag MIC értekét
megnodvelte a kiinduldsi értékhez képest, enrofloxacin, oxitetraciklin és potencialt
szulfonamid esetén 4x, neomicin esetén 8x, florfenikol esetén 16x, cefkvinom esetén 32x,
ceftiofur esetén 64x, amoxicillin esetén 94x, kolisztin esetén 256x, ceftriaxon esetén 512x
mértékben. A legnagyobb mértékii 1056x novekedés cefotaxim esetén volt megfigyelheto.
Ilyen jellegli 6sszehasonlito tanulmany nem all rendelkezésre a szakirodalomban.

Az egyes hatoanyagokkal szemben kialakul6 rezisztencia mechanizmusok az altalunk
vizsgalt E. coli térzsben kromoszémalisan voltak kédoltak. Osszesen 14-féle antibiotikum
csoporttal szembeni rezisztencia kialakitasaért felelds, 41-féle ARG-t azonositottunk,
melyek koziil a legtobb (35 db) a hatéanyagot a sejtbdl kipumpalo, Un. efflux pumpa volt.
Ezen kiviil azonositottunk enzimatikus inaktivacioért felelos géneket (ampC, ampH),
valamint a peptid antibiotikumokkal szemben célpont mutaciot kialakito géneket (bacA,

eptA, pmrF, ugd). Kolisztin szempontjabol a bacA gént kizarhatjuk, mert az bacitracin
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rezisztencia kialakitasaért felel [122], mely gén vizsgalataink soran MGE volt. Az eptA gént
azért zarhatjuk ki, mert Rajkumari és mtsai. kutatdsuk soran azt allapitottdk meg, hogy mcr-
1 gén hianyaban stressz hatasara nem nott a gén expresszidja [123], vizsgalatunk soran nem
talaltunk mcr-1 gént. A pmrF és ugd (pmrE) gének regulator funkcidjat Gunn és mtsai.
azonositottak [124]. A B-laktam csoportot kivéve az Osszes tobbi esetben feltételezhetden
aktivalodo efflux pumpdk voltak felelosek a MIC érték ndvekedésért, enrofloxacin esetén
elsédlegesen az emrA, emrB, emrR, mdtH gének; oxitetraciklin esetén az emrK és mdfA
gének; neomicin esetén baeR, baeS, cpxA, kdpE gének. Kolisztin esetén a legnagyobb
valosziniiséggel az efflux pumpat kodold yojl gén aktivalodhatott, Monica és mtsai.
kimutattak, hogy a tolC efflux pumparendszer mitkodéséhez nélkiilozhetetlen ez a gén [125],
tolC gént mi is azonositottunk. Ezen kiviil szamos MDR efflux pumpat kodolo gént is
talaltunk (pl. acrA, acrB, acrS, H-NS, marA, soxR, tolC).

Cefotaxim hatasara a B-laktamok enzimatikus inaktivalasaért felelés ampC gén esetén
a 10x hatdanyag koncentracidé hatisara a prométer g-7C>A, p.A2P, p.R11G és p.V11G
régidiban aktivalddas, az 1000x hatdanyag koncentracid hatdsara pedig a promoter g-32T>A
¢s p.R8H régidban azonositott T-A és CGC-CAC nukleotid cserékkel jar6 folyamat
feltételezhetoen az ampC gén altal kodolt enzim tultermelését okozta, megndvelve az
amoxicillin és cefalosporinok MIC értékét. Az ilyen jellegli mutaciok ritkak, ezt mutatja az
a tanulmany, melyben egy E. coli citrat-hasznositasaért felel6s mutacio létrejottéhez 31 000
generaciovaltasra volt sziikség, és a megismételt 12 vizsgalat soran is csak egy alkalommal
kovetkezett be ugyanez a valtozas [35].

ESBL termelésért felelos gént nem azonositottunk, az ampC gén nagy mennyiségi -
laktamaz termeléséért felel, mas tanulmanyok szerint konnyen hiperexpresszalhato [126].
Kromoszoémalisan kodolt génként azonositottuk, az igy termelddott B-laktamézt nem
gatoljak a béta-laktamaz inhibitorok [127], az elsé plazmidon vald kodolasat 2004-ben
Japanban Nakano és mtsai. irtak le [128]. Vizsgalatunk soran ampH gént is azonositottunk,
mely szerepet jatszik az ampC expresszidjaban, azonban Guérin és mtsai. azt talaltak, hogy
a gén kiiitése kevésbé befolyasolta az ampC kodolta enzimtermelést [129]. Handel és mtsai.
vizsgélataik soran azt talaltak, hogy amoxicillin hatdsara az ampC gén upregulacioja
kovetkezett be, ezen kiviil az MDR efflux pumpat kodolo mdtM és mdtK gének is
aktivalodtak [130], az mdtM gént mi is azonositottuk, mely florfenikol és enrofloxacin
rezisztenciat okoz. Ahhoz, hogy pontosan azonositani tudjuk, hogy a kialakult

rezisztenciakért mely gének aktivalodasa felelt, transzkriptomikai vizsgéalatok sziikségesek.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjaink egyik jelentds problémaja az AMR terjedése, mely 2050-re vezetd halalozasi
ok lehet a vilagon. Ennek megel6zése kozos gondolkodast, kooperaciot igényel az allat- €s
humanegészségiigy képviseldi kozott. A rezisztencia kialakuldsanak megértését segitik az
evolucios és koszelekcios vizsgalatok. A Harvard Egyetem altal kidolgozott MEGA-plate
(Microbial Evolution and Growth Arena) els6 magyarorszagi megvalositasa lehetové tesz in
vitro evoluciés és koszelekcios vizsgalatokat E. coli baktériumon; melynek az AMR
terjesztésében az egyik legnagyobb jelentdsége van. Egy 60x30 cm-es tenyésztoedényt
alakitottunk ki, melynek kilenc egyenld részre osztott rekesze biztositja a vizsgalt hatbanyag
tizes alapon novekvd 1x, 10x, 100x és 1000x koncentracioit. Kidolgoztunk egy hatékony
fertdtlenitési protokollt, 7,5%-os hidrogén-peroxid és UV-fény hasznalataval, majd
teszteltiik a rendszer miikodését cefotaxim hatdanyaggal. Meghatdroztuk a vizsgalt
érteknek az Y4 részét vettiik kiindulasi értéknek, hogy evolucids eldnyt biztositsunk, igy az
1000x koncentracioba 13 nap alatt nétt be a baktérium. Az ) mintdk MIC értékének
vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy nem csak a cefotaxim MIC értéke nétt meg (0,125,
0,25, 4, 32 pg/ml), hanem oxitetraciklin (8 pg/ml), potencialt-szulfonamid (8 pg/ml),
amoxicillin (32 pg/ml) és florfenikol (128 pg/ml) esetén mar a cefotaxim 10x
koncentracioja; neomicin (64 pg/ml), ceftriaxon (16 ug/ml), ceftiofur (8 pg/ml) és
cefkvinom (4 pg/ml) esetén a cefotaxim 100x koncentracidja novekedést okozott. Az 1000x
cefotaxim koncentracidé tovabbi novekedést okozott, és mar enrofloxacin (0,125 pg/ml),
kolisztin (32 pg/ml) hatéanyagok esetén is megfigyelhetd volt a hatds. Uj generacios
szekvenalassal torténd vizsgalattal az antimikrobidlis rezisztencia génkészletben valtozast
nem tapasztaltunk, azonban a cefotaxim 100x és 1000x koncentracidinak hatasara az ampC
génben bekovetkezd kromoszomalis pontmutaciok kovetkeztében a hatdanyagot lebontd
enzimek expresszalddtak, ami a béta-laktam hatdéanyagok MIC értékét megnovelte. Ezen
kiviil szamos efflux pumpa aktivalodasat feltételezziik, azonban ehhez tovéabbi
transzkriptomikai vizsgalatok sziikségesek. ESBL termelésért felelds rezisztencia gént
azonban nem azonositottunk.

A modszerrel olyan evolucios €s koszelekcids vizsgalatokat tudunk végezni, mellyel
képesek vagyunk indukalni az AMR kialakulasat, hagyomanyos és molekularis bioldgiai
modszerekkel pedig nyomon tudjuk kdvetni a hatdoanyagok fenotipusos érzékenységre és a
bakterialis genomra gyakorolt hatdsat, mely hozzdjarul korunk egyik legégetobb

problémdjanak, az AMR kialakuldsanak pontosabb megértéséhez.
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8. SUMMARY

One of today's major problems is the spread of antimicrobial resistance (AMR), which
could be the leading cause of death worldwide by 2050. Preventing this requires joint
thinking and cooperation between animal and human health professionals. Understanding
the development of resistance is aided by evolutionary and coselection studies. The first
implementation in Hungary of the MEGA-plate (Microbial Evolution and Growth Arena)
developed by Harvard University will allow in vitro evolution and coselection studies on E.
coli, one of the most important bacteria for the spread of AMR. A 60x30 cm culture dish has
been constructed with nine equally divided compartments, providing 1x, 10x, 100x and
1000x concentrations of the test agent, increasing on a decimal basis. An efficient
disinfection protocol was developed using 7.5% hydrogen peroxide and UV light and tested
with cefotaxime. We determined the minimum inhibitory concentration (MIC) of the test
agents. For cefotaxime, we used % of the MIC of 2 ng/ml as a starting point to provide an
evolutionary advantage, so that the bacteria grew to the 1000x concentration in 13 days. In
the MIC of the new samples, we found that not only the MIC of cefotaxime (0.125, 0.25, 4,
32 pg/ml) increased, but also the 10x concentration of cefotaxime for oxytetracycline (8
ug/ml), potentiated sulphonamide (8 pg/ml), amoxicillin (32 pg/ml) and florfenicol (128
png/ml); with neomycin (64 pg/ml), ceftriaxone (16 ug/ml), ceftiofur (8 pg/ml) and
cefquinom (4 pg/ml), 100x concentrations of cefotaxime caused an increase. The 1000x
concentration of cefotaxime caused a further increase, and an effect was already observed
with enrofloxacin (0.125 pg/ml), colistin (32 pg/ml). No change in the antimicrobial
resistance gene pool was observed by new generation sequencing, but the effect of 100x and
1000x concentrations of cefotaxime resulted in the expression of drug-degrading enzymes
due to chromosomal point mutations in the ampC gene, which increased the MIC of beta-
lactam drugs. In addition, the activation of several efflux pumps is hypothesized, but further
transcriptomic studies are required. However, no resistance gene responsible for ESBL
production was identified.

The method allows us to perform evolutionary and coselection studies that can induce
AMR and to monitor the impact of drugs on phenotypic susceptibility and the bacterial
genome using conventional and molecular biology methods, contributing to a better

understanding of one of the most pressing problems of our time, the development of AMR.
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