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A szerz8k bemutatjak Magyarorszagon el8szor a MEGA-plate (Microbial Evolution
and Growth Arena) mikrobiolégiai tenyészt8 edény készitésének metodikajat,
amely evollcids és koszelekcids vizsgalatok laboratériumi kivitelezésére nyUjt lehe-
téséget. A polikarbonat edény gyartasat kovetden eldszor a megfeleld fertStlenitési
protokollt kellett kidolgozni. Végul a kolisztin hatéanyag példajan mutatjuk be a
MEGA-plate-en torténd agarontés menetét. A modszer alkalmas az antibiotikum-
rezisztencia kialakuldsanak ellendrzott korilmények kozott torténd indukalasara
és vizsgalatara. A korabbi passzalasos modszerekhez képest méretébdl eredden
nagyobb teret biztosit a rezisztens torzsek szelekcidjahoz, mikdzben a ndévekvd
antibiotikumkoncentracidé-gradiens fokozatos evollciés nyomast biztosit.

SUMMARY

Background: Adaptive Laboratory Evolution (ALE) studies have been of interest
to researchers since the 1980s. These systems allow, among other things, the
evolution and coselection of microorganisms under controlled conditions. An
important aspect is the maintenance of reproductive capacity, so that mutations
can spread in the study population and become fixed in the offspring.
Objectives: The MEGA-plate is a giant Petri-dish developed by Harvard University,
which we aim to implement in Hungary in the form of a 60 x 30 cm polycarbon-
ate plate dish.

Materials and Methods: After production, we first had to develop an effective
disinfection protocol using 7.5% hydrogen peroxide for 15 minutes of immersion,
wiping the rest of the vessel with 0.9% NaOCI, and then exposing the vessel to UV
light for 30 minutes after the hydrogen peroxide was removed. Before and after
disinfection, sterile swabs were used to check the effectiveness of disinfection.
After the test cast, Acryl dye was mixed into the bottom and middle agar layers
to contrast the culture medium so that bacterial growth could be clearly seen.
To avoid fungal overgrowth, 60 ug/ml cycloheximide was mixed into all layers of
agar and for antibiotic testing, concentrations of bacterial MIC of 0x, 1x, 10x, 100x
and 1000x were mixed into each compartment of the bottom layer.

Results and Discussion: We were the first in Hungary to prepare the MEGA-
plate vessel, we developed a successful disinfection protocol, which completely
eradicated the presence of undesirable microorganisms. After a successful test
casting, we solved the contrasting of the culture medium with Acryl dye to clearly
visualize the growth of bacterial colonies and then successfully started testing
the individual antibiotics.
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A kisérleti evolicié egy olyan kutatasi mdodszer, amely lehetéséget ad az evoll-
ciés folyamatok valds idGben torténd tanulmanyozasara. Ennek az egyik alapja
a populacidk versengéssel torténd alkalmazkodasa bizonyos megvaltozott kor-
nyezeti feltételekhez. A legtdébb adaptacié a kompromisszumokhoz kapcsolodik,
tehat olyan tulajdonsagok valtozasahoz, amelyek az adott kdrnyezetben novelik
az él6lények fitneszét [1]. llyen kisérleti evollcids vizsgalattal bizonyitottak pl.,
hogy a baktériumok az antimikrobialis peptidekkel szemben is képesek kialakitani
rezisztenciat [2]. Ha egy ilyen vizsgéalatot szemléltetni szeretnénk, az Escherichia
coli (E. coli) citrathasznositasaért felel6s mutacié 1étrejottéhez 31 000 generaciéra
volt szUkség, és a megismételt 12 vizsgalatbdl is csak egy alkalommal kovetke-
zett be ez a valtozas [3]. Evtizedeken keresztiil a kisérleti evollicié volt a virusos
és bakteridlis betegségek elleni é18, attenualt vakcinak fejlesztésének maodja,
ennek soran a korokozdkat sorozatosan passzaltak mas gazdafajokban vagy
taptalajon, amig azok patogenitasa nem csokkent [4, 5]. A koevollcids vizsgalat
arra utal, hogy egy adott populacié génjei és tulajdonsagai hatassal vannak a faj
egyes egyedeire, amely hatasok az utédnemzedékekben figyelheték majd meg.
A mikrobakkal végzett vizsgalatok altalaban egyetlen kloénbdl indulnak ki [6, 7].

Az Ggynevezett laboratériumi evoliciés vizsgdlatok (ALE, Adaptive Laboratory Evolu-
tion) megbizhatd, ellen8rzott kdrilmények kozott zajlé evollciés megfigyeléseket
tesznek lehetbvé, amelyek molekularis vizsgalatokkal jol kiegészithetdk [8]. Elsbként
BROWN és OLIVER 1982-ben dolgozott ki egy rendszert, amely soran etanollal szemben
tolerans gombafajok elGallitasat sikerilt kisérletes Gton megvaldsitaniuk, folya-
matos szelekcids nyomas segitségével [9]. A mdbdszer alapja egy olyan folyamatos
kornyezeti stressz alkalmazasa a mikrobakra nézve, ami szelekciés nyomasként hat
a populacidjukra. Ez lehet szélsGséges hémérséklet, pH, de akar gatlé vagy toxikus
anyag. A mbdszer soran a stresszfaktor fokozatos novelése révén érik el a stressz-
tdré mutansokra irdnyuld szelekciés nyomast. Fontos szempont a reprodukciés
képesség fenntartdsa, hogy a mutacidk a vizsgalt populaciéban elterjedhessenek
és az utdédokban rogziljenek [10]. BUTLER 1996-ban Streptomyces éleszt6gombéakon
folytatta BRowN és OLIVER segitségével a korabbi kisérleteket [11]. Ekkor még az
etanolt a tapkdzegbe szakaszosan, szabalyozhatd pumpa segitségével juttattak
be [10]. A baktériumok laboratdriumi evollcids vizsgalatai kezdetben meghata-
rozott gydgyszer-koncentracidkkal torténtek, amihez olyan toménységet kellett
kivalasztani, hogy az Un. mutdcids szelekciés ablak (MSW, Mutant Selection Win-
dow) lehet8séget adjon egy-egy rezisztens mutans szelekcidjara. Ezt kdvetéen
egyre nagyobb koncentracidkra volt szikség ahhoz, hogy a szelekcidés nyomast
fenntartsak. Ehhez olyan kisérleti rendszerre volt szikség, ami folyamatosan biz-
tositotta a ndvekvs hatdbanyag-koncentracidt és igy az evollcids adaptaciot [12, 13].
ToPRAK és mtsai 2011-ben kifejlesztettek egy olyan eszkdzt, amit mobidosztatnak
neveztek, ezzel folyamatosan ndvekvd antibiotikumkoncentracié-szabalyozassal
tudtak fenntartani a mikrobak novekvd szelekcidés nyomasat. A mddszerrel az
E. coli kldramfenikol, doxiciklin és trimetoprim hatbanyagokkal szembeni reziszten-
dését a genomszekvenalas egyre szélesebb kdrben valé elterjedése tette lehetdvé.
A mikrobak esetén az ilyen vizsgalatokat a rovid generacids idd, a kisérletek megis-
mételhet8sége, a nagy populaciés méretek teszik lehetdvé. Ezen vizsgalatok soran
sikerUlt feltarni az egyes mutaciok kozotti 6sszefliggéseket, kilonds tekintettel az
adaptacidés mechanizmusokra [8].

A baktériumok esetén az antibiotikumokkal szembenirezisztencia terjedéséhez
kUlondsen hozzajarul az egyes fertézések soran kialakult baktériumpopulacidk
mérete, pl. egy tuberkuldzisos elvaltozasban 10’-10% CFU baktérium is eléfordul-
hat [15]. A szelekcidt elsegiti a nem megfelelSen kivalasztott gydgyszerddzis
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[16], a stressz [17], a kialakult rezisztencia mechanizmusok pedig mobilis gene-
tikai elemek révén plazmidok, transzpozonok és integronok segitségével tovabb
adhatd [18]. Egy kisérletben mikrofluidikus eszkdzt hasznéaltak, amely ciprofloxacin
egyenletesen ndvekvd koncentracidjat tartalmazd specialis edény, az erre oltott
baktériumok rezisztencidja mindossze 10 6ra alatt kialakult, amihez harom gén
és egy nukleotid szubsztitlciés valtozasara volt szlikség [19].

2016-ban a Harvard Egyetem kutatdi egy olyan evollcids és koszelekcids vizs-
galatra alkalmas laboratériumi kdzeget hoztak Iétre, ami alkalmas a baktériumok
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakuldsdnak vizsgéalatara. A kisérleti
eszkdz a MEGA-plate, azaz a Microbial Evolution and Growth Arena. Ujgeneraciés
genomszekvenalassal az innen szarmazd mintak vizsgalata sordn az egyes mecha-
nizmusokat kddold gének megjelenése is nyomon kovethetd [20].

A szerz8k célul tlzték ki, hogy Magyarorszagon elséként valdsitjak meg a MEGA-
plate rendszert és adaptaljak annak mkodését hazai viszonyok kozott. A tovabbiakban
bemutatjak a sikeres hazai megvaldsitas [épéseit, valamint a rendszer m{kodését.

Az eredeti MEGA-plate egy 120 x 60 cm-es polikarbonat lemezbdl készUlt edény,
amelynek a hasznalatdhoz egy kllon szobat rendeztek be, a megfeleld kornye-
zeti feltételek biztositasa érdekében [20]. A laboratériumi lehet8ségeink egy
kisebb rendszer kiépitésére adtak lehetdséget, a limitaldé tényezd a termosztat
mérete volt. Ezért egy 60 x 30 cm-es polikarbonat edény elkészitését tlztlk ki
célul. Atlatszé polikarbonat lemezbdl, sajat tervezés alapjan (1. dbra) legyartattuk
a sajat MEGA-plate edényiinket (2. dbra). A tenyésztéedény 5 mm-es polikarbo-
nat lemezbdl készilt, elkészitésében az Innoterm Kft. (Budapest) miikodott kozre.
A ragasztas tetrahidrofuran ragasztoval tortént, ami vizmentes zarast biztosit.
Az edény alja kilenc egyenld savra van osztva, amelyek biztositjak a novekvd antibioti-
kumkoncentraciét tartalmazd taptalajok alsé rétegben torténd elktlonitését (3. dbra).

- 600mm =
Alapl
S s 600x300 -
(5 mm anyagvastagsag) ies
.i a SR
Révid oldallap I e S
B 290x60
(5 o amyaguasagsl — 1=
i 500mm
Hosszd oldallap - P

i 600x60
(5 mm anyagvastagsag) I &0 ram

nyolc elvalasztébdl (12,5 x 290 mm) all 8 5 e

FIGURE 1. Hungarian MEGA-plate
blueprint

The vessel is designed with a
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2. ABRA. Az elkésziilt MEGA-plate edény
Az elkészitett edény atlatszd polikarbonat lemezbdl készUlt, ragasztasa vizhatlan
tetrahidrofuran ragasztéval tortént. Az alsé réteget nyolc elvalasztd osztja kilenc egyenld

részre

FIGURE 2. The finished MEGA-plate dish
The vessel is made of transparent polycarbonate sheet, glued with waterproof
tetrahydrofuran glue. The bottom layer is divided into nine equal parts by eight dividers

3. ABRA. A MEGA-plate lemez éntése sordn kialakitott rétegek

A taptalajontés soran harom réteg kerdl kialakitasra. Az elsé réteg kilenc egyenld rekeszbdl
az edény két szélétdl befelé ndvekvs sorrendben (1-5. rekeszek), a 2. réteg egy egybefliggd
szilard agarréteg, ami a homogenitast biztositja az 1. és 3. réteg kozott. A 3. réteg egy
félfolyékony agar, ami a baktériumok diffiz novekedését teszi lehetévé a ndvekvs hatdanyag
koncentracié gradienssel szemben

FIGURE 3. Layers formed during the casting of MEGA-plate

Three layers are formed during the culture medium casting process. The first layer consists

of nine equal compartments containing concentrations of the antibiotic of interest of Ox, 1x,
10%, 100% and 1000x in ascending order from the two edges of the dish (compartments 1-5),
layer 2 is a continuous solid agar layer which provides homogeneity between layers 1 and 3.

Layer 3 is a semi-liquid agar, which allows diffusive growth of bacteria against a gradient of

increasing drug concentration

Az edény legyartasat kovetben ki kellett dolgozni egy olyan mddszert, ami haté-
kony fertétlenitést tesz lehetdvé, azért, hogy a kontaminaciot elkerUljuk. A Har-
vard Egyetem munkatarsai 10%-o0s NaOCl-el (haztartasi hipd) toltotték fel egy
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éjszakara az edényt [20]. Kérnyezetvédelmi megfontolasbdl mi ezen a mddszeren
valtoztattunk, egyrészt mert a NaOCl jelentds kornyezetterhelést jelent, masrészt
hogy ne maradjon maradékanyag a polikarbonat lemezen, ami befolyasolhatna
a baktériumok novekedését. Ezért szakirodalmi adatokra hagyatkozva 7,5%-0s
hidrogén-peroxid-oldatot készitettliink, témény (30%), stabilizélt hidrogén-pe-
roxid higitasaval. A tdmény hidrogén-peroxid egy literét higitottuk fel harom liter
csapvizzel. A MEGA-plate lemezt steril fUlke (laminéris boksz) ald helyeztik, ezt
kovet8en feltoltottik a 7,5%-o0s hidrogén-peroxiddal (4. dbra). Az edény peremét és
a fedSlemez belsd fellUletét NaOCl-oldattal toroltlik at, amelyhez a kereskedelmi
forgalomban kaphaté 4,5%-0s oldatot négyszeresére higitva 0,9%-0s oldatot
hasznaltunk. A steril fulke alatt 15 perc inkubéacids iddt kdvetSen, vakuumszivattyl
segitségével leszivtuk a hidrogén-peroxidot az edénybdl. Ezt kdvetben a steril
fUlke alatt 30 percre UV-fényt kapcsoltunk.

|

4. ABRA. A MEGA-plate fertStlenitése

A fert8tlenités soran steril flilke alatt az edényt 7,5%-0s hidrogén-peroxiddal téltjik meg, a
peremét és a tetd belsd felliletét 0,9%-o0s NaOCl-al tordljiik at. 15 perc inkubaciét kdévet8en
vakuumszivattyl segitségével szivjuk le a hidrogén-peroxidot, majd 30 percre bekapcsoljuk
az UV lampat

FIGURE 4. Disinfecting the MEGA-plate

During the disinfection, the vessel is filled with 7.5% hydrogen peroxide under a sterile
booth, the rim and the inner surface of the lid are wiped with 0.9% NaOCI. After 15 minutes
of incubation, we aspirate the hydrogen peroxide with a vacuum pump and turn on the UV
lamp for 30 minutes

A fertStlenités hatékonysagat Ugy ellendriztlk, hogy a fertStlenités elStt steril
vattapalcaval mintat vettlink az edény aljardl, az oldalfalardl, a ragasztas mentén
és a fedblemez belsd fellletérdl. A mintakat tripton-szdja agart tartalmazd Pet-
ri-csészére oltottuk ki. A fertStlenitést kdovetden megismételtik a mintavételt.
Ezen kivil az edényt feltoltottik harom liter tripton-széja levest (TSB) tartalmazd
taplevessel. A kioltott mintakat és a lefedett edényt is 37 °C-os inkubatorba helyez-
tUk. 24 6ras inkubaciot kovetden a fertltlenités elbtt vett mintak kis szamban
tartalmaztak baktériumtelepeket, az azt kovetéen vett mintakbdl azonban nem
nétt ki telepformaldé egység (CFU, Colony Forming Unit) és a taplevesben sem
tapasztaltunk zavarosodast. A taplevessel feltoltott edényt tovabbi egy héten
keresztll inkubéaltuk 37 °C-on, azonban ezt kdvetSen sem tapasztaltunk benne
elvaltozast. Osszességében tehat elmondhatd, hogy a fertStlenitési protokol-
lunk hatékonynak bizonyult (5. dbra) és egy hét inkubacidt kdvetden sem tortént

oo

befertéz&dés (6. dbra).
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CFU valtozasa a fertotlenités hatasara
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5. ABRA. A fertStlenités hatékonysdgdnak ellenérzése tamponmintdval

A fertStlenitést megelbzden steril tamponnal mintat vettlink az edény aljardl, az edény
oldalardl, a ragasztas mentén és a tetdrdl, majd ezt megismételtik a fertStlenitést
kovetSen is. A mintakat ezutan tripton-szdja agart tartalmazé Petri-csészékre kentik le,
amiket 24 6rara 37 °C-os termosztatba helyeztlnk. Az inkubaciot kdvetéen megszamoltuk
a Petri-csészéken a telepformald egységeket, amelybdl jol latszik, hogy a fertStlenitést

kovetéen ez minden esetben nulla volt

FIGURE 5. Checking the effectiveness of disinfection with a swab sample

Prior to disinfection, samples were taken with a sterile swab from the bottom of the vessel,
the sides of the vessel, along the adhesive and the roof, and repeated after disinfection.
The samples were then smeared onto Petri dishes containing tryptone-soy agar and placed
in a 37 °C thermostat for 24 hours. After incubation, the colony-forming units on the Petri
dishes were counted, clearly showing that in all cases it was zero after disinfection

6. ABRA. A tdplevessel feltéltott edény

A fertGtlenités hatékonysaganak ellendrzésére harom liter TSB-vel t6ltottlk fel a MEGA-

platet, majd azt egy hétre 37 °C-os termosztatba tettlk. Egy hét elteltével is jol latszik,
hogy a leves zavarodastol mentes

FIGURE 6. The dish filled with broth

To check the effectiveness of the disinfection, three litres of tryptone-soy broth was
added to the MEGA plate and placed in a 37 °C thermostat for one week. After a week, it
is clear that the soup is turbidity-free
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Taptalajként 2%-o0s BD Bacto Agart (Vwr International Kft., Debrecen, Magyaror-
szag) hasznéltunk, tdpanyagforrasként egy darab LB-Lennox (Vwr International
Kft., Debrecen, Magyarorszag) kapszulat adtunk literenként a taptalajhoz. Sajat
tapasztalatunk azt mutatta, hogy a baktériumok nagyon lassan ndttek és egy
bizonyos pont utdn nem akartak tovabb néni az edényben, ezt azzal sikerult
kikUszobdlnlink, hogy a legfelsd rétegbe plusz egy kapszulat raktunk. A gombas
befertéz8dés elkeriilése érdekében cikloheximidet (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)
hasznaltunk, 64 pg/ml koncentraciéban.

A taptalaj Ontése harom fazisban tortént. EI8sz6r az elvalasztott kilenc rekeszbe
kellett elkésziteni a 2%-o0s szilard taptalajt, amely egy-egy 252 ml térfogatl
rekeszbe kerllt. A kilenc elvalasztott rekesz a novekvs antibiotikumkoncentra-
ciot tartalmazo taptalajok elvalasztasara szolgal. Az egyes rekeszek taptalajat
kGlon-kilon Duran-Uvegben készitettlk el. Bemértlk a szikséges agart, az ion-
cserélt vizet és Uvegenként egy ml akrilfestéket. Ezt kdvetSen 40 percen keresztil
121 °C-on autoklavoztuk dket, majd amint 50 °C koruli hdmérsékletre hiilt vissza
az agarn, hozzaadtuk a cikloheximidet. A cikloheximid elkészitéséhez 226,8 mg
cikloheximidbdl és 14 ml ioncserélt vizbdl készitettlink torzsoldatot, majd azt
celluldz szlrdn steril fllke alatt atszlrtik. gy az alsé réteg esetén mindegyik
rekesz taptalajahoz 1 ml cikloheximid-tdrzsoldatot mértink, ezzel elérve a 64 ug/
ml koncentraciét. A masodik réteg 760 ml egybefliggd agarréteg, amely felllrétegzi
a kulonb6zd antibiotikumkoncentraciot tartalmazd rekeszeket, ezaltal megte-
remtve az alsd és legfelsd harmadik réteg hatarfellletei k6zo6tti homogenitast.
Ebbe a rétegbe 3 ml cikloheximid-térzsoldat és 3 ml festék kerult. Végll ennek
megszilarduldsat kovetden a harmadik réteghez egy 0,28%-0s félfolyékony agar-
réteget készitettlink, amibe 2 ml cikloheximid kerilt, azonban ehhez tintat mar
nem adtunk (1. tdbldzat). Ez a félfolyékony réteg biztositja a baktériumok taptalaj-
ban torténd diffuz terjedését a novekvd antibiotikum-koncentraciéval szemben.
A legfelsd réteg megszilardulasat kovetden a MEGA-plate lemez elkészilt, a tete-
jét rdhelyezve, az illeszkedését pedig leragasztva megelSzhetd a befertézddés.

1. TABLAZAT. Az egyes rétegekben kialakitott cikloheximid-koncentrdcidk
Torzsoldatot készitettliink 226,8 mg cikloheximidbdl 14 ml ioncserélt vizben. Miutan celluldz szlrén atsz(rtik, az elsd réteg
mindegyik rekeszébe 1 ml oldatot, a masodik rétegbe 3 ml oldatot és a harmadik rétegbe 2 ml oldatot mértink be, a gombas

felUlfert6z6dés megakadalyozasa érdekében

TABLE 1. Cycloheximide concentrations in each layer

A stock solution of 226.8 mg cycloheximide in 14 ml of deionised water was prepared. After filtering through a cellulose filter, 1
ml of solution was added to each compartment of the first layer, 3 ml of solution to the second layer and 2 ml of solution to the
third layer to prevent fungal overgrowth

Mennyiség (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 2
Cikloheximid (mg) 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 16,2 48,6 32,4
Agar 6sszesen (ml) 252 252 252 252 252 252 252 252 252 760 500

Koncentracié (ug/ml) 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64 64

Kovetkezl lépésként ellendriznink kellett, hogy a baktériumot a legfelsé
rétegre raoltva egyenletesen bendvi-e az a tenyésztéedényt. Ehhez el8szor
egy hatdbanyagmentes agart készitettlink, majd mindkét rovid oldalanak szélére
100-100 pl E. coli baktériumleves-szuszpenzidt oltottunk egyenletesen szét-
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osztva. A tapasztalatunk az volt, hogy ha a legfelsé réteg készitésénél abba
plusz egy kapszulat tettlnk, akkor a baktérium egyenletesen mindkét szélrdl
a tenyészt8edény kdozepe felé haladva 3 nap alatt bendtte azt (7 dbra). Ahhoz,
hogy a baktériumok ndvekedését szabad szemmel is jél nyomon tudjuk kdvetni,
kontrasztositasra volt szUkség. Ehhez fekete akrilfestéket hasznaltunk, amely-
b&l 252 ml taptalajonként 1 ml-t adtunk, kivéve a legfelsd réteget (8. dbra). Ezt
kovetSen a rendszer adott baktérium, adott hatbanyaggal szembeni ndvekvd
koncentraciégradienssel szemben kialakitott evollciés és koszelekcids rezisz-
tencia vizsgalatara alkalmassa valt.

7. ABRA. EIs6 prébaéntés

Az elsé probadntés soran a taptalaj nem tartalmazott antibiotikumot, arra voltunk
kivancsiak, hogy a raoltott E. coli mennyi idd alatt névi be az edényt. Raoltast kovetden
harom napra volt szUksége, hogy teljesen bendje azt, azonban ehhez a legfelsé félfolyékony
rétegbe egy plusz kapszulat kellett raknunk

FIGURE 7. First test cast

In the first test cast, the medium did not contain any antibiotics, and we were curious to
see how long it would take the inoculated E. coli to grow in the dish. After inoculation, it
took three days to fully colonise, but this required an extra capsule in the top semi-liquid
layer

8. ABRA. A tdptalaj kontrasztositdsa fekete festékkel
Ahhoz, hogy a baktérium telepek névekedése a felsé harmadik rétegben jol lathato

legyen, fekete kontrasztra volt sziikség az alsdbb masodik és elsé rétegekben, ezért ezek
taptalajahoz Acryl fekete festéket kevertink

FIGURE 8. Contrasting the medium with black dye
To make the bacterial colony growth in the upper third layer clearly visible, black contrast was
needed in the lower second and first layers, so Acryl black dye was mixed with the medium
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Els6ként a vizsgalt mikréba adott antibiotikumra vonatkozd MIC-értékét kell
meghatarozni. E. coli esetén kolisztinre nézve ez 1 ug/ml volt. A két széIsé sdvba
nem kerilt antibiotikum. Ezt kovetden ki kell szamolni, hogy a MIC-értéknek a
tizes alapl novelése alapjan a 2. rekeszbe 1 ug/ml, a 3. rekeszbe 10 pug/ml, a 4.
rekeszbe 100 pg/ml és végul az 5. rekeszbe 1000 ug/ml hatdanyag szikséges. Egy
rekesz 252 ml, tehat pl. a 2. sdvba 252 pg hatdanyag volt szikséges és igy tovabb.
A kOzépsl sav esetén ez 315 mg volt, amit 25 ml ioncserélt vizben oldottunk fel,
majd steril fllke alatt celluldz szlrdvel szlrtink at. A két szélsé savba hatdanyag
nem kerllt, igy azok 250 ml vizben oldott agarbdl késziltek (1 ml tintaval és 1
ml cikloheximiddel szamolva), a tdbbi hatdanyagot tartalmazo rekesz esetén 27
ml-el kevesebb vizzel késziltek a taptalajok (1 ml tintaval és 1 ml cikloheximiddel
szamolva/rekesz), hiszen az autoklavozast kdvetden a taptalaj 50 °C korili hémér-
sékletre torténd hiitését kbvetben kerllt sor steril filke alatt az 1 ml cikloheximid
és a hozza tartozé 25 ml antibiotikumkoncentratum bemérésére. Ez dsszeadva
minden rekesz esetén 252 ml végtérfogatot jelentett. Az 5. rekesz torzsoldatabdl
kettSt készitettlink, az egyik az 1000x koncentraciénak felel meg, ha azt az 5.
rekesz taptalajahoz dntjuk. A masikbdl a tobbi réteghez ebbdl higitva készitettlnk
torzsoldatot, méghozza azon az elven, hogy a 4. rekeszhez ebbdl a torzsoldatbdl
kimértink 2,5 ml-t, amit 22,5 mI TSB-hez adtunk, igy megkaptuk a 4. rekesz 25 ml
térzsoldatat (100x koncentracid). A 3. rekeszhez kimértink 0,25 ml-t, amit 24,75
ml TSB-hez adtunk, igy megkaptuk a 3. rekesz 25 ml torzsoldatat (10x koncent-
racid). A 2. rekeszhez kimértink 0,025 mi-t, amit 24,975 ml TSB-hez adtunk, igy
megkaptuk a 2. rekesz 25 ml torzsoldatat (1x koncentracioé), ezzel elkészitve a 0x,
1%, 10%, 100x és 1000x hatdanyag-koncentracidkat (2. tdbldzat).

2. TABLAZAT. A sziikséges hatéanyag mennyiségének kiszdmitdsa és a rendszer sszedllitdsa a kolisztin példdjdn

Antibiotikum hatéanyagot csak az elsé réteg tartalmaz, rekeszenként a vizsgalt baktérium MIC-értékének 0x, 1x, 10%, 100x és
Ebbdl az egyik a kozépsd 1000x rétegbe kerll, a masikat tovabb higitva megkapjuk a 100x, 10x és 1x rekeszekhez szikséges
25-25 ml torzsoldatokat. Az autoklavozast kovetSen, miutan az egyes taptalajok kb. 50 °C-ig kihdltek, steril fulke alatt hozzajuk

adjuk a megfeleld torzsoldatot

TABLE 2. Calculation and preparation of the required active substance using the example of colistin

Only the first layer contains antibiotic active ingredient, at concentrations of 0x, 1x, 10%, 100x and 1000x the MIC of the bacteria
under test per compartment. The easiest way to prepare the 1000x middle layer is to prepare 2 x 25 ml of the 1000x middle layer.
One of these is added to the 1000x middle layer and the other is further diluted to obtain the 25-25 ml stock solutions required
for the 100x%, 10x and 1x compartments. After autoclaving, after each medium has cooled to about 50 °C, the appropriate stock
solution is added under sterile conditions

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) = 24,975 24,75 22,5 = 22,5 24,75 24,975 = = =

5. térzsoldat (ml) - 0,025 0,25 2,5 25 2,5 0,25 0,025 - - -

Koncentracié (ug/ml) = 1 10 100 1000 100 10 1 = = =
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Az egyes rétegek ontését, majd a baktérium raoltasat kovetden a MEGA-plate
lemez tetejét az illesztés mentén leragasztottuk, legalabb egy 10 cm-es szakasz
kivételével, hogy a felesleges viz el tudjon parologni és ne okozzon kondenzviz-le-
csapddast az edényen belll, ami megzavarna a baktériumok terjedését. A lemezt
37 °C-os termosztatba helyeztlk és naponta steril filke alatt a tetejét eltavolitva
j6l nyomon kovethetd a baktérium difflzidja, amibdl mintat lehet venni tovabbi
vizsgalatokra (9. dbra).

szélére oltott E. coli a 100x koncentracidig 4 nap alatt bendtte, jol latszik, hogy az 1000x
koncentracié hataran a baktérium novekedése megallt. Ahhoz, hogy ezt a hatart is attorje a
baktérium, még néhany napra szikség van

FIGURE 9. E. coli growing on medium containing colistin

E. coliinoculated at the edge of the dish containing MIC concentrations of colistin 0x, 1x,
10x%, 100x and 1000x were overgrown up to 100x concentration in 4 days, clearly showing that
at the 1000x concentration limit the bacterial growth stopped. To break through this limit,
the bacterium needs a few more days

Magyarorszagon elséként készitettink MEGA-plate edényt. Sikeresen kidolgoztuk
annak hatékony fert8tlenitési protokolljat, majd fekete akrilfesték segitségével
kontrasztositottuk a taptalajt, hogy a novekvd baktériumtelepek terjedése jol
lathatd legyen. A rendszer kilonb6zd mikroorganizmusok, adott antibiotikum
novekvd koncentracidjaval szemben kialakuld rezisztencia evollcids és koszelek-
cids vizsgalatara alkalmas. Az egyes részekrdl vett mintak Gjbdli MIC-értékének
meghatarozasaval megallapithaté a rezisztencia kialakuldsanak fenotipusos meg-
nyilvanulasa, Gjgeneracids szekvenalds segitségével pedig a genetikai valtozasok
is nyomon kovethetdk.

A projekt az Innovaciés és Technolégiai Minisztérium UNKP-20-3-1-ATE-1 és UNKP-
21-2-1-ATE-3 kédszam Uj Nemzeti Kivalésag Programjanak szakmai tdmogatasa-
val, az Allatorvostudoméanyi Egyetem Normativ Kutatasfinanszirozasi Bizottsaganak
(NKB) tdmogatasaval, valamint a TKP2020-NKA-01 szdamU projekt keretében a
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacidés Alapbdl biztositott tdmogatassal, a
Tématerileti Kivalésagi Program 2020 (2020-4.1.1-TKP2020) péalyazati program
finanszirozasaban készilt.
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