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1 ROVIDITESEK JEGYZEKE

AAC
A-érték
ANT

APH
ATCC
AUC

BHI

bp
CA-MRSA

CcC
CDC

CFU
CG
CHASRI

Cl
CLSI
CTX-M
DHA
ECDC

ESBL
EUCAST

HAI, HCAI

HA-MRSA

aminoglikozid-acil-transzferaz

Antibakterilis Aktivitas Erték

aminoglikozid nukleotidil-transzferaz
aminoglikozid foszfotranszferaz

American Type Culture Collection

Area Under the Curve (gorbe alatti teriilet)

Brain Heart Infusion (agy- és szivkivonat tapleves)
bazispar
Community-acquired  (kozosségben szerzett) methicillin-rezisztens
Staphylococcus aureus

Clonal complex (klonalis komplex)

Centers for Disease Control and Prevention (Betegségmegel6z6 és
Jarvanyiigyi Kozpont)

Colony Forming Unit (telepképz6 egység)

Clonal group (klonalis csoport)

Copper Homeostasis and Silver Resistance Island (réz-homeosztazis- és
eziistrezisztencia-Sziget)

Confidence Interval (megbizhatosagi tartomany)

Clinical and Laboratory Standards Institute

B-laktamaz, Cefotaximaz-Miinchen

szerzett AmpC-tipusu p-laktamaz gén

European Centre for Disease Prevention and Control (Eurdpai
Betegségmegeldzési és Jarvanyvédelmi Kozpont)

Extended-spectrum B-lactamase (kiterjedt-spektrumu -laktamaz)
European Committee on  Antimicrobial  Susceptibiliy — Testing
(Antimikrobialis szerekkel szembeni Erzékenységi Vizsgalatok Eurdpai
Bizottsaga)
Hospital-Acquired Infection, Healthcare-Associated Infection
(egészségligyi ellatassal 6sszefliggd (,,nozokomialis”) fert6zés)
Healthcare-associated (egészségiigyi ellatassal Osszefiiggd) methicillin-

rezisztens Staphylococcus aureus



IMI

IMP
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kbp

KPC
LA-MRSA
MACI
MALDI

MBC

MBL
McF

MDR
MDRB
mecA
MIC
MLST
MRKP
MRSA
NDM
OKI
Omp
ORF
OXA
PBP
PFGE
PMQR

QAC
QRDR

imipenemet hidrolizal6 B-laktamaz

imipenemmel szemben hatékony p-laktamaz

insertion sequence (inszercios szekvencia)

kilobazispar

Klebsiella pneumoniae karbapenemaz

livestock-associated MRSA (allattenyésztéshez kapcsolodo)
Multidrog-rezisztens Acinetobacter baumannii

Matrix  assisted laser desorption ionization (Matrixasszisztalt
1ézerdeszorpcid-ionizacios tomegspektrométer)

Minimum  Bactericidal =~ Concentration  (minimalis  baktericid
koncentracio)

Metallo-p-laktamaz

McFarland (baktériumszuszpenzid optikai denzitasa 0,5 McF~1,5x108
CFU/ml Escherichia coli esetében)

multidrog-rezisztens

multidrog-rezisztens baktérium(ok)

PBP2a fehérjét kodold gén

Minimum Inhibitory Concentration (minimalis gatl6 koncentracio)
multilokusz szekvencia tipizalas

Multidrog-rezisztens Klebsiella pneumoniae

methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus

Uj-Delhi metallo-B-laktamaz

Orszagos Kozegészségligyi Intézet

Outer membrane protein (kiils6 membran protein)

Open Reading Frame (nyitott leolvasasi keret)

B-laktamaz, Oxacillinnel szemben aktiv

Penicillin binding protein (Penicillin-k6t6 fehérje)

Pulsed-Field Gel Electrophoresis (pulzal6 eréterii gélelektroforézis)
plasmid-mediated quinolone resistance (plazmid medialt kinolon
rezisztencia)

kvaterner ammoéniumsok (antimikrobidlis hatdanyag)

Quinolone resistance determining region (kinolon rezisztenciat

meghatarozo régio)



R-érték
Rh
SCCmec
SEM
SHV
SNP

ST

T

Redukcios Rata Erték

Relative humidity (relativ paratartalom)

staphylococcal cassette chromosome mec

Scanning Electron Microscope (pasztazo elektronmikroszkop)
B-laktamaz, Sulphydryl Reagent Variable

single nucleotide polimorphism (egypontos nukleotid polimorfizmus)
szekvencia tipus

temperature (hdmérséklet)

T27-22-Silver Sanitized T27-22 antimikrobialis kikészitdszer, hatdoanyaga: 2 m/m%

T99-19-QAC

TEM

vanA, vanB
VIM

VRE

WGS
WHO

XDR

AgCl és 8 m/m% TiO>

Sanitized T99-19 antimikrobialis kikészitdszer, hatébanyaga: 50 m/m%
dimetil-tetradecil (3-(trimetoxiszilil)propil Jammonium-klorid)

B-laktamaz, Temoniera beteg neve utan

Vankomicin rezisztencia gének

Veronai, integronon kodolt metallo-f-laktamaz

Vankomicin-rezisztens Enterococcus faecium

Whole Genome Sequencing (teljes genom szekvenalas)

World Health Organisation (Egészségiigyi Vilagszervezet)

extensively drug-resistant (Kiterjedt szerzett antibiotikum-rezisztencia)



2 BEVEZETES, TEMAMEGJELOLES

Az egészségligyl ellatassal 0Osszefliggd fertdzések sulyos problémat jelentenek
vilagszerte. Jelentésen novelik a megbetegedések, az ellatasi napok és a halalozasok
szamat, rontjak a betegek életmindségét, emelik az egészségligyi kiadasok koltségeit és
az antibiotikum-rezisztens mikroorganizmusok elterjedésének valosziniiségét. Kiemelt
figyelmet érdemelnek a multidrog-rezisztens baktériumok (MDRB) okozta fertézések,

melyek kezelése egyre nagyobb kihivas elé allitja a klinikusokat.

Az egészségligyi ellatassal Osszefiiggd fertdzések rizikofaktorai koz¢ tartoznak az
alkalmazott kezelések, a beteg altalanos allapota, illetve a korokozokkal kontaminalt
¢lettelen feliiletek. A feliileteken taléld korokozok a személyzet, betegek és latogatok
kozvetitésével tovabbterjedhetnek, ami ijabb fertézésekhez vezethet, ezért a kornyezeti
kontaminacié csokkentése az infekciokontroll egyik alapveté feladata. A megel6zés
soran kiemelt figyelmet érdemelnek a beteg testével érintkezd, a személyzet és a
latogatok altal gyakran érintett textiliak (pl. agynemi, haloruha, torolk6z6). Ennek
ellenére rendkiviil keveset tudunk a MDRB kvantitativ tuléloképességérol a

kortermekben hasznalt textilidkon, egészségiigyi szempontbol relevans id6tartamokban.

A Kkornyezeti kontaminacio csokkentésének, a fert6zések megel6zésének egyik
lehetséges eszkdze az antibakteridlis textilidk alkalmazdsa. Napjainkban mar szamos
hatéanyag all rendelkezésre, és ezek népszertisége folyamatosan emelkedik, holott igen
kevés kutatds vizsgélta hatékonysagukat az egészségiigyi fertdzésekben kiemelt
szerepet jatszo MDRB-kal szemben. Egyre nagyobb mértékii, esetenként indokolatlan
hasznalatuk ugyanakkor felveti a széleskorli bakterialis rezisztencia kialakulasanak

lehetdségét, ami veszélyeztetheti az antimikrobialis hatéanyagok hatékonysagat.

Kutatasaink soran szisztematikusan, kvantitativ moddszerekkel vizsgaltuk az
Osszefliggéseket egészségligyi fertdzésekben fontos szerepet jatsz6 MDRB
taléloképessége, alapvetd korhazi textilidk ¢és koriilmények, illetve népszerii
antimikrobialis hatéanyagok hatasa kozott. Eredményeink hozzajarulhatnak a
kontaminalt feliiletek okozta fertézésveszély alaposabb megismeréséhez, a

betegbiztonsag noveléséhez.



3 |IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Nozokomialis fertozések

A nozokomialis fertézés olyan helyi vagy szisztémas koros allapot, amit az
egészségiigyi ellatds soran a beteg szervezetébe keriild korokoz6 vagy annak toxinja
valt ki [1]. A nozokomidlis fertézéseknek két nagy csoportjat kiilonboztetik meg az
angol nyelvii szakirodalomban: Hospital-Acquired Infection — HALI, illetve Healthcare-
Associated Infection — HCAI. Mindkett6 kifejezés az egészségiigyi intézményben
szerzett fertézéseket foglalja magaba, de a definicidik kiillonboznek. A HAI olyan
fertdzéseket jelent, melyeknél a beteg elsd tiinetei legalabb 48 éraval a korhézi felvételt
kovetden jelennek meg. A fertdzés tehat lappangéd allapotban sem volt jelen a felvétel
elétt [2]. A HCAI fogalom esetében a tiinetek a korhazi felvételt kovet6 48 oran beliil
jelennek meg, de fontos kritérium, hogy a beteg a megel6z6 egy évben, valamely
egészségiigyl intézményben ellatasban részesiilt [3]. Az egészségligyi személyzet,
illetve a latogatok egészségligyi intézményben szerzett fert0zései szintén a
nozokomialis fertézések kozé tartoznak [4]. A nozokomidalis fertézések leggyakoribb
tipusai a hugyuti- és miitéti sebfert6zések, a véraramfert6zés, szepszis és a

tidégyulladas [1].

A nozokomidlis fert6zés intrinsic (belsd, a beteg allapotabdl eredd) rizikdfaktorai kozeé
tartozik a beteg altalanos allapota, példaul extrém életkora (id6sek, korasziilottek) vagy
alapbetegsége (pl. rosszindulati daganatos betegségek, HIV fert6zés, cukorbetegség).
Extrinsic (kiils6 eredetll) rizikofaktort jelentenek a diagnosztikai vagy kezelési célu,
invaziv orvosi beavatkozasok (pl. miitét, katéterezés, mesterséges lélegeztetés), a
gyogyszeres kezelés (pl. antibiotikumok, immunreakciokat befolyasolo készitmények

szedése), illetve a korokozokkal kontaminalt feliiletek [5].

A nozokomialis fert6zés forrasa lehet endogén vagy exogén. Endogén forras példaul a
beteg borének, orranak, gastrointestinalis traktusdnak (emésztOszervrendszer) a
mikrobiotaja [1]. Az exogén forrasok kozé a betegeket ellatd személyzet, a latogatok, az
apolasi és orvosi eszkozok, illetve a korhazi kornyezet tartozik [1]. A korokozo
terjedése torténhet tobbek kozott cseppfertdzéssel, aerogén modon (pl. agyazas soran),
direkt (pl. korokozot iirit6 beteg érintése) vagy indirekt (pl. apold személyzet kezének

kozvetitése, eszk6zok révén) kontaktus révén (1. abra).
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kontaminalt személyzet,
eszkozok latogatok
e / -‘
\
cseppfertozés aerogén terjedés

1. abra: A: Nozokomialis fertozéseket okozo korokozok terjedésének gyakori
mechanizmusai. B: Ulrich és mtsai. abrdja, mely egy MRSA-val fertézott beteg dgyat és

a betegbdl szarmazo MRSA térzs daltal kontaminalt kortermi feliileteket szemlélteti [6].

A beteg ¢és a kornyezet kontaminacidja kozotti Osszefliggést tobb tanulmany is
alatamasztja. Pulzalo erdterli gélelektroforézis (PFGE) vizsgalatok alapjan
megkiilonbozhetetlen methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA) [7, 8] és
koagulaz-negativ Staphylococcus sp. izolatumokat [9] mutattak ki a betegek testébol, az

apolok kezérdl és kornyezeti mintakbol (1. abra).

Borkow ¢s Gabbay 0sszefoglaloja alapjan az agyazas, agynemdicsere jelentdsen
megndveli a levegdben talalhaté mikroorganizmusok szamat [10]. Vizsgalatuk soran a
korteremben 10-26-szorosara, a folyoson 2-szeresére ndtt a mikroorganizmusok szama
a levegdben, és 30 percre volt sziikség az agyazds el6tt mért hattérértekre vald
visszaallashoz. Az aerogén terjedés révén a korokozok barmely feliileten
megtelepedhetnek. A feliilletek korokozok terjesztésében betoltott szerepét Cohen és
mtsi. tanulménya is alatdmasztja. Megallapitottdk, hogy egy fert6zott szobatars 4,8-
szeresére (95%-0s konfidencia intervallum (CI): 3,7-6,3), egy olyan agy, amiben
korabban egy nozokomialis fertézésben szenvedd beteg fekiidt 5,8-szorosara (95% CI:
3,6-9,4) noveli az ujonnan felvett beteg megfert6zédésének kockazatat [11]. Az
apoloszemélyzettel, illetve tobb beteggel gyakran kapcsolatba keriild, korokozokkal

fert6zott targyak jarvanyok forrasai is lehetnek.

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation — WHQO) 2016-0s adatai
alapjan a fejlodo és a fejlett orszagokban a betegek 10%, illetve 7%-a szerez legalabb
egy nozokomidlis fertdézést az egészségligyi ellatas soran [12]. A nozokomialis

fertézések koriilbeliil 10%-a végzddik a beteg halalaval [12].
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Az Eurdpai Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Kozpont (European Centre for
Disease Prevention and Control — ECDC) 2011-2012-es pont prevalencia felmérése
szerint az eurdpai korhazakban apolt betegek atlagosan 6%-a volt érintett a
nozokomialis fertézésekben. A prevalencia értékek 2,3% (Lettorszag) és 10,8%
(Portugalia) kozott valtoztak, Magyarorszagon a betegek 5%-a szenvedett nozokomidlis
fertézéstél a vizsgalat idopontjaban [13]. Az ECDC 2015-6s adatokat feldolgozo
tanulmanya szerint évente koriilbeliil 4 millio beteg fert6z6dik meg Eurdpaban az
egészségiigyi intézményekben [14]. A becslések szerint Eurdpaban a nozokomialis
fert6zések évente 16 millioval ndvelik meg az apolasi napok szamat, 7 millidrd eurdval
az apolasi koltségeket, mikozben kozvetleniil évi 37 ezer, kozvetve pedig még 110 ezer

halalesetet okoznak [12, 14, 15].

Hazankban 2016-ban 4830 MDR baktérium altal okozott nozokomialis fert6zést
jelentettek be [16]. A MDRB okozta nozokomialis fertézések orszagos incidencigja
23,4 volt 10 000 Kibocsatott betegre vonatkoztatva, az értékek 0,5 és 206,3 kozott
valtoztak [16]. A MDRB okozta nozokomialis infekciokban megbetegedett apoltak
atlagosan 49,5 napot toltottek fekvobeteg ellatdé intézményekben. A fertdzések
legnagyobb aranyat a hugyuti- (27,5%), seb- (24%) és véraramfertézések (24%), a
tid6gyulladas (10,8%) és az also 1éguti fert6zések (10,1%) tették ki. A betegek 39,1%-a
belgyogyaszati, 33,4%-a sebészeti és 20,7%-a intenziv osztalyokon fert6z6dott meg
[16]. A felmérés alapjan a leggyakoribb rizikotényezok kozé tartozott az antibiotikum-

terdpia, a hugyuti katéter hasznélata €s az intenziv osztalyon torténd kezelés.
3.2 Nozokomialis fertézéseket okozo baktériumok

Az egészségligyi intézményekben terjedd baktériumok sokféle fert6zést képesek okozni,
kezdve a lokalis, feliileti borfertézésektol, a lagy szovetek, miitéti sebek, hugyutak
fertdzésén at az életet veszélyeztetd  véraramfertézésekig, tidé- vagy
agyhartyagyulladasig [15, 17-20]. A terapias lehet6ségek besziikiilése miatt kiillondsen
nagy veszélyt jelenthetnek az antibiotikumokkal szemben ellenalld (rezisztens)

baktériumcsoportok.

Az els6 modern antibiotikumok a 20. szdzad elején jelentek meg (1909. Ehrlich:
arzfenamin), bar magat az antibiotikum kifejezést csak 1941-ben hasznalta eldszor
Selman Walksman, aki maga is tobb, mint hiszféle antibiotikumot fedezett fel [21]. A

kezdetben csodaszernek tekintett penicillinek nagymértékti gyartasaval széles korben
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elterjedt az antibiotikumok hasznalata, megkezdddott az antibiotikumok aranykora.
Hamar kideriilt azonban, hogy az antibiotikumok mégsem mindenhat6 csodaszerek. Sir
Alexander Fleming mar 1945-ben felhivta a figyelmet, hogy a helytelen alkalmazas
szerzett antibiotikum-rezisztencia megjelenéséhez vezethet [22]. A baktériumok az
antibiotikumokkal szemben természetes és szerzett rezisztenciaval is rendelkezhetnek
[23]. A természetes antibiotikum-rezisztencia az adott baktériumcsoport ,,velesziiletett”
tulajdonsaga, amely a csoport valamennyi tagjara jellemz6. Szerzett antibiotikum-
rezisztencia esetén a mikroorganizmus olyan antibiotikummal szemben valik nem-
érzékennyé, amit eredetileg hatékonyan lehetett hasznalni az altala okozott fertézések
mod), vagy horizontalisan, mobilis genetikai elemeken (pl. plazmid, transzpozon)
kodolt gének felvételével alakulhat ki (exogén mod) [23]. A rezisztencia gének
horizontalis atvitelét az 1950-es évek kozepén Japanban fedezték fel [29]. A fert6zések
kezelését nagyban megneheziti, hogy a baktériumok képesek halmozni, és akar egyben
terjeszteni a rezisztenciaért felelds géneket. Definicid szerint egy baktérium torzs
multidrog-rezisztens (MDR), ha nem-érzékenységet mutat legalabb harom terapias
szempontbol alkalmazhaté antibiotikum-csoport egy-egy tagjaval szemben [28].
Kiterjedt szerzett rezisztenciarél van szé (extensively drug-resistant — XDR), ha a
baktérium nem-érzékenységet mutat legfeljebb kettd kivételével az Osszes terapidsan
alkalmazhat6 antibiotikum-csoport legalabb egy-egy tagjaval szemben. A baktériumot
panrezisztensnek nevezziikk, ha az 0Osszes antibiotikum-csoporttal szemben nem-

érzékenységet mutat [30].

Az ezredforduloig elsdsorban a multidrog-rezisztens Gram-pozitiv baktériumok okoztak
a legnehezebben kezelheté nozokomialis fertézéseket, de az elmult kozel két évtizedben
a multidrog-rezisztens Gram-negativ baktériumok is bekeriiltek a legfontosabb
egészségiigyl patogének kozé [31]. A nozokomialis fertézések jelentds részéért egy
kisszami MDRB-csoport a felelds, melyekre hivatkozhatunk az angol ,,ESKAPE”
mozaikszoval. A rovidités hat, a nozokomialis fertézésekben kulcsszerepet betoltd
MDRB-csoportot jelol: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa és Enterobacter fajok
[32]. Ezen baktériumcsoportok kiegészitésére 2009-ben Peterson L. R. javasolta az
,ESCAPE” mozaiksz6 bevezetését, mely a fent emlitetteken kiviil magaban foglalja a

Clostridium difficile fajt, az antibiotikum kezeléssel Osszefiiggd hasmenés egyik f6
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okozojat, illetve egészében az Enterobacteriaceae csaladot [33]. A globalis trendnek
megfeleléen az ,,ESKAPE” illetve ,,ESCAPE” kérokozdok hazankban is a nozokomialis
fert6zések leggyakoribb okozoi [16]. Vizsgalatainkhoz a felsorolt baktériumcsoportok
koziil négyet valasztottunk ki.

3.2.1 Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae palca alaka, tokot képzO, Gram-negativ baktérium, az
Enterobacteriaceae csalad Klebsiella nemzetségének egészségiigyi szempontbol
legjelentdsebb tagja. A Klebsiella nemzetség okozta human fert6zések 70%-aért a K.
pneumoniae faj felelés [34]. A K. pneumoniae ubikviter baktérium, megtalalhaté a
talajban, az é16- és szennyvizekben, a novények feliiletén, illetve tagja az egészséges
(székletben vald eléfordulési arany: 5-38%) és az orrgarat iiregben (el6fordulasi arany:

1-6%) fordul el6, mint szaprofita baktérium [20].

A K. pneumoniae opportunista patogén, els6sorban a korhazi kezelésre szoruld,
alapbetegségiik miatt legyengiilt immunrendszer(i embereket, illetve az ujsziilétteket és
idéseket veszélyezteti. Podschun és Ullmann 0sszefoglaloja alapjan a koérhazban toltott
iddvel aranyosan, drasztikusan emelkedik a K. pneumoniae kolonizacios aranya [20]. A
baktérium nemcsak az orrgarat iiregben (eléforduldsi arany: 19%) és a székletben
(el6fordulasi arany: 77%) volt jelen nagyobb aranyban, de az esetek 42%-ban a betegek
és apolok kezérdl is sikeriilt izolalni, pedig a korhazakon kiviil ritkan fordul elé az
emberek borén [20]. A K. pneumoniae izolatumok vilagszerte egyre nagyobb szamu és
egyre sulyosabb nozokomialis fertézéseket okoznak elsésorban a perinatalis és felnétt
intenziv osztalyokon. Gyakori okozoi a hugyuti- és véraramfert6zéseknek, illetve a
tidégyulladasnak [35]. Egyes hipervirulens torzsek maj-, tiid6- és agytalyogok
kialakulasat is okozhatjak [36]. Az elsé hipervirulens torzset 2004-ben irtak le
Taiwanon [37]. Kezdetben Azsiaban, foként teriileti fertézésekben fordult eld, de az
utobbi években szamos eurdpai allamban, tobbek ko6zott Spanyolorszagban [38],

Németorszagban [39] és Franciaorszagban [40] is leirtak a megjelenését.

A K. pneumoniae természetes és Szerzett antibiotikum-rezisztenciamechanizmusokkal
egyarant rendelkezik. Valamennyi torzsnek természetes rezisztenciaja van a f-laktam
antibiotikumok ko6z¢ tartozé aminopenicillinekkel szemben. A B-laktam antibiotikumok

a bakterialis sejtfal felépitésében kulcsszerepet jatszd peptidoglikan kialakulésat
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gatoljak. Szamos csoportjuk ismeretes (pl. penicillinek, cefalosporinok, karbapenemek,
monobaktamok), melyek kiilonb6z6é mértékben hatékonyak a Gram-negativ és Gram-
pozitiv korokozok ellen. Sokoldalusaguk és széles hatdsspektrumuk kovetkeztében a -
laktdamok a leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok kozé tartoznak. A K.
pneumoniae torzsek természetes B-laktam-rezisztenciajat a sziik spektrumu p-laktamaz
enzim (példaul SHV-1, -11, -28, OKP, LEN) termelése okozza, mellyel képesek
hidrolizalni az aminopenicillineket [24]. A MDR ¢és XDR K. pneumoniae térzsek okozta
stlyos szisztémas fertézések kezelése szempontjabol 6t antibiotikum-csoportnak van
kiemelt jelentésége: (i.) 3. generacios cefalosporinok, (ii.) karbapenemek, (iii.)
aminoglikozidok, (iv.) fluorokinolonok, illetve (v.) polymixinek. Azonban a koérokozo

valamennyi antibiotikum-csoport ellen rendelkezhet szerzett rezisztenciaval.

A B-laktam antibiotikumokkal szemben az elmult két évtizedben szamos rezisztencia-
mechanizmust mutattak ki, melyek génjei horizontalisan terjednek a K. pneumoniae
fajon belil, illetve egyéb baktériumfajok kozott is. Ilyenek az eldszor 1983-ban
azonositott, és azota vilagszerte elterjedt kiterjedt spektrumu B-laktamazok (extended-
spectrum PB-lactamases — ESBLS). Az ESBL enzimek tobbsége az Ambler-féle ,,A”
osztalyba tartozik, diagnosztikai szempontbdl fontos jellemzdjiik, hogy klavulansavval,
tazobaktammal, amino-fenil-boronsavval  gatolhatoak.  Klinikai  szempontbol
legjelentésebbek a blactx-m, blashyv és blatem gének altal kodolt ESBL-enzimek. A K.
pneumoniae torzsek kozott el6fordulnak az Ambler-féle ,,D” osztalyba tartozo,
specifikus gatloszerrel nem rendelkezé OXA-tipust, illetve a ,,C” osztalyba tartozo,
aminofenil-boronsavval ¢és kloxacillinnel gatolhat6 AmpC-tipust cefalosporinaz
enzimek is. Az emlitett széles spektrumi p-laktamazok képesek hidrolizalni az
aminopenicillinek, karboxipenicillinek, 3. generacios cefalosporinok, illetve az ,,A” és
,C” osztalyl enzimek akar a monobaktamok B-laktam gytir(ijét is, a karbapenemeket
viszont nem [41]. A karbapenemek a B-laktamok kozott utolsd bastyaként szolgald,
széles spektrumu (Gram-negativ, Gram-pozitiv, aerob, anaerob baktériumok)
antibiotikumok, melyekkel szemben a K. pneumoniae térzsek tobbféle mechanizmus
révén is rezisztenssé valhatnak. Az ESBL, illetve AmpC p-laktamaz gének
porinvesztéssel (OmpK35, OmpK36) kombinalt thltermelése, illetve a karbapenemaz
enzimek termelése is vilagszerte elterjedt. A K. pneumoniae altal termelt karbapenemaz
enzimek kozil klinikailag jelentések az aktiv-centrumban szerin molekulat hordozo

Ambler-féle ,,A” (pl. blakpc) és ,,D” osztalyba (pl. blaoxa-4s csoport), illetve az aktiv
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centrumban cinkiont tartalmazo, dipikolinsavval vagy etilén-diamin-tetraecetsavval
(EDTA) gatolhat6 ,,B” osztalyba (metallo-p-laktamazok: pl. blanom, blaviv) tartozok
[24].

Az aminoglikozidok baktericid vegyiiletek, melyek a bakterialis riboszoma 30S
alegységéhez kotddve gatoljak a baktérium fehérjeszintézisét. Az els6 aminoglikozidot
1944-ben Walksman és mtsai. irtak le [42]. Széles spektrumu antibiotikumok, hatasosak
a Gram-pozitiv és Gram-negativ aerob ¢s fakultativ anaerob baktériumok ellen, viszont
hatastalanok az anaerob patogénekkel szemben. Valamennyi aminoglikozid nefro-, oto-
és neurotoxikus, de toxicitasuk csokkenthetd penicillinekkel vagy cefalosporinokkal
kombinécioban adva, ugyanis a szinergikus hatas miatt alacsonyabb dozis is elegendd.
A K. pneumoniae torzsek korében az aminoglikozid-rezisztencia leggyakoribb modja az
antibiotikumokat hasito, és igy funkcioképtelenné tevé enzimek termelése. Ide tartoznak
az aminoglikozid foszfotranszferazok (APH), az aminoglikozid acetiltranszferazok
(AAC) ¢és az aminoglikozid nukleotidil-transzferazok (ANT) [43]. A hasitd enzimek
mellett problémat okoz a kiilonb6zé 16S rRNS metilalé enzimek terjedése is, melyek
teljes keresztrezisztenciat biztositanak a jelenleg forgalomban 1évé 0Osszes
aminoglikoziddal szemben [44]. Tobbféle rRNS-t metilaldé enzimet kodold gént irtak le
a Gram-negativ patogének kiilonb6z6 csoportjaiban pl.: armA (elsé leiras: Citrobacter
freundii izolatumban), rmtA (Pseudomonas aeruginosa), rmtB (Serratia marcestens),
rmtC (Proteus mirabilis) és rmtD (P. aeruginosa) [45]. Horizontalis géntranszfer révén

a gének gyorsan elterjedhetnek az egészségiigyi szempontbdl jelentds korokozok kozott.

A fluorokinolonok a baktériumok DNS szintézisét gatoljak a DNS-girdz és a
topoizomeraz IV. enzimek miikddésének akadalyozasa révén. Gatoljak a DNS-hélix
kitekeredését és ezaltal a génallomany duplikaciojat. A K. pneumoniae torzsekben
megtalalhatd az 0Osszes Gram-negativ baktériumokra jellemzd fluorokinolon-
rezisztenciamechanizmus. Az endogén mechanizmusok k6zé tartoznak a célmolekulakat
kodolo gének (gyrA, gyrB, parC) mutacioi, melyek magas szintii fluorokinolon-
rezisztenciat okoznak, az antibiotikum intracellularis szintjének csokkenését
eredményez6 effluxpumpak (pl. OgxAB) megnovekedett, illetve porinok (pl.: OmpK35,
OmpK36) csokkent kifejez6dése. Horizontalisan terjedd, alacsony szintili rezisztenciat
okozo, exogén mechanizmusok is el6fordulnak a K. pneumoniae csoportokban, igy a

giraz és topoizomeraz IV. enzimeket védo fehérjéket kodold gének (pl. gnr) hordozasa
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és az amiglikozidok mellett fluorokinolonokat is bontd enzimek termelése (pl.: aac(6’)-
Ib-cr gén) [43, 46].

Az multidrog-rezisztens torzsek okozta fertézések kezelésére az egyik utolso
valaszthatd antibiotikum a polymixinek csoportjaba tartozé colistin, mely a Gram-
negativ baktériumok sejtmembranjanak lizisével fejti ki baktericid hatasat. A colistin a
negativ toltésti lipopoliszacharidokhoz (lipid-A molekula) kotédve karositja a
baktériumok kiilsé membranjat, ami tobbek kozott a Ca?* és Mg?*-ionok kiaramlasaval
a sejtek pusztulasahoz vezet [47]. A colistint 1947-ben fedezték fel, és az 1950-es
évektdl elterjedten hasznaltak, egészen az 1970-es évekig, amikor nefrotoxicitdsa miatt
korlatoztak alkalmazasat. Az utdébbi években a MDR Gram-negativ korokozok
eléretorésével Gjra a human medicina fokuszaba keriilt [48]. A polymixinekkel szemben
a K pneumoniae  torzsek  kromoszomalis  és  plazmidon  koédolt
rezisztenciamechanizmussal is rendelkezhetnek. A rezisztencia molekularis alapja
minden esetben a koérokozo kiils6 membranjat alkotd lipopoliszacharidok enzimatikus
modositasa, pozitiv toltésii  csoportok (pl. 4-amino-4-deoxy-L-arabindéz vagy
foszfoetanolamin) hozzékapcsolasa révén. A modositast kdvetden a kiils6 membran
elektrosztatikusan taszitja a polymixin molekulakat. A kromoszomalisan kodolt gének
(phoP, phoQ, pmrA, pmrD, mgrB) terapiat veszélyeztetd, magas szintli rezisztenciat
okoz6 valtozasai mellett, 2016-ban leirtak az elsé plazmidon kodolt, alacsony szintii

colistin-rezisztenciat okozo mcr-1 gént is [49].

Az ECDC jelentése alapjan Eurdpaban a 2016-ban a megvizsgalt, invaziv fert6zésekbol
szarmaz6 K. pneumoniae torzsek tobb mint harmada (34,5%) rezisztensnek bizonyult
legalabb egy antibiotikum-csoporttal szemben [36]. A rezisztens torzsek 25,7%-a volt
ellenalld a 3. generacios cefalosporinok, 24,6%-a a fluorokinolonok, 19%-a az
aminoglikozidok és 6,1%-a a karbapenemekkel szemben [36]. A leggyakoribb fenotipus
a harom antibiotikum-csoporttal (3. gen. cefalosporinok, aminoglikozidok,
fluorokinolonok) szembeni kombinalt rezisztencia volt. A rezisztens torzsek 42,5%-a
kombinalt rezisztenciat mutatott. A rezisztens izoldtumok aranya 2013. és 2016. kozott
szignifikdnsan csokkent Europaban, a karbapenem-rezisztens K. pneumoniae torzsek
kivételével [36]. Az utolso terapias lehetdségként alkalmazhato colistinnel szemben a
megvizsgalt torzsek 8,5%-a volt rezisztens. Az antibiotikumok fogyasztasanak mértéke,
¢és ezzel Osszefliggésben az adott antibiotikummal szemben rezisztens torzsek aranya

dél, illetve kelet felé n6 Europaban (2. abra).
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torzsek aranya Europdaban [50]
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A magyarorszagi K. pneumoniae torzsek rezisztencia aranya a karbapenemek
kivételével az eurdpai trendeknél magasabb volt 2016-ban (2. abra; aminoglikozidok —
34,7%, fluorokinolonok — 35,2%, 3. generacidés cefalosporinok — 37,5%, de
karbapenemek — 0,4%) [50]. A kombinalt rezisztencia (3. gen. cefalosporinok,
aminoglikozidok, fluorokinolonok) aranya hazankban 30,1% volt. Magyarorszagon a
nozokomialis fertézéseket okozé6 MRKP torzsek 10 000 kibocséjtott betegre vonatkozo
incidencia értékei az elmult években folyamatos novekedést mutattak (2014: 3,0; 2015:

3,6; 2016: 4,4) [16].

Jarvanyiigyi, molekularis tipizalasi vizsgalatok révén fajon beliil elkiilonithetok
egymastol a kiilonbozd bakteridlis klonok, igy vizsgalhatdo azok epidemioldgiai
jelentdsége ¢és elterjedése. A bakteridlis klon akar kiilonb6zd helyen és idében, eltérd
forrasbol izolalt baktériumok csoportja, melyek feno- és genotipusos hasonlésaga miatt
feltételezhetd a kozos eredet egy relevans iddkereten belil [51]. A baktériumok
foldrajzi és iddbeli elterjedtségének vizsgalatara altalanosan hasznalt molekularis
moddszer a multilokusz szekvencia tipizalas (MLST). Az MLST vizsgélatok lényege,
hogy azonositjdk hét konzervativ, un. héztartdsi gén adott torzs altal hordozott
allélvariansait, majd ezek alapjan meghatarozzak annak szekvencia tipusat (ST). Azokat
az ST-tipusokat, melyek legalabb 6t haztartasi gén esetében azonos allélikus profillal
rendelkeznek kozds klondlis komplexekbe (clonal complex, CC; clonal group CGQG)

soroljak.

Az antibiotikum-rezisztencia a K. pneumoniae klonok széles korére jellemzd, de a
rezisztens klonok koziil csak néhany valt globalisan is elterjedtté. Ot klonalis csoport
tagjai (CG258, CG14/15, CG17/20, CG43, CG147) okoztdk a vildgon 2016 juniusaig
bejelentett, MLST-vel vizsgalt jarvanyok 72%-at [24]. 2016-ban a CG258 és a CG14/15
klonalis csoport okozta a legtobb jarvanyt a vilagon. A CG258 Klonalis csoport a
legismertebb és globalisan legelterjedtebb szekvencia tipusa K. pneumoniae
izolatumokat foglalja magaban (ST11, ST258, ST512) [24]. Az ST11 szekvencia tipus
egy jarvanyos K. pneumoniae klon, evolicios el6futara az ST258 szekvencia tipusnak,
és sok jarvanyért felel6s elsésorban Eurépaban és Azsidban. Az ST258-ba tartozod
torzsek rendkiviil adaptivak, f6 okozoi a karbapenem-rezisztens K. pneumoniae okozta
fert6zéseknek és jarvanyoknak [24]. Mig a CG258 kloncsoport sokféle, kiilonbozo
tipust karbapenemaz és ESBL gént hordozhat (blakrc, blanom-1, blaoxa-4s, blactx-m-1s),

addig az ST258 ¢és ST512 klonokra elsésorban a KPC-2 ¢s KPC-3 karbapenemazok
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jellemzéek [34]. A CG14/15 a K. pneumoniae masik vilagszerte elterjedt kloncsoportja,
mely a CG258-hoz hasonloan a klinikailag jelentds B-laktamaz gének széles skalajat
hordozhatja (blactx-m-15, blakpec, blanpm-1, blaoxa-4s, blaoxa-181 és blavim-1) [24].
Magyarorszagon a VIM-4 tipusi metallo-pf-laktamaz termelé STI15 klon a
legelterjedtebb. 2014-2017. kozo6tt az Eurdpaban jellemzé KPC-, OXA-48-tipusu és
NDM-tipust karbapenemazt termelé K. pneumoniae torzseket is azonositottak kisebb
szamban, de a torzsek tobbsége sporadikusan fordult eld, €s tobbnyire kiilfoldiek vagy
kilfoldrél hazatért magyar allampolgarok hazai egészségligyi ellatasa soran izolaltak

6ket (nem publikalt adat, szobeli kozlés: Toth Akos, OKI, 2018.).
3.2.2 Acinetobacter baumannii

Az Acinetobacter nemzetségbe szamos baktériumfaj tartozik, melyeket két nagy
csoportra lehet osztani: az ,,Acinetobacter baumannii ’-csoportra, ami magaban foglalja
a legtobb egészségiigyi szempontbol relevans fajt (A. baumannii, A. pittii és A.
nosocomialis) és az altalaban kevéssé patogén ,,nem-baumannii”’-csoportra [36]. Az A.
baumannii egyik jellegzetessége a kromoszomalisan kodolt blaoxasisipus:  gén
hordozasa, mely a rokon fajoktol jol elkiiloniti [52]. Az A. baumannii Gram-negativ,
csillétlan coccobacillus, a sejtek gyakran parban vagy kiilonb6z6 hosszisagu lancokban
helyezkednek el. A baktérium természetes él6helye még azonositasra var, a vizsgalati
eredmények ellentmondasosak, de kimutattdk mar talajbol, természetes, felszini
vizekbdl és novények, példaul kiilonbozé zoldségfélék felszinér6l [52]. A tobbi
Acinetobacter fajjal szemben az A. baumannii ritkan izolalhaté egészséges emberek
borérdl (eléfordulasi arany: 0,5-3%), illetve székletébdl (eléfordulasi arany: 0,8%) [52,
53]. Ugyanakkor az A. baumannii gyakori az egészségligyi intézményekben, kiilondsen
az intenziv osztalyokon, ahol péld4ul kaniilok, katéterek haszndlata soran hugytti-, €s
véraramfertdzést, vagy gépi lélegeztetéssel Osszefliggésben sulyos tiidogyulladast
okozhat [54]. Az A. baumannii kiilondsen hosszii ideig képes talélni korhazi
kornyezetben  koszonhetéen — biofilmképzéd  képességének,  szaritastlirésének,
fertétlenitoszerekkel szembeni rezisztenciajanak, illetve annak, hogy a tapanyagok

széles skalajat képes hasznositani [51].

Az A. baumannii a p-laktam antibiotikumok tobb csoportjaval szemben rendelkezik
természetes rezisztenciaval. Valamennyi torzs termel AmpC-tipust cefalosporinaz
enzimet, mely az els6 ¢és masodik generacids cefalosporinokat bontja, de a széles

spektrumu harmadik és negyedik generacios cefalosporinok ellen hatastalan [55].
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Emellett valamennyi torzs rendelkezik a blaoxa-si-ipusi génnel, mely a cefalosporinok

mellett kis mértékben hidrolizalja a karbapenemeket is [51].

Az A. baumannii izolatumok rendelkezhetnek szerzett rezisztenciamechanizmusokkal
valamennyi terdpids szempontbdl jelentdés antibiotikum-Csoporttal, igy a széles
spektrumu B-laktamokkal, aminoglikozidokkal és fluorokinolonokkal szemben is [51].
A természetes P-laktam-rezisztenciat okozo enzimeken kiviil tobb, mint 6tvenféle B-
laktamaz enzimet irtak le A. baumanniiban (néhany példa a teljesség igénye nélkiil:
TEM-1, -2 aminopenicillindzok; TEM-92, SHV-12, CTX-M-2 cefalosporinazok; OXA-
23-, OXA-40-, OXA-58-tipusu karbapenemdazok; IMP-1, -2, -4, -5, -6, -11, VIM-2,
SIM-1 metallo-B-laktamazok stb.) [51].

A szerzett aminoglikozid-rezisztencia az antibiotikum szerkezetét modosito, igy azokat
inaktivalo enzimeken alapul (acetiltranszferazok, foszfotranszferazok, nukleotidil-
transzferazok) [51]. Szintén jellemz6 az armA, rmtA, rmtB, rmtC és rmtD gének altal
kodolt, 16S rRNS metilaldo enzimek terjedése, mely teljes keresztrezisztenciat okoz az
aminoglikozidokkal szemben [44]. A fluorokinolonokkal szembeni rezisztencia
kialakulasaért elsdsorban endogén mechanizmusok, a girdz és topoizomeraz IV.
génekben torténé mutaciok (gyrA, parC), illetve effluxpumpak (pl. AdeABC, AdeM)
felel6sek [51]. Mint szamos mas multidrog-rezisztens Gram-negativ korokozé esetében,
az Acinetobacter fajok okozta fert6zéseknél is el6térbe keriiltek a terapiaban a

polymixinek, melyekkel szembeni rezisztencia ritka [52].

Az ECDC jelentése alapjan a 2016-ban az eurdpai orszagokban megvizsgalt
Acinetobacter spp. torzsek tobb, mint fele (55,4%) rezisztens volt legalabb egy
antibiotikum-csoporttal szemben [36]. A rezisztens torzsek 39%-a -ellenallonak
bizonyult a fluorokinolonokkal, 35,2%-a az aminoglikozidokkal és 35,1%-a a
karbapenemekkel szemben. A leggyakoribb fenotipus a harom antibiotikum-csoporttal
(fluorokinolonok, aminoglikozidok, karbapenemek) szembeni kombinalt rezisztencia
volt (78,1%) [36]. Az antibiotikumok fogyasztasanak mértéke és ezzel Gsszefiiggésben
az adott antibiotikummal szemben rezisztens torzsek ardnya dél, illetve kelet felé nd
Eurdpaban (3. abra). Az utolso terapias lehetdségként alkalmazhato colistinnel szemben
a megvizsgalt Acinetobacter spp. torzsek 4%-a volt rezisztens [36]. Az Gsszes colistin-
rezisztens izolatum 70,7%-at Gorogorszagban és Olaszorszagban izolaltak. Az ECDC

jelentése alapjan a colistin-rezisztenciaval kapcsolatos eredmények a vizsgalat
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kivitelezésének nehézségei, a megvizsgalt torzsek alacsony szama ¢és az emlitett

mediterran orszagok feliilreprezentacidja miatt koriiltekintéssel kezelendéek [36].

A.

Fluorokinolon-rezisztencia Magyarorszagon
és Eurépaban (ECDC 2016.)

80 mim

i

Magyarorszag

a
o

N
o

Rezisztens izolatumok
aranya (%)
H
o

2012 2013 2014 2015 2016

Ev

Rezisztens izolatumok
aranya (%) - 2016.

<1%

4

E

B.
Aminoglikozid-rezisztencia Magyarorszagon
és Eurépaban (ECDC 2016.)

80 Magyarorszag

———

D
o

N
o

Rezisztens izoldtumok
aranya (%)
H
(=1

2012 2013 2014 2015 2016

Ev

Rezisztens izolatumok
aranya (%) - 2016.

C.
Karbapenem-rezisztencia Magyarorszagon
és Eurépaban (ECDC 2016.)

60 Magyarorszag
-
50 —_—
40
30
20
10

B

Rezisztens izolatumok
aranya (%)

2012 2013 2014 2015 2016

Ev

w
=]
1
wn

Rezisztens izolatumok
aranya (%) - 2016.

O

D.

Kombinalt-rezisztencia (fluorok., aminoglik.,
karbap.) Magyarorszagon és Eurdpaban
(ECDC 2016.)

60 Magyarorszag
50 B 255

40 — /
30
20
10

Rezisztens izoldtumok
aranya (%)

2012 2013 2014 2015 2016

Ev

Rezisztens izoldtumok
aranya (%) - 2016.

v wn -
J
n

3. abra: Kiilonbozé antibiotikum-csoportokkal szemben rezisztens Acinetobacter spp.

torzsek aranya Europdaban [50]

Magyarorszagon a  fluorokinolonokkal

aminoglikozidokkal (59,1%),

karbapenemekkel (58,6%) szemben rezisztens Acinetobacter spp. torzsek eléfordulasi

aranya az europai atlagnal magasabb, de ugyanakkor a kombinalt-rezisztencia
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el6fordulasa (52,4%) alacsonyabb mértékii [50]. A karbapenem- és a kombinalt-
rezisztencia aranya szignifikans emelkedést mutatott 2013. és 2016. kozott (3. abra)
[36]. A nozokomialis fertézéseket okozé multidrog-rezisztens Acinetobacter spp.
torzsek 10 000 kibocsatott betegre vonatkozd incidencia értékei az elmult években

folyamatos novekedést mutattak (2014: 3,9; 2015: 4,2; 2016: 4,4) [16].

Az elhuz6dd korhazi fertézések hatterében altalaban kisszamu A. baumannii klon all.
Az europai orszagokban elvégzett molekularis epidemioldgiai vizsgalatok eredményei
alapjan a kontinensen harom epidémias klon elterjedése igazolhato: Eurdpai klon I (EU
I), Eurépai klon II (EU II) és Eurodpai klon III (EU III) [52, 56]. Az Gijabban hasznalt
MLST vizsgalati eredményeik igazoltdk, hogy a korabban EU I, EU II ¢s EU III-ként
meghatarozott epidémias klonok megfeleltethetéek a nemzetkozi CC1, CC2 és CC3

klonalis komplexeknek, melyek mas kontinenseken is jelen vannak [57].

A Magyarorszagon 2005. és 2010. kozott izolalt, jarvanyokat okozd A. baumannii
torzsek tobbsége az EU I klonba (CC1 komplexbe) tartozott, melyen beliil 6t PFGE-
tipus keriilt azonositdsra (AC001, AC002, ACO010, ACO11, AC020). Reprezentans
izolatumok vizsgalata alapjan a karbapenem rezisztens A. baumannii torzsek
mindegyike OXA-tipusu karbapenemaz gént hordozott, melyek kozott a leggyakoribb a
blaoxa-23 volt. A 2010. és 2015. kozott bekiildott izolatumok tipizalasi adatai viszont
mar az EU-II virulens klon folyamatosan ndvekvd gyakorisagat mutattadk (jellemzd
PFGE-tipusok: AC020, AC033, AC077, AC091, ACO085) [58]. Az utobbi néhany évben
Magyarorszagon elterjedt egy 0j, OXA-72 karbapenemazt hordozo, sporadikus ST636
szekvencia tipus [59].

3.2.3 Staphylococcus aureus

A Staphylococcus aureus torzsek 0,5-1,0 pum koriili, Gram-pozitiv, goémb alaka
baktériumok. Mikroszkopos képiik szilard taptalajrol  izoldlva szabalytalan,
sz6l6furtszeri csoportokat alkot, erre utal a baktérium neve is. A Staphylococcus
kifejezés a gordg ,.staphylos”, vagyis sz6ld és ,kokkos” szemcse, bab szavakbol
szarmazik. Klinikai mintdkbdl izoldlva oOnélléan vagy parosaval elhelyezkedd
coccusokat, rovid lancokat mutat [60]. A fajt 1882-ben irta le eldszor egy gorog kutato,
Sir Alexander Ogston [61]. Opportunista patogén, a normal baktériumflora tagja,
megtalalhatd az egészséges emberek, illetve a melegvérii allatok bérén, orriiregében és

egyéb nyalkahartyain. Az emberek koriilbeliill 30%-a hordoz S. aureus torzseket az
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orriiregében, ami novelheti a fert6zés kialakulasanak valdszintiségét [62]. A korokozo
optimalis novekedési hdmérseklete 37 °C, de 10 °C és 42 °C kozott is képes szaporodni.
A S. aureus jol tiri a hiperozmotikus koriilményeket, akar 7-10%-os NaCl koncentracid
mellett is képes szaporodni. A biofilmképzd torzsek kiilondsen ellenalloak lehetnek a

Kiszaradassal és a fert6tlenitdszerekkel szemben is [63].

A S. aureus a leggyakoribb korokozok kozé tartozik mind az egészségiigyi ellatas soran,
mind a kozosségben szerzett fert6zések esetében [60]. Okozhat lokalis, gennyes
gyulladasokat a bor felszinén (szortiiszogyulladas, otvar, forrazott bor szindréma, kelés,
karbunkulus stb.), akut és kronikus iziileti-, csonthartya- és csontveldgyulladasokat,
illetve véraramfertézést, szivbelhartya-, szivizom- és agyhartyagyulladas, agyi
talyogokat stb. [64]. Gyakori oka az influenzas megbetegedés soran vagy nyal, étel
félrenyelése miatt kialakulo tiidégyulladasoknak. A S. aureus szamos virulenciafaktora
(pl. adhezinek, protein-A, koaguldzok stb.) mellett toxinokat is termelhet, koztik a

stlyos, életveszélyes allapotot is okozé toxikus-sokk-szindroma toxint.

A vad-tipusu S. aureus torzsek érzékenyek az Osszes aerob, Gram-pozitiv baktérium
elleni antibiotikum-csoporttal szemben, azonban széleskorti, szerzett antibiotikum-
rezisztenciaval rendelkezhetnek. Az els6 penicillinnel szemben rezisztens S. aureus
torzset, 1942-ben, alig egy évvel a ,,csodagydgyszer” bevezetése utan irtak le [65]. A
rezisztencia kialakitdsaért egy, a penicillint bontd penicillindz enzim termelése volt
felel6s [66]. A penicillin-rezisztens torzsek kezelésére 1959-ben bevezetett B-laktamaz-
stabil methicillinnel szemben is rezisztens els6 MRSA izolatumot 1961-ben irtak le
[67]. Ezzel megkezd6dott az MRSA torzsek globalis elterjedése. Azdta az MRSA
torzsek a MDRB altal okozott nozokomialis fertézések egyik legfontosabb okozoi [15,
18]. Az MRSA izolatumok rezisztensek minden fajta B-laktam antibiotikummal
szemben (az 5. generacios anti-MRSA cefalosporinok kivételével). A rezisztencia
hatterében a koagulaz-negativ Staphylococcus fajokt6él horizontalis géntranszferen
keresztiil szerzett mecA, illetve a 2011-ben leirt mecC gének allnak [68, 69]. A mecA
gén egy nagy mozgékonysagli kromoszomalis szakaszon, az SCCmec kazettdn
(staphylococcal cassette chromosome mec) helyezkedik el, és egy olyan penicillin-koté
fehérjét (PBP2a) kodol, amelyhez csak nagyon kis affinitdssal tudnak koétddni a f-
laktam antibiotikumok, igy a baktérium sejtfal-szintézise zavartalan [60]. Az SCCmec
kazetta 11 tipusat kiilonboztetjik meg [70]. A mecC gén, mely 70%-ban homolog a

mecA-val szintén methicillin-rezisztenciat biztosit. Ugyan, csak 2011-ben azonositottak,
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a torzsbanki vizsgélatok alapjdn a mecC gén mar legaldbb 1975 6ta jelen van a S.
aureus torzsekben. A rezisztencia mechanizmusa hasonlé a mecA généhez, bar a gének
termostabilitasa, illetve az egyes antibiotikumokhoz val6 affinitasa kiilonbozik [71]. Az
MRSA baktériumok ellen kifejlesztett anti-MRSA cefalosporinok (pl. ceftobripole) [72]
nagy affinitassal képesek kotdédni a mecA gén altal kodolt PBP2a fehérjékhez is, de in

vitro kisérletekben mar megjelentek a veliik szemben is rezisztens izolatumok [73].

A fehérjeszintézist gatld aminoglikozidokkal szemben kétféle rezisztenciamechanizmus
jellemzd S. aureus izolatumokra, az antibiotikum enzimatikus modifikacidja és az
antibiotikum molekuldk sejtbe torténd bejutdsanak akadalyozasa. A gentamicin-
rezisztens S. aureus torzsek egy bifunkcionalis modifikdldo enzimet termelnek
(AAC(6°)/APH(2)), melynek foszfotranszferaz és acetiltranszferaz aktivitasa is van. Az
elégtelen aminoglikozid felvétel az elektrontranszportért felelés fehérjékkel, illetve az
ATP-az aktivitassal hozhat6 Osszefiiggésbe [74, 75].

A glikopeptidek baktericid hatasu, sejtfalszintézist gatld antibiotikumok, melyek
viszonylag sziik hatdsspektrummal rendelkeznek, csak Gram-pozitiv korokozok ellen
hatékonyak. Az MRSA torzsek kezelésére altalaban a vankomicint alkalmazzak, melyet
a Streptomyces orientalis anyagcseretermékéb6l 1956-ban allitottak elé [76]. A
vankomicin oto- és nefrotoxikus hatast lehet, ezért hossza tav( alkalmazasa esetén a
szérumszint ellendrzésére van sziikség. A vankomicinnel és teikoplaninnal szembeni
mérsékelt rezisztencia hatterében tobbféle endogén mutacio is allhat [77]. Ilyen példaul
a sejtfal felépitésének megvaltozasa (a terminalis pentapeptidek szamanak novekedése,
a peptidoglikan-réteg  megvastagodasa, a  peptidoglikan-rétegben  kialakulo
keresztkotések szamanak csokkenése vagy fals antibiotikum-kotéhelyek megjelenése).
A megnovekedett biofilmképz6 képesség vagy a csokkent autolizis is okozhat alacsony
szintli rezisztenciat [78, 79]. A glikopeptidekkel szemben csokkent érzékenységi
torzseket az angol nyelvii elnevezés alapjan vancomycin-intermediate S. aureusnak
(VISA) vagy glycopeptide-intermediate S. aureusnak (GISA) hivjak. Ha a baktérium
populacionak csak egy része rendelkezik a fentebb leirt mechanizmusokkal, akkor
hetero-GISA torzsnek nevezik. Magyarorszagon az elsé hetero-GISA torzset 2008-ban
irtak le [80]. A mérsékelt érzékenység mellett magas szinti glikopeptid-rezisztenciat
(vankomicin/glikopeptid-rezisztens S. aureus — VRSA/GRSA) is mutathat a baktérium,

melynek hatterében az Enterococcus csoportoktol konjugacio révén szerzett vanA gén
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all [81]. A GRSA izolatumok széleskord, klinikai elterjedését akadalyozza, hogy a

vanA gén hordozasa nagymértékben csokkenti a baktérium fitneszét [82].

Az ECDC adatai alapjan a 2016-ban, Eur6paban izolalt S. aureus toérzsek 13,7%-a volt
methicillin-rezisztens [36]. A felmérésben résztvevé orszagok kozott jelentOs
kiilonbségek tapasztalhatok: Hollandiaban ¢és Norvégidban 1,2%, Gordgorszagban
38,8%, Portugaliaban 43,6% mig Romanidban 50,5% a methicillin-rezisztens torzsek
aranya (4. abra). 2013. és 2016. kozott a felmérésben résztvevd eurdpai allamok tobb
mint harmadaban szignifikansan csokkent a rezisztens torzsek el6fordulasa. Egyetlen
orszagban, Spanyolorszagban szignifikansan novekvo trend volt megfigyelhetd [36]. Az
ECDC adatok alapjan, 2016-ban, a megvizsgalt MRSA izolatumok kozo6tt a methicillin
és fluorokinolon kombinalt-rezisztencia (55%) volt a leggyakoribb fenotipus Europaban
[36].
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4. dbra: Methicillinnel szemben rezisztens S. aureus térzsek aranya Eurépaban [50]

Hazankban az ECDC adatai alapjan az MRSA torzsek ardnya nem valtozott
szignifikansan (2013: 24,0%; 2016: 25,2%) [50]. A nozokomialis fert6zéseket okozo
MRSA torzsek 10 000 kibocsajtott betegre vonatkozo incidencia értékei kis mértéki
novekedést mutattak az elmult években (2014: 5,1; 2015: 4,9; 2016: 5,4) [16].

Az MRSA torzsek a molekularis epidemiologiai vizsgalatok alapjan nem alkotnak
homogén csoportot. Tobb egészségligyi szempontbdl jelentés MRSA csoport is
kialakult epidemiologiailag sikeres MSSA torzsekb6l a mecA vagy mecC gént
tartalmazé SCCmec kazettak egymastol fliggetlen felvételével [60, 83]. Az MRSA
torzseket harom nagy csoportba soroljuk: (i.) nozokomialis fert6zéseket okozo,
healthcare-associated MRSA (HA-MRSA), (ii.) az 1980-as évek végén megjelent,
korhazi ellato rendszeren kiviil, kozosségben fertézéseket okoz6é community-associated
MRSA (CA-MRSA), illetve (iii.) a 2005 6ta emberi fertézéseket is okozd, de elsésorban
az allattenyésztéshez kapcsolodo, livestock-associated MRSA (LA-MRSA) [83]. A CA-
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MRSA torzsek 4ltaldban az antibiotikumok szlikebb spektruméaval szemben
rendelkeznek rezisztenciaval [18]. Az utdbbi években azonban a CA-MRSA izolatumok
egyre tobbféle antibiotikum-rezisztenciamechanizmust halmoznak fel, és mar
megjelentek az egészségiigyi intézmények falain beliil is. igy a kiilonbség a HA- és CA-
MRSA izolatumok kozott fokozatosan csokken [83]. Egyes magyarorszagi CC398-as
LA-MRSA torzsekben is sikeriilt azonositani olyan géneket (a human immune evasion
cluster részeként), melyek az elsd evolicidés Iépéseket jelenthetik az emberi

szervezethez vald alkalmazkodasban [84].

Az MRSA csoportokat foldrészenként kiilonbozo, sikeresen adaptalodott MLST tipusok
képviselik [83]. A HA-MRSA torzsek koziil az ST22 és ST36 Eurdpaban, az ST239
Azsiaban és Ausztraliaban, az ST5 Eszak-Amerikaban, Japanban és Koredban elterjedt.
Az ST22 MLST tipusba tartozik az EMRSA-15 néven hivatkozott klon, mely a vilagon
¢és hazankban is az egyik legelterjedtebb HA-MRSA tipus. Az EMRSA-15 klont 1991-
ben irtdk le Anglidban. Azota szamos mas, korabban sikeres HA-MRSA klont szoritott
Ki az egészségiigyi intézményekbdl példaul Nagy-Britanniaban, Szingapurban,
Ausztralidban és Portugalidban. Az EMRSA-15 sikerének egyik oka az SCCmec-IV
kazetta, mely nemcsak szamos rezisztenciamechanizmust hordozhat, de fitneszkoltsége
Is igen alacsony [83]. Ugyancsak kiemelkedd epidemioldgiai jelentséggel bir a New
York/Japan klon (ST5-II, CCS5), az Ibériai-klon (ST247-1.A, CC8), az EMRSA-
16/USA200 klon (ST36-1I, CC30), illetve a Berlin MRSA/USA600 klon (ST45-1V,
CC45) is.

A CA-MRSA torzsek Europaban és Eszak-Amerikdban foként az ST80, a Téavol-
Keleten az ST59, Ausztriaban az ST93 és ST1, az USA-ban az ST1 és ST8 MLST
tipusba tartoznak. Az LA-MRSA fertézések zomét Eurépaban az ST398, Azsiaban az
ST9 MLST tipusba tartozo izolatumok okozzak [83].

Hazankban a HA-MRSA torzsek 45%-a az EMRSA-15 (ST22-1V) klonhoz, 23,9%-a a
New York/Japan (ST5-1I) klonba tartozott 2015-ben [58]. Az invaziv fert6zésekbdl
izolalt korokozoknal még magasabb ennek a két klonnak a dominanciaja (EMRSA-15:
56,2%; New York/Japan klon: 34,5%). A kozosségben terjedd0 CA-MRSA torzsek
molekularis tipizalasi eredményei az USA-ban gyakori, de vilagszerte elterjedt ST8-1V
¢és az Eurdpaban dominans ST80-IV klonok hazai elterjedését mutatjdk (nem publikalt
adat, szobeli kozlés: Toth Akos, OKI, 2018.). Az els6 LA-MRSA-t hazankban eldszor

2009-ben detektaltdk human mintabol. Azdéta az OKI referencia laboratoriuma 79
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CC398-as LA-MRSA torzset azonositott (nem publikalt adat, szobeli kozlés: Toth
Akos, OKI, 2018.).

3.2.4 Enterococcus faecium

Az Enterococcus faecium fakultativ anaerob, Gram-pozitiv coccus, a tojasdad alakt
sejtek maganyosan, parban vagy rovid lancokban is elhelyezkedhetnek [19]. A
baktérium sok helyen megtalalhaté a természetben, példaul a talajban, természetes
vizekben ¢és élelmiszerekben (pl. sajtok, halak, kolbaszok, daralt sertés- és marhahus)
[85, 86]. Az E. faecium opportunista patogén, a normal human mikrobidta tagja, nagy
szamban €l az emberi bélrendszerben, de eléfordulhat az epehodlyagban, a szajiiregben
¢s a hiigyivarszervekben is. Optimalis novekedési hdmérséklete 35-37 °C, de a legtobb
torzs képes szaporodni 5 °C és 50 °C kozotti hdmérsékleten. Az E. faecium rendkiviil
ellenalld, képes talélni 30 percig tartd, 60 °C-os hékezelést, extrém pH értékeket (pH
¢és fertbtlenitészerek (pl. klor, glutaraldehid, alkohol) jelenlétét [19, 87]. Ezek a
tulajdonsagok eldsegithetik az E. faecium torzsek talélését és elterjedését az
egészségiigyi intézményekben. Az Enterococcus fajokat hosszu ideig artalmatlannak
tartottak klinikai szempontbol, az altaluk termelt bakteriocineket az élelmiszeriparban is
nagy mennyiségben alkalmaztak [19]. Europaban az 1990-es évek kozepe ota okoznak
egyre novekvé szamban nozokomialis fertézéseket [87]. Az E. faecium baktériumok
leggyakrabban hugyuti-, mitéti seb- és véraramfert6zéseket, hepatobiliaris és neonatalis
szepszist, szivbelhartya- és hashartya-gyulladast, illetve hasiiregi talyogokat okoznak
[36, 88, 89].

Az E. faecium torzsek széleskorli természetes antibiotikum-rezisztenciaval
rendelkeznek. Csokkent érzékenységet mutatnak aminopenicillinekkel,
cefalosporinokkal, sztreptograminokkal, szulfonamidokkal, aminoglikozidokkal (kivéve
sztreptomicin és gentamicin) szemben. A cefalosporin antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia oka a célmolekulakban keresendé: kis affinitasa PBP5 molekulak termelése
[27]. Az aminoglikozidok hatasat csokkenti az antibiotikumok sejtfalon keresztiili
metiltranszferdaz enzim a bakteridlis riboszoma metildcidjaval gatolja az
aminoglikozidok megkotédését [27]), illetve az antibiotikumot hidrolizald enzimek
termelése (pl. a kromoszomalis aac(6’)-li gén) [87]. Mindezek kovetkeztében mar a

vad-tipusu torzsek esetében is kombinalt antibiotikum terapiara (pl. B-laktamok és
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gentamicin, melyek szinergizmust mutatnak) van sziikség. A fehérjeszintézist gatlo
sztreptograminokkal (quinupristin-dalfopristin) szembeni megnovekedett minimalis
gatlo koncentracio értékek (Minimum Inhibitory Concentration — MIC értékek) az msrC
gén altal kodolt ABC-effluxpumpanak koszonhetéek [90]. A folsavszintézist gatld
szulfonamidok ¢és trimethoprim sem hatasosak az E. faecium izolatumok ellen, mivel

ezek a baktériumok képesek folsavat felvenni a kdrnyezetbdl [27].

Az E. faeciumok szerzett antibiotikum-rezisztenciai kromoszomalis mutaciok vagy
horizontalis  géntranszfer eredményei [87]. Szerzett rezisztenciai koziil az
aminopenicillinekkel, aminoglikozidokkal és glikopeptidekkel szembeni magas szintii
rezisztencia okoz komoly terapias nehézségeket. Az E. faecium torzsek egyéb
antibiotikum-csoportokkal ~ (pl. linezolid, tigeciklin, kinolonok) szemben s

rendelkezhetnek szerzett rezisztenciamechanizmusokkal [27, 91, 92].

Magas szintii B-laktam-rezisztencia kialakulasanak leggyakoribb mechanizmusa az E.
faecium torzsek esetében a penicillin-koté fehérjék (PBP5) megvaltozasa pontmutaciok
révén [93]. A megvaltozott pbp5 gének kromoszomarol kromoszomara vald horizontalis
terjedését sikeriilt dokumentalni in vitro kisérletekben, a mechanizmusnak szerepe lehet

a magas szintli ampicillin-rezisztencia terjedésében [94].

Az E. faecium torzsek rendelkezhetnek magas szintli aminoglikozid-rezisztenciaval is,
ami azt jelentheti, hogy az aminoglikozidok kombinalt terdpiaban is hatastalanna valnak
[27]. Klinikai szempontbodl a legfontosabb a gentamicin- és sztreptomicin-rezisztencia.
Tobb mechanizmus is felelés lehet a gentamicin-rezisztencia terjedésért. Az egyik
legfontosabb a horizontalisan terjed6 aph(2")-la-aac(6')-le gén altal termelt enzim,
mely foszforilacio és acetilacié révén inaktivalja az aminoglikozidokat a sztreptomicin
kivételével [95]. Egyéb gének pl. aph(2")-Ic, aph(2")-1d és aph(2")-1b kisebb mértéki
MIC emelkedést okoznak, de az is elegendd lehet a kombinalt antibiotikumterapia
sikertelenségéhez [95]. Magas szintli sztreptomicin-rezisztencia az antibiotikum
inaktivalasa (Ant(6')-Ia és Ant(3")-Ia enzimek), illetve a célmolekula, a bakterialis

riboszoma mutacioja miatti affinitascsokkenés kovetkeztében is kialakulhat [95].

A sejtfalszintézist gatlo glikopeptideket a MRSA, valamint az ampicillin/gentamicin
rezisztenciaval rendelkezd Enterococcus spp. izoldtumok okozta fert6zések kezelése
soran alkalmazzak. Vankomicin-rezisztens Enterococcus spp. (VRE) torzseket 1988-

ban irtak le eldszor [96]. A rezisztens Enterococcus fajok korhazi kdrnyezetben valo
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elterjedéséért a genomjuk flexibilitaisa és az antibiotikumok egészségiigyben ¢és
allattartdsban vald széleskorli hasznalata lehet felelés. A VRE torzsek az 1990-es
években az allattenyésztésben terjedtek el eldszor Eurdpaban, egy hozamndveld
glikopeptid  szarmazék, az avoparcin  hasznalatanak  kovetkeztében — [92].
Bebizonyosodott, hogy az allatok altal hordozott térzsek vankomicin-rezisztencia génjei
a transzpozonok hasonlosaga miatt atjuthatnak az emberi szervezetet kolonizald
Enterococcus spp. torzsekbe is. Ennck kovetkeztében 1997-ben be is tiltottak az
avoparcin hasznalatat Europaban, csokkentve a haszonallatok VRE hordozasat [92]. Az
utobbi években a VRE torzsek korhazi kornyezetben torténd elterjedését eldsegithette a
Clostridium difficile fert6zések szamanak novekedése, és az azok kezelése soran
alkalmazott vankomicin szelekciés nyomasa is [97, 98]. A vankomicin-rezisztenciat a
van operonok jelenléte okozza [27], melyek a sejtfal alternativ bioszintéziséért felelGs
géneket tartalmaznak. Az operonok tipusait a rajtuk talalhatd ligazt kodolo gének
alapjan hatarozzak meg, kilencféle izotipust megkiilonboztetve (vanA-vanN) [27].
Klinikai jelentdséggel a vanA és vanB operonok birnak. A két operon miikddési elve
azonos, a sejtfalszintézis soran keletkezd pentapeptid prekurzor utolsé aminosavanak
cseréje révén (alanin -> laktat) csokkentik az antibiotikumok affinitasat [99]. Mindkét
operon mitkddése indukalhatdé vankomicinnel, igy vankomicin-rezisztenciat biztositva.
A vanA operon a vankomicin mellett teikoplanin hasznalataval is indukalhato, igy a

vanA pozitiv izolatumok mindkét antibiotikummal szemben rezisztensek.

Hazankban elsé izben Fiizi és mtsai. azonositottak fenotipusos modszerekkel VRE
izolatumokat [100]. Az els6 bejelentett, egészségiigyi ellatassal kapcsolatos VRE okozta
jarvany 2004 aprilisa és szeptembere kozott zajlott egy budapesti korhaz hematoldgiai
¢és Ossejt transzplantacios osztalyan [101, 102]. A VRE izolatumok szama az elmult
években folyamatosan, egyre gyorsuld mértékben emelkedik Magyarorszagon [58]. A
VRE populacion beliil a térzsek tilnyomo tobbsége (65-85%-a) vanA operont hordozott
[58], de 2017-t61 a vanB génnel rendelkezé izolatumok aranya kifejezett emelkedést
mutat (nem publikalt adat, szobeli kozlés: Toth Akos, OKI, 2018.). Eurdpaban és az
USA-ban hasonlé trend figyelhetd meg, ugyanakkor Ausztralidban és Uj-Zélandon a
vanB operon jelenléte gyakoribb. Az elmult években egy uj klon, a vanB operont
hordozo ST796 okozott jarvanyokat Ausztraliaban [103].

Az ECDC adatai alapjan, 2016-ban, az Eurdpai orszagokban az E. faecium torzsek

11,8%-a volt vankomicin-rezisztens [36]. A felmérésben résztvevé orszagok kozott
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jelent6s kiilonbségek tapasztalhatok: Eszt-, Finnorszagban, illetve Szlovénidban 0%,
ugyanakkor Romaniaban 39%, [rorszagban 44,1% és Cipruson 46,3% a VRE torzsek
aranya [36]. 2013 és 2016 kozott Osszességében nem valtozott szignifikansan a VRE
torzsek gyakorisaga Europaban. Mig Portugalidban és az Egyesiilt Kirdlysagban
szignifikansan csokkend, addig masik hét orszagban, koztik Magyarorszagon
szignifikdnsan novekvé trend volt megfigyelhetd. Hazankban az ECDC-nek jelentett
adatok alapjan a vankomicin-rezisztens E. faecium torzsek aranya tobb, mint a

haromszorosara emelkedett négy év alatt (2013: 7,1%; 2016: 22,4%) (5. abra).
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5. dbra: Kiilonbozé antibiotikum-csoportokkal szemben rezisztens E. faecium torzsek
aranya Eurépaban [50]

Az aminopenicillinekkel ~szembeni rezisztencia mértéke 2003 ota mind
Magyarorszagon, mind Eurdpaban 100% kozelében ingadozik (5. éabra) [50]. A
kombinalt antibiotikum terdpidban fontos gentamicinnel szemben hazdnkban 2005 6ta

60% koriili a rezisztencia el6fordulasi aranya [50]. A nozokomialis fertézéseket okozo
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VRE torzsek 10 000 kibocsatott betegre vonatkozo incidencia értékei az elmult években

folyamatos novekedést mutattak (2014: 0,5; 2015: 0,6; 2016: 1,0) [16].

A bakterialis genomok analizise alapjan az E. faecium torzsek két nagy csoportba (klad-
A és klad-B) sorolhatok [92]. Az eredeti felosztas szerint a klad-B csoport torzsei
egészséges emberek €s allatok bélflorajabol szarmaznak [104], de ezt Gijabb vizsgalatok
megkérddjelezték, melyek sordn a klad-B csoporthoz tartozo klinikai izolatumokat
azonositottak [105]. A két, genetikailag jol elkiiloniilé csoport tehat nem tarsithatd
egyértelmiien a torzs izolalasi helyéhez. Ugyanakkor a klad-A és klad-B tagjai eltérd
fitnesszel rendelkeznek. Antibiotikumok hianyaban a klad-B torzsek nagyobb
novekedési képességiik révén kiszoritjak a klad-A csoport tagjait. A klad-A tehat
kifejezetten antibiotikumokkal terhelt kornyezethez alkalmazkodott [92]. A klad-A
tovabbi két csoportra bonthat6. A klad-Al nozokomidlis fertézésekben szenvedd
emberekre jellemz0, a klad-A2 pedig elsésorban allatfarmokon (sertés, szarnyas) fordul
eld, ahol az antibiotikumokat, mint hozamnovel6 szereket alkalmazzak. A klad-Al és
klad-A2 szétvalasa nagyjabol 76 + 30 éve torténhetett, tehat koriilbelil az
antibiotikumok széleskorli hasznalatanak bevezetésekor. A leglijabb eredmények
azonban megkérddjelezik a klad-Al és klad-A2 szétvalasztasanak 1étjogosultsagat is

[105].

A klad-Al csoportra CC17 klonalis komplexként is hivatkoznak, mely MLST
vizsgalatok alapjan meghatarozott csoport [106]. A klad-Al vagy CC17 csoport tagjaira
jellemzé az ampicillin- és fluorokinolon-rezisztencia [87], a spontan mutaciok
gyakoribb el6fordulasa (klad-A2, illetve klad-B csoporthoz képest), és a nagyobb
bakterialis genom, melynek hatterében mobilis genetikai elemek, patogenitasi szigetek
(virulencia-, rezisztencia-, membran protein stb. gének) allnak [106]. A nozokomialis
fertézések szempontjabol jelentés E. faecium torzsek a CC17-be tartoznak, amely a
legelterjedtebb, magas virulenciaju E. faecium leszarmazasi vonal a vilagon. A CC17 az
ST17-es szekvencia tipusi torzsekbdl alakult ki, tobblépéses folyamat (genetikai
kapitalizmus, azaz a gazdagok egyre gazdagabba valnak [107]) soran alkalmazkodva a
korhazi kdrnyezethez. Az elsd 1épés az ampicillin-rezisztencia megszerzése volt, amit
egyéb adaptiv elemek felvétele kovetett (rezisztencia- és virulencia-gének). Mindezek
eredményeképpen az ST17-es E. faecium torzsek szelekcids eldnyhoz jutottak a korhazi

kornyezetben, ami globalis elterjedésiikhoz vezetett [87].
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3.3 Pamut és poliészter szovetek

A textilipar nyersanyagai szarmazhatnak a természetbdl (természetes szalak), vagy
eléallithatok vegyi uton (szintetikus szalak) [108]. Kiemelt jelent6ségli, novényi
eredetll, természetes alapanyag a celluldéz, mely szarmazhat magszalakbol (pl. gyapot),
hancsrostokbol (pl. len, kender), szerkezeti rostokbdl (pl. ananasz, agave, szizal),
gyliimolcsrostokbol (pl. kokusz). A gyapot (Gossypium sp.) az emberiség egyik
legrégebben termesztett novénye, napjainkban Kina, India és az Amerikai Egyesilt
Allamok a legnagyobb gyapottermelé orszagok a vilagon [109]. A gyapot

celluléztartalmi magszalaibol allitjak el6 a pamutot (6. dbra A).
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6. dbra: Gyapot novény és pamut szovetek. A padsztazo elektronmikroszkopos képeket
(SEM) Dr. Szabo LaszIo készitette (MTA TTK, Zeiss EVO 40). A: Gyapot névény és az
érett magszalak [108], B: Gyapot magszal felépitése [108] és SEM képe (2000x), C:
Vaszonkétés rajza [108] és SEM képe (200x), D: Frottir torélkozé kotésének rajza (kép
forrdasa: www.slideshare.net/kvsingh83/weaving-6963794), fényképe (kép forrasa:
https://www.slideshare.net/mystyle4u/fancy-weaves) és SEM képe (100x).
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A kézzel vagy géppel betakaritott gyapotot kiszaritjak, egrenaljak, azaz a 15-50 mm
hosszusdgu magszalakat eltavolitjadk a magokrol. A kiszéradt magszalak vese/bab
keresztmetszetiick, a hosszanti tengelyiik mentén csavarodottak, és ~96%-ban
cellulozbol épiilnek fel (6. abra B). A celluloz B(1—4) glikozidos kotéssel kapcsolodo
D-gliikk6z monomerekbdl felépiilé makromolekula. A celluléz molekuldkat inter- és

intramolekularis hidrogénkotések, illetve van der Waals er6k kapcsoljak 6ssze [108].

A magszalakbdl 0sszesodras (fonas) révén pamut fonalat allitanak eld. A fonalakbol
szOveés révén, két fonalrendszer (lanc- és vetiilékfonalak) merdleges keresztezésével
szoveteket készitenek [108]. A szovet elballitisa soran a lancfonalak hosszanti
iranyban, a vetiilékfonalak keresztiranyban futnak. A pamutfonalbdl eldallitott
pamutszovet bdrbarat, nedvszivd, természetes anyag, kellemes viselet. Nagy ellenallo
képessége miatt jol moshatod, ugyanakkor rugalmassaga csekély, vasalast igényel. A
pamut felhasznalasa igen sokrétli, készitenek beldle ruhdzati textilidkat (pl. also-, felso-,
szabadid6-, sport-, és munkaruhazat), lakastextilidkat (pl. haztartasi és dekoracios
anyagok, butorhuzatok) ¢s miiszaki textilidkat (pl.: munka és véddruhazat) egyarant. A
pamut az egészségiigyi textilidknak, példaul a koérhazi lepeddknek vagy torolkozdknek
is kedvelt alapanyaga. A lepeddk szovésénél gyakran vaszonkotést hasznalnak (6. abra
C), ami a legegyszeriibb ¢és mintegy legszorosabb keresztezése a lanc- és
vetiilékfonalaknak [108]. A dorzs6léssel szemben ellenalld és formatartd vaszonkotés
soran valamennyi lancfonal felvaltva halad a vetiilékfonal alatt, illetve felett. A
torolkozok alapanyagaul szolgald frottir szoveteket (6. abra D) harom fonalrendszer
Osszeszovése révén allitjak eld [108]. A feszes alaplancfonalon kiviil egy masodik, laza
lancfonalrendszert is hasznalnak, mely szovés kdzben hurkokka torlodik dssze, ezaltal a

szovet vastagabba valik, szakitoszilardsaga, nedvszivo képessége fokozodik.

A szintetikus szalak alapanyagéit (kisméretli molekuldk, monomerek) mesterségesen
allitjadk elo koolajbol. A monomereket hosszii lancmolekuldakkd, makromolekuldkkéa
kapcsoljak 0ssze polimerizacid, polikondenzacidé vagy poliaddicio révén [108]. A
poliésztert (polietilén-tereftalat) etilénglikol és tereftalsav polikondenzécios reakcidja
soran allitjak eld (7. abra A). A 1étrejott poliészter granulatumbol dmledékes szalképzési
eljards soran képeznek ,végtelen” hosszasagu (akar tobb szdz méteres, vagy
kilométeres), folytonos szalakat, tin. filamenteket (7. abra B). Nyujtas utan a ruhazati,
haztartasi célu textilidkhoz felhasznalt egyszerti filamenteket altaldban terjedelmesitik,

illetve vagott szalakka alakitjak. A terjedelmesités soran (pl. hamissodré eljaras, 7. abra
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C) a sima filamentfonalakat tartésan hullamositjak, igy javul az anyag hdszigeteld,

1égateresztd, nedvszivo képessége, illetve lagy tapintasuva, kellemes viseletlivé valik.
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7. abra: A: poliészter (polietilén-tereftalat) polikondenzaciojanak reakcidja (a kép
forrasa:  https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Polykondensation_Polyester.svg.),
B: Omledékes szalképzési eljaras sematikus rajza [108], C: Hamissodré eljards rajza
és eredménye [108] D: Viszonkotésii 100% poliészter lepedd pdsztazo
elektronmikroszkopos képei, nagyitas: 200x, 2000x (Dr. Szabo Laszlo, MTA TTK, Zeiss
EVO 40)

A poliészter szovet nagyfoku fizikai és kémiai ellendlld képességgel rendelkezik.
Jellemz6i hasonléva teszik a pamuthoz, de nem gylirddik és konnyen kezelhets. A
vaszonkotésii  poliészter szoveteket (7. abra D) felhasznaljak példaul lepedok,

munkaruhak készitéséhez.
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3.4 Klettelen feliiletek (textiliak) szerepe a kérokozok terjesztésében

Az ¢élettelen feliiletek MDRB terjesztésében betoltott szerepét a korokozok, a betegek €s
a kornyezet kozotti kapcsolat vizsgélataval derithetjiik fel. Szamos kutatds tdmasztja
ald, hogy az ¢lettelen feliiletek (koztik a korhazi textilidk) kontaminalédhatnak
korokozokkal [110-112]. In vitro és in situ vizsgalatok ramutattak, hogy a betegek
koriili ¢lettelen feliiletek megérintése elegendd az egészségiigyi dolgozok, latogatok
kezének, kesztylijének vagy ruhijanak akar MDRB-kal valé szennyez6déséhez [113-
116]. Morgan és mtsai. multidrog-rezisztens baktériumokat, koztik MACI, VRE és
MRSA izolatumokat azonositottak az egészségiligyi dolgozdok 20,5%-anak kesztyiiin és
kopenyén egy 2009-es baltimore-i kutatas soran [115]. Schweizer és mtsai.
megallapitottak, hogy egy hetes hasznalat utan a korhazi térelvalaszté fliggonyok 92%-a
VRE és MRSA baktériumokkal szennyezett [117]. Hayden ¢és mtsai. vizsgalata alapjan
az egészségiligyi dolgozok 52%-anak keze vagy kesztylije kontaminalodott VRE
korokozokkal a vizsgalt betegek kornyezetének érintése soran [118]. Egy kézhigiéniaval
kapcsolatos tanulmany ramutatott, hogy az egészségiigyi dolgozok jobban odafigyelnek
a higiénias eldirasok betartdsara, ha kozvetlen kontaktusba kertilnek a beteggel. Ha csak
a beteg kornyezetét érintik meg, akkor ritkabban fert6tlenitik a keziiket vagy cserélnek
kesztyiit [119]. Ez azt jelentheti, hogy az élettelen feliiletrdl szarmazo patogéneket
hosszabb ideig hordozzdk ¢és terjesztik az egészségligyi dolgozok, ami kiemelt
fontossadguva teszi a feliiletek vizsgalatat. A feliileten megtapadt korokozok a
mindennapi takaritds ellenére is képesek lehetnek fennmaradni [120, 121]. A
kontaminalt élettelen feliiletek pedig bizonyitottan fertdzések, jarvanyok forrasai
lehetnek [8, 122-124].

Az ¢élettelen feliiletek k6zott fontos szerepe van a textilidknak, hiszen szdmos funkciot
betdltenek az egészségiligyi intézményekben (pl. agynemi, haloruha, torolkozo,
fliggbony, munkaruha, a betegek és latogatok ruhdzata). Valamennyi felsorolt textilia
terjesztheti a nozokomialis fertézéseket okozé korokozokat [112, 125-129]. A
baktériumok képesek megtapadni a textilidk feliiletén, bar nem egyforma mértékben.
Egyes szerzOk szerint a gorbiilt, csavarodott, hidrofil pamutszalak jobb tapadasi
feliiletet biztositanak, mint a sima felszin{i, homogén szalakbol all6 poliészter szovetek
[130]. Mas szerzok kisérleteik soran éppen ellenkezé eredményre jutottak [131]. A
korokozok tulélése, szaporodasa szempontjabol a pamut nagyobb nedvességtartalma

elonyos lehet a szintetikus szalakbol késziilt szovetekhez képest, de az ellenkezdjére is
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van példa [130]. Az biztos, hogy a MDRB képesek lehetnek a koérnyezetben valo
szétterjedéshez, jabb fertézések okozasahoz elegendd ideig (sot, akar annal sokkal
tovabb, honapokig vagy évekig) talélni a kiilonbozé textilidkon [126, 132]. A
korokozok a textiliak alacsony héfoku mosasa esetén is képesek lehetnek fennmaradni,

s6t a mosas soran az eredetileg steril textiliak is kontaminalédhatnak [133].

A bakterialis taléloképesség jelentds szorast mutat akar az egyes baktériumcsoportokon
beliil is [132]: (i.) Klebsiella spp. (2 6ra —>30 honap), (ii.) Acinetobacter spp. (3 nap —
5 hoénap), (iii.) S. aureus (7 nap — 7 hénap), (iv.) Enterococcus spp. (5 nap — 4 honap, de
egy VRE torzs négy évet is tulélt [134]). A koriilmények (pl. a vizsgalt textilia szovése,
anyagdsszetétele, a hdmérséklet, a relativ paratartalom, a tapanyagok jelenléte) mind-
mind befolyasolhatjdk a baktériumok taléloképességét. Tobb tanulmany is vizsgalta
kiilonb6zé kornyezeti paraméterek hatasat az egyes baktériumtorzsek talélésének
id6tartamara [132, 135]. Ugyanakkor még megvalaszolatlan kérdés, hogy a kdrnyezeti
paraméterek hogyan befolydsoljak a tuléld baktériumok szamat az egészségiigyben
relevans id6tartamokban (néhany ora, néhany nap). A kvantitativ vizsgalatok fontosak

lehetnek a fert6zés kockazatanak becslése soran is.
3.5 Antibakterialis textiliak

Az el6zd fejezetekben bemutatott kutatdsok alapjan a korokozokkal kontaminalt
textiliak fertézésveszélyt jelenthetnek az egészségiligyi intézményekben. A multi-,
kiterjedt, illetve panrezisztencidval rendelkezé baktériumtorzsek terjedése kiilondsen
fontossa teszi ezen fertézések megeldzését. Az infekciokontroll, a higiénids eldirasok,
az egészségligyi dolgozok tovabbképzése ¢€s az antibiotikumok hasznalatanak
szabalyozasa mellett az utobbi évtizedekben egyre inkabb Ujra el6térbe keriilt az
alternativ, nem-antibiotikum tipust antimikrobialis hatéanyagok kutatisa és hasznalata.
Az antimikrobialis szerek k6z0s célja a nem kivant mikroorganizmusok ndvekedésének
gatlasa [130]. Az antibiotikumok szelektiven és specifikusan hato, éppen ezért sziikebb
spektrumt  kémiai vegyiiletek. A nem-antibiotikum tipusti antimikrobialis szerek
hatasspektruma 4ltalaban szélesebb, hatdsmechanizmusuk kevésbé specifikus. A nem-
antibiotikum tipus antimikrobialis szerek kozé tartoznak a kiilonbozé fertStlenito-,
sterilizalo- és tartositd szerek, antiszeptikumok, feliiletkezeld anyagok stb. Ha az
antimikrobidlis hatéanyag reverzibilisen gatolja a mikrobdk szaporodasat (altalaban az
anyagcsere gatlasaval), akkor mikrosztatikus, bakterialis hatasspektrum esetén

bakteriosztatikus hatastnak nevezik [130]. Ha a hatéanyag irreverzibilisen gatolja a
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mikrobdk szaporodasat (altaldban sulyosan karositva a sejtmembrant vagy egyéb
létfontossagu sejtapparatust), és elpusztitja azok >99,9%-at akkor mikrocidnek, illetve
baktericidnek nevezziik [130].

Az antimikrobialis textilidk gyartasakor mind mikrosztatikus, mind mikrocid hatasa
vegyiiletek alkalmazhatok akar mar a szalképzés soran, de a kész szdvetek utdlagos
kikészitése révén is. Az antimikrobialis textilidk hasznalatanak célja lehet a kellemetlen
szagot okozd mikrobak elusztitasa, a mikrobialis rothasztas okozta textilkarosodasok
megelozése, illetve a patogének elpusztitasaval a fert6zések, jarvanyok szadmanak
csokkentése [136]. Az antimikrobialis textilidk hasznalata a II. vilaghaboruig vezethetd
vissza. Az 1940-es években az USA hadseregében klorozott viaszok, réz és antimon sok
keverékével kezelték a satrakat és teherautd ponyvakat a mikrobioldgiai rothasztas
megelézése céljabol [136]. Manapsag a textilidk kezelésére igen nagyszamu
antimikrobialis hatéanyag all a rendelkezésiinkre (pl. nehézfémek, kvaterner
ammoniumsoOk, triklozan, kitozan, halogénezett fenolok stb.). Az antimikrobialis
szereket fizikai vagy kémiai mechanizmusok révén rogzitik a textilia feliiletéhez.
Fizikai rogzités esetén a hatdanyag elektrosztatikus kolcsonhatasok, van der Waals erdk
hataséara adszorbedl a textilia felszinére. Nedvesség jelenlétében a hatéanyag kioldodik a
kornyezetbe, igy fejtve ki antibakterialis hatasat. Ennek megfeleléen az ilyen textiliak
mosasallosadga 4ltaldban alacsony, a hatdanyag pedig erdteljesen terhelheti az
¢lovizeket, elpusztitva az ott €16 mikroorganizmusokat, de akar rezisztenciat is
indukalhat [130]. A hatéanyagok kémia rogzitése esetén a molekulak kovalens kotéssel
kapcsolédnak a textilia anyagdhoz, ezért mosasallosaguk altaldban magasabb. A
szennyezddés, a hatéanyag és egyéb anyagok pl. mosdszerek reakcidja miatt idével

ezen textiliak hatékonysaga is csokken [130].

A textilidk antimikrobialis kikészitése gatolhatja, csokkentheti a korokozok talélését és
ezaltal terjedését [10, 137]. Az eziistvegyiiletek és kvaterner ammoniumsok a
textiliparban a leggyakrabban alkalmazott antibakterialis szerek kozé tartoznak. Az
antibiotikumok 1940-es években indulo, altalanos alkalmazasat megeléz6en az eziist
volt a legfontosabb antimikrobialis szer [138]. Az antimikrobialis textiliak 25%-anak
kikészitése 2011-ben is valamilyen eziistvegyiilettel tortént [139]. Az eziistot ma széles
korben hasznaljak az egészségiigyben (pl. égési sériilések, sebek és fekélyek kezelése
soran, orvosi eszk6zok és egyéb feliiletek antimikrobidlis kikészitése céljabol, fogaszati

amalgam ¢és fog-cement Osszetevéjeként [140, 141]). Alkalmazasa egyre elterjedtebbé
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valik a hétkdznapok soréan is (pl. dezodorok, sport- és alséruhazat, agynemii, haztartasi
viztisztitd patronok stb. [142]). Az eziistionok alacsony koncentracioban is mikrobicid
hatasuak, de az emberi szervezetre artalmatlanok. Az eziistionok a bakterialis
membranok roncsolasa, illetve transzmembran fehérjék révén jutnak be a sejtbe, ahol
képesek hozzakotédni az ATP termelésben szerepet jatszo enzimek szulfhidril-
csoportjaihoz  (-SH), denaturdlva ¢és inaktivalva azokat. Az eziistionok a
hidrogénkotések felbontasaval képesek interkaldlodni a kettdsszali DNS bazisparjai
kozé, megakadalyozva a DNS-replikaciot [136, 143]. Az eziistvegylileteket
alkalmazhatjak titanium-dioxiddal kombinacioban is. A titinium-dioxid fotokatalitikus
vegyiilet, UV-fény hatasara szabad gyokoket (pl. hidroxil- és szuperoxid anion-gyok)
hoz létre. A szabad gyokok roncsoljak a sejtek szerves anyagait, elpusztitva a
baktériumokat [136]. Egyes vizsgalatok szerint a titanium-dioxidnak Onmagaban

mégsincs jelentds antibakterialis hatasa [144, 145].

A szintén nagy népszeriiségnek 6rvendd kvaterner ammoniumsokat (QAC) az 1930-as
évek kozepe oOta hasznaljak egészségiigyi célokra [146]. A molekuldk egy hosszu
hidrofob alkillancbol (6-20 szénatom) és egy hidrofil, pozitiv toltésii kvaterner
ammoniumcsoportbol allnak [130, 147]. A QAC-k képesek hozzakotédni a bakterialis
membranok lipid vagy fehérje molekuldihoz. A hidrofob lanc membranba val6 mertilése
révén a QAC-k dezintegraljak a bakterialis membrant, mely elvesziti szelektiv
permedabilitasat, igy a sejttartalom akadaly nélkiil kidramolhat a sejtbdl. A sejtmembran
stlyos karositasaval a QAC-k a sejtbe torténd penetracio nélkiil is képesek elpusztitani a
mikroorganizmusokat. A sejtbe jutva a hatéanyag roncsolja a fehérjéket és a bakterialis
DNS-t [136, 147-153].

Ugyan nagyon gyakran alkalmazzak az eziistvegyiileteket ¢s QAC-kat a textilidk
antibakterialis kikészitése soran, és hatalmas mennyiségli tanulmanyt irnak roluk,
hatékonysdgukat mégis kevesen vizsgéljak kvantitativan, nagyszamu, koérhazi eredetii,

ismert genetikai hatterti, multidrog-rezisztens baktériumtorzzsel szemben.
3.6 Baktériumok antibakterialis szerekkel szembeni rezisztenciaja

A nem-antibiotikum  tipust  antimikrobidlis = szerekkel szemben ellendllo
baktériumtorzseket mar az 1950-es 1960-as években is leirtak [154]. A baktériumok
szamos oOlyan rezisztenciamechanizmussal rendelkezhetnek, mely nem csak az

antibiotikumokkal, de barmely antimikrobialis hatbanyaggal szemben védelmet biztosit.
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llyenek a hatdanyag sejtbeli koncentracidjanak csokkentése (pl. sejtmembran
atjarhatosadganak csokkentése, effluxpumpdk thltermelése, hatéanyag kémiai
inaktivalasa) és a hatdéanyag célpontjanak védelme modositas vagy taltermelés révén
[154]. T6bb tanulmany ramutatott az antibiotikumok és a nem-antibiotikum tipusa
antimikrobialis szerek kozott kialakuld Korezisztencia lehetdségére. Néhany példa: (i.)
triklozan és az anti-tuberkuloid hatasu izoniazid (a baktérium, amiben a jelenséget
leirtak: Mycobacterium tuberculosis) [154, 155], (ii.) kis molekulasulyd QAC-k (pl.
benzalkonium-klorid) és ciprofloxacin (P. aeruginosa) [156], (iii.) triklozan és
fluorokinolonok (P. aeruginosa) [154], (iv.) klérhexidin vagy benzalkonium-klorid és
ciprofloxacin, karbapenemek, aminoglikozidok vagy tetraciklinek (A. baumannii) [154,
157], (v.) QAC-k és tetraciklin (S. aureus) [154] (vi.) nehézfémionok és tetraciklin,
kloramfenikol, B-laktamok, fluorokinolonok (E. coli, P. aeruginosa) [158]. Bar eddig
nem alakult ki széleskorii, globalisan terjed0 mechanizmus a nem-antibiotikum tipusu
mikrobialis hatéanyagokkal szemben, koriiltekinté alkalmazasukra mindenképpen

érdemes figyelmet forditani.

3.6.1 K. pneumoniae ¢és A. baumannii réz-homeosztazis és

eziistrezisztencia rendszerei

Egyes toxikus hatasi nehézfém-ionok emberi beavatkozas nélkiil is megtalalhatoak a
természetben, ezért a védekezés mindig is 1étfontossdgu volt a baktériumok szamara.
Kifinomult, bonyolult és pontosan szabalyozott rendszerek alakultak ki a nehézfém-
homeosztazis fenntartasara. Az egyik kiemelt jelentdségli nehézfém az esszencidlis, de
ugyanakkor potencidlisan mérgez6 mikrotdpanyag, a réz. A réz- €s eziistionok kémiai
hasonlosaga miatt a réz-homeosztazis rendszerek az eziistionok toxikus hatasatol is

képesek megvédeni a baktériumsejteket.

Sejtfaluk szerkezete miatt a vizsgalt Gram-negativ baktériumoknak nemcsak a
citoplazmatikus, de a két sejtmembran kozotti periplazmatikus térbe bejutd réz- és
eziistionokkal szemben is védekezniiik kell. Az e célt szolgdldé homeosztazis ¢€s
rezisztencia rendszerek alapvetd mechanizmusai a nehézfém-ionok intracellularis vagy
periplazmatikus megkotése, enzimatikus detoxifikacioja és aktiv effluxa [159]. A
homeosztazis rendszerekben kialakuld mutaciok réz- ¢és eziist-rezisztencia

megjelenésével jarhatnak.
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A K. pneumoniae ¢és A. baumannii baktériumokban leirt f6 réz-homeosztazis
mechanizmusok a kromoszoémalis Cue- és Cus-, illetve az eldszor plazmidon leirt Pco-
rendszer. A Cue-rendszer miikodését rézionok jelenlétében a CueR szabalyozo fehérje
aktivalja [159]. Miik6dése soran a CopA bels6 membranon talalhaté transzport fehérje a
Cu*-ionokat a citoplazmabdl a periplazmatikus térbe szallitja, ahol a CueO réz-oxidaz
enzim kevésbé toxikus Cu®*-ionokka alakitja azokat. A kromoszémalisan kédolt Cus-
rendszer (Copper sensing copper effluxrendszer) a rézionok mellett az eziistionok sejten

beliili koncentracidjat is szabalyozza [159]. A Cus-rendszer felépitését a 8. abra A része

mutatja.
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8. abra: A: Cus-rendszer (Copper sensing copper effluxrendszer) felépitése. CusABC —
harom komponensii RND-effluxpumpa; CusF — periplazmatikus fémkaotd fehérje; CuUsRS
— szabdlyozo fehérjék. B: A réz-homeosztazis- és eziistrezisztencia-sziget (CHASRI)
felépitése. Pco-rendszer (Plasmid-borne copper resistance system): PCOA — réz-oxidaz;
PcoB — kiilsé membran transzport fehérje; PcoC, PcoE, PcoF — periplazmatikus
fémkoto  fehérje; PcoD — belsé membran transzport fehérje; PcoG — M23
metallopeptiddz, PcoRS — szabalyozo fehérjék. Sil-rendszer (Silver resistance system):
SilP — citoplazma detoxifikdalo P-ATPaz,; SilA, SilB és SilC — RND effluxpumpa tagjai a
bels6 membranon, periplazmatikus térben és a kiilso membranon; SilF, SilE —
periplazmatikus fémkoto fehérje; SRS — szabdlyozo fehérjék; ORF — Open Reading
Frame (nyitott leolvasdsi keret). Staehlin és mtsai. [158], illetve Hobman és mtsai.
[160] munkdja alapjan késziilt sajat abra.

A Cus-rendszer (8. abra A) egy haromkomponensiti RND-effluxpumpabol (CusABC),

egy a periplazmatikus térben talalhato, réz- és eziistionokat kot fehérjébdl (CusF) és
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egy kétkomponensi szabalyozo rendszerbdl all (CusRS) [158, 161-163]. A réz-, illetve
eziistionok megemelkedett koncentracioja esetén a CusS és CusR fehérjék indukaljak a
periplazmatikus fémkoté fehérje (cusF) és az effluxrendszer (cusCFBA) génjeinek
atirasat [158].

A plazmidon kodolt réz-homeosztazis rendszerek koziil kiemelt szerepe van az
eziistrezisztenciaban az Un. réz-homeosztazis- €és eziistrezisztencia-szigetnek, angolul
Copper Homeostasis and Silver Resistance Island (CHASRI) [158], mely két
génklasztert foglal magaban — a Pco-rendszert (Plasmid-borne copper resistance system)
¢s a Sil-rendszert (Silver resistance system), ami strukturalis és funkcionalis homolédgja
a mar emlitett Cus-rendszernek [142, 164]. A CHASRI rendszer felépitését és

elemeinek funkcioit a 8. abra B része mutatja be.

Staehlin és mtsai. szerint a CHASRI egyetlen evolucios 1épésben jott létre, a két réz-
homeosztazis mechanizmus Osszekapcsolodasa révén, valosziniileg egy Enterobacter
cloacae izolatumban [158]. Elméletiik szerint a CHASRI kialakulasa az emberiség altal
kivaltott, korabban ismeretlen mértékii réz stresszre (pl. szerszamok, fertStlenités,
vizvezetékek, allattenyésztés, ndvényvédelem, romland6d 4ruk tartdsitdsa) adott
bakterialis valasz [158]. A CHASRI nemcsak a réz, de az utobbi idében egyre nagyobb
mértékben hasznalt eziistvegyliletek ellen is védelmet nyujthat. Kialakulasa ota
horizontalis géntranszfer révén terjedt el az Enterobacteriaceae csaladban, és a
bioremediacioban  hasznalt Shewanellaceae csalad egyes tagjaiban  [158].
Hatékonysagat noveli, hogy a bakteridlis kromoszéman, illetve a plazmidokon kodolt
réz/eziist-homeosztazis ¢€s rezisztenciamechanizmusok képesek 0Osszehangoltan,
egymast kiegészitve miikodni [159]. A kromoszoémalis Cus-rendszer, illetve a
plazmidon kodolt CHASRI egyetlen mutacidja elegendd lehet a magas szintli réz- és

eziistrezisztencia kialakulasahoz [158, 165].

Eziist-rezisztens E. coli izolatumot mar 1969-ben leirtak [166]. Azodta ujra és Gjra
megjelennek kiilonbozd fajokhoz tartozo, eziist-rezisztens baktériumok. Kiilondsen
gyakran izolaljak Oket a korhazak égési osztalyain, fogédszatokon, szdjsebészeteken,
ahol kiemelt szerepe van az eziistvegyiiletek hasznalatanak [162, 167]. Napjainkban az
egészségiigyl alkalmazas mellett a mindennapi életben is egyre elterjedtebbek az
eziisttartalmu antimikrobialis hatéanyagok. Az esetenként indokolatlan és tulzott
hasznalat miatt felmeriil a széleskorii bakteridlis rezisztencia kialakuldsanak veszélye,

mely csokkentheti az eziist egészségligyi alkalmazhatosagat [142].
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4 CELKITUZESEK

A nozokomidlis fert6zések megel6zését célzo intézkedések fejlesztéséhez, a
betegbiztonsag noveléséhez hozzajarulhat a MDRB feliileti taléloképességének, az
antibakterialis textilidk hatékonysaganak €s a nem-antibiotikum tipust antimikrobialis
szerek elleni rezisztencia megjelenésének, mechanizmusanak alaposabb megismerése.
Ugy gondoltuk, hogy az ilyen tipusu kutatasokhoz nem elegendé egy-egy torzskézponti
sztenderd torzs, vagy éppen az adott baktériumcsoport egy-egy extrém magas
taléloképességgel  rendelkezé  izolatumanak  vizsgéalata. A talélési-  é€s
hatékonysagvizsgalatokhoz ~a  koérhazi  kornyezetre  jellemzO, reprezentativ
torzsgyuijteményre van sziikség. Kutatdsunk soran négy, a nozokomialis fertézésekben
jelentés szerepet jatsz6 MDRB-csoport 60 torzsét vizsgaltuk, melyek molekularis
genetikai jellemzOi a magyarorszagi €s nemzetkdzi epidemioldgiai viszonyokat

reprezentaljak.

1. Célunk volt kvantitativ modszerekkel megvizsgalni a kornyezeti koriilmények
(tapanyagok jelenléte, a textilidk anyaga vagy szovése, a kornyezet hdmérséklete

¢s relativ paratartalma) hatasat a MDRB feliileti tulél6képességére.

2. Célunk volt megallapitani, hogy a széles korben alkalmazott, eziist, illetve
kvaterner ammoéniumsé tartalmi antibakteridlis hatdanyagok képesek-e
csokkenteni a MDRB-kal szennyezett textilidk okozta fertézésveszélyt. A
hatébanyagok MDRB elleni antibakteridlis hatasat 0Osszehasonlitottuk a
hatékonysagvizsgalatok soran gyakran alkalmazott ATCC (American Type
Culture Collection) sztenderd torzsek elleni eredményiikkel. Az adatok
elemzéséhez kétféle, a tudomanyos publikiacidkban gyakran leirt moddszert

hasznaltunk, majd 6sszevetettiik az eredményeket.

3. Célunk volt megallapitani, hogy a hazankra jellemzd, kiilonbozé szekvencia
tipust és antibiotikum-rezisztenciaji K. pneumoniae és A. baumannii torzsek
milyen mértékben képesek ellenallova valni az eziistionokkal szemben. Kutattuk
az eziistrezisztencia indukalhatosagat, horizontalis atvihetdségét, a hattérben alld
mechanizmusokat, illetve az eziistrezisztencia kialakulasdnak hatasat a

baktériumok szaporodasi képességére.
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5 ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1 Baktériumok

Négy, az egészségiigyi ellatassal kapcsolatos fertdzésekben jelentds szerepet jatszo,
aerob, multidrog-rezisztens baktériumcsoport hatvan torzsét vizsgaltuk a kisérleteink
soran (Melléklet, Tablazat A-D.). A torzseket 1998 és 2014 kozott izolaltak
magyarorszagi  korhdzakban, szekvencia tipusuk ¢és antibiotikum-rezisztencia
mintazatuk a nemzetkdzi epidemioldgiai viszonyokat reprezentalja. Osszehasonlitas
céljabol kivalasztottunk négy, antibiotikumokkal szemben érzékeny, torzskoézponti
kontroll torzset (American Type Culture Collection - ATCC), melyeket gyakran

alkalmaznak az antibakterialis textiliak hatékonysaganak vizsgalata soran [168].

e Gram-negativ baktériumok: 15 multidrog-rezisztens Klebsiella pneumoniae
(MRKP); 15 multidrog-rezisztens Acinetobacter baumannii (MACI); ATCC
25922 és ATCC 11105 Escherichia coli.

e Gram-pozitiv baktériumok: 15 methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
(MRSA); 15 vankomicin-rezisztens Enterococcus faecium (VRE); ATCC 25923
és ATCC 6538 Staphylococcus aureus.

5.2 Textiliak

5.2.1 Kezeletlen textiliak

A kisérleteink soran hasznalt textilidk az INNOVATEXT Textilipari Miiszaki Fejlesztd és

Vizsgald Intézet Zrt.-tol szarmaznak:

e 100% pamut (CO) lepedd, vaszonkdtés, négyzetmétertomeg: 104 g/m?
e 100% pamut (CO) tordlkdzd, frottir kotés, négyzetmétertomeg: 539 g/m?

e 100% poliészter (PES) lepedd, vaszonkotés, négyzetmétertomeg: 106 g/m?
5.2.2 100% pamut lepedé antibakterialis kikészitése

A 100% pamut lepedot a Budapesti Miuszaki Egyetemen, a Szerves Kémia ¢&s
Technoldgia Tanszéken készitettiik ki Dr. Vig Andras és Frank Zsuzsanna segitségével a

gyart6 (Sanitized AG) ajanlésa alapjan.

A pamut lepedd antibakteridlis kikészitéséhez a Sanitized egy-egy kikészitdszerét

hasznaltuk:
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e Sanitized T99-19
50 m/m% dimetil-tetradecil(3-(trimetoxiszilil)propil)ammoénium-klorid) —
innentdl a T99-19-QAC néven hivatkozom ra.

e Sanitized T27-22 Silver

2 m/m% AgCl ¢és 8 m/m% TiO2 — innentdl T27-22-Silver néven hivatkozom ra.

A lepedét 10x20 cm-es darabokra vagtuk, és egy percig aztattuk a hatéanyagokbol
készitett homogén munkaoldatokban (T99-19-QAC: 5,6 g/l, T27-22-Silver: 6,6 g/l). A
felesleges folyadékot laboratoriumi fular segitségével tavolitottuk el (atlagos
préshatasfok: 106%). A kikészitett textil darabokat szobahémérsékleten szaritottuk. A
gyarto leirasa alapjan hékezelés nem volt sziikséges, mivel az csupan a mosasallosagot

noveli, de kisérleteink soran ezt nem vizsgaltuk.
5.3 Tuléloképesség vizsgalata textiliak feliiletén

A baktériumok tuléloképességének vizsgalatat az ISO 20743-2013 szabvany alapjan
kidolgozott protokoll szerint végeztiik [169]. A kisérlethez a lepeddket 2,5 cm, a
t6rolkoz6t 1 cm oldalhosszasag négyzetekre vagtuk fel. Igy a torolk6zé nagyobb
anyagvastagsaga ¢s nedvszivo képessége ellenére minden textilfajtanal azonos kisérleti

paramétereket alkalmazhattunk (9. abra).

1. Baktérium szuszpenzi6 készitése 2. Textilmintak inokulaciéja

kontroll poliészter t6rolk6zo

inokulacié 9 e =
20 pl, 105-10° CFUs
=g EEE BER ve=
baktériumtorzs 0,5 McF, séoldat/nutrient leves a kisérletnek megfeleld textildarabok
véres agaron -> 10x higitds -> munkaoldat minden vizsgalatot 3x ismételtiink meg

3. Inkubacio 4. Tuléloképesség meghatarozasa

= | - i
/ 1000x P 10x

T=25°C/35°C, Rh=53%/83% baktériumok visszaszedése hl’gl’tés'i sor, PéZSitSZéleSZtés_
idétartam: 1d, 3d, 7d 2 ml séoldat, 15s vortex telepszamlaldas — CFU/textil

9. dbra: A baktériumok tuléléképességének vizsgalata szaraz textiliak feliiletén. (sajat
fotok). A roviditések jelentése: ,,McF” — McFarland; ,,CFU” — telepképzd egység;

)

I — homérséklet, ,,Rh” — relativ paratartalom; ,,d” — nap, ,,s” — masodperc.
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A Dbaktériumtorzsek friss tenyészeteibdl (Columbia agar 5% birkavérrel, Orszagos
Kozegészségligyi Intézet (OKI), Budapest, Magyarorszag) 0,5 McFarland (McF) optikai
denzitdsu szuszpenziot készitettlink a megfeleld inokuldcios koézegbe (0,9 m/m%
fiziologias sooldat vagy nutrient leves (OKI)). A nutrient leves 10 g/l hiiskivonatot (Lab
lemco, Oxoid, UK), 10 g/l bakteriologiai peptont (L34, Oxoid, UK) és 5 g/l NaCl-t
tartalmazott vizben szuszpendalva. A 0,5 McF-es baktériumszuszpenziok tizszeres
higitasaval kapott munkaoldatokkal dolgoztunk a kisérletek soran. 20 ul (~10°-10°
Colony Forming Units — CFUs, telepképz6 egység) munkaoldatot csepegtettink a
megfeleld méretre vagott textildarabokra az abszorpcidés modszer alapjan (ISO 20743-
2013 [169]). Az inokulalt CFU/textil értékeket minden munkaoldat esetében
meghataroztuk. Higitasi sort készitettiink (10%x, 10°x és 10°x), majd az oldatokbél 100-
100 pl-t tivegbottal véres agarra pazsitszélesztéssel kikentiink. A lemezeket 24h-ig 35

°C-on inkubaltuk, és masnap megszamoltuk a kindtt telepeket [169].

A textildarabokat Wassermann-csdvekben inkubaltuk a vizsgalni kivant koriilmények
kozott, a megfeleld ideig. Az inkubaciés kamrakban taltelitett sooldatokkal
szabalyoztuk a paratartalmat (Rh=52% - Mg(NO3z)2, Rh~83% - KCl), a kamrakat 25 °C-
0s, illetve 35°C-o0s termosztatban helyeztiik el. A kivant inkubacios id6 letelte utan 2 ml
fiziologias sooldatot adtunk a textilmintdkhoz, €s 15 masodpercig vortexeltik a
csoveket. Az igy kapott lemosoé oldatbdl higitasi sort (10%, 100x és 1000x) készitettiink,
¢s a fentebb mar leirt modszerrel telepszamlalast végeztiink [169]. Minden vizsgalatot
haromszor ismételtiink meg. A torzsek taléloképessege (CFU/textil) a harom vizsgalat

eredményének szamtani atlaga.

A kiilonboz6é inokulalt CFU/textil értékek miatt a baktériumok tuléléképességének
osszehasonlitasahoz bevezettiink a Redukciés Rata Erték (R-érték) valtozot. Az R-érték
valtozot az 1SO 20743-2013 szabvanyban [169] talalhato Antibakterialis Aktivitas
Erték, illetve Wendt és mtsai. két publikaciojaban [170, 171] tallhato, a széritas okozta

redukcio kiszamitasa sordan hasznalt képlet alapjan a kdvetkezOképpen definialtuk:
Rj, = logyo I — logso Ci

ahol 1”7 az inokulalt CFU/textil érték, ,,C” a baktériumtorzs tuléldéképessége
(CFU/textil) a ,,k” kisérleti koriilmények kozott, az ,,i” inkubdacids id6 letelte utdn. Az
egyes torzsek R-értékeibdl minden baktériumcsoportban meghataroztuk a

taléloképesség atlagat (A) és szorasat (Sz). Az eredmények kiértékeléséhez IBM SPSS
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statisztikai programot és parositott t-probat hasznaltunk. Az eredményt szignifikdnsnak

tekintettiik, ha P<0,05.
5.3.1 Kornyezeti koriilmények hatasainak vizsgalata

A kornyezeti paraméterek bakteridlis tulélésre kifejtett hatasat a 1. tablazat alapjan
bemutatott kisérleti koriilményeket alkalmazva vizsgéltuk. Elemeztiik a textilia
anyagdsszetételének (100% pamut, 100% poliészter), szovésének (vaszonkdtés, frottir
kotés), a tapanyagok jelenlétének (fizioldgids sooldat, nutrient leves) hatasat a
baktériumok tuléloképességére. A koOrnyezeti paraméterek hatdsanak vizsgalatadhoz
modelleztiik egy atlagos kortermi kornyezetben 1€vé (T=25°C, Rh=52%), illetve egy a
beteg testéhez kozeli textilia allapotdt (T=35°C, Rh=83%). Az 1. téblazatnak
megfeleléen az egyes kisérleti koriilményekre a ,,KONTROLL”, ,,TOROLKOZO”,

»POLIESZTER”, , TEST” ¢és ,TAPANYAG” korilmény névvel fogok hivatkozni a

tovabbiakban.
Kisérleti
koriilmény TOROLKOZO POLIESZTER KONTROLL TEST TAPANYAG
neve
textilia tipusa 100% CO 100% PES 100% CO 100% CO 100% CO
(szovés, torolkozo lepedo lepedd lepedd lepedd
négyzetméter frottir vaszonkotés  vaszonkotés — vaszonkOtés  vaszonkotés
tomeg) 539 g/m? 106 g/m? 104 g/m? 104 g/m? 104 g/m?
kornyezeti T=25°C, T=25°C, T=25°C, T=35°C, T=25°C,
koriilmények Rh=52% Rh=52% Rh=52% Rh=83% Rh=52%
. 12 0,9 m/m% 0,9 m/m% 0,9 m/m% 0,9 m/m%
inokulalo S S g, 1, .
Kozeg fiziologias fiziologias fiziologias fiziolégias  nutrient leves
sooldat sooldat sooldat sooldat

1. tablazat: A Kisérleteink sordan vizsgalt kérnyezetek osszefoglaloja. A dolt és félkidvér
formazas jeloli a ,,KONTROLL " koriilménytol valo eltérést, vagyis a vizsgalt paramétert.
CO: pamut, PES: poliészter, T: homérséklet, Rh: relativ paratartalom

Az 6.3-as alfejezetben ismertetett protokoll szerint mértik meg a 60 MDRB
taléloképességét az Ot kisérleti koriilmény mellett. Az optimalis inkubacios iddk
kivalasztasahoz eldkisérletet végeztiink baktériumcsoportonként 3-3 torzzsel (Melléklet,
Téablazat A-D.), négyféle inkubacios idot alkalmazva (az inokulaciot kovetden azonnali
leszedés a textilrdl, illetve egy, harom és hét napos inkubacio). Az eldkisérletben
hasznalt torzseket egy korabbi vizsgalatunk alapjan jeloltik Ki (azok alapjan a
legalacsonyabb, a medidn és a legmagasabb tulé¢loképességgel rendelkezd torzset

valasztottuk mindegyik baktériumcsoportbol) [172]. Az elOkisérlet eredményei alapjan
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a baktériumcsoportonként 15-15 torzzsel elvégzett atfogd kisérlethez a kdvetkezo
inkubdacios idoket valasztottuk: MRKP: 1 nap, MRSA: 3 nap, MACI és VRE: 7 nap. Az

eredményeket IBM SPSS programot és parositott t-tesztet alkalmazva elemeztiik.
5.3.2 Antibakterialis hatéanyagok hatékonysaganak vizsgalata

A kétféle Sanitized hatéanyag (T27-22-Silver, T99-19-QAC), és 0,1M AgNOs3 oldat

crcr

crer

Bactericidal Concentration — MBC) mikroleves higitasos modszerrel hataroztuk meg az
EUCAST (The European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) leirasa
alapjan [173]. A MIC az a legkisebb hatoanyag koncentracido (mg/l), amely mar
megakadalyozza a baktériumok szaporodasat. Az MBC az a legkisebb hatdanyag
koncentraci6é (mg/l), ami nemcsak a baktériumok szaporodasat gatolja, hanem >99,9%-t
el is pusztitja. Ha az MBC és az MIC érték hanyadosa <4, akkor a hatéanyag baktericid,

azaz baktériumol16, ennél nagyobb hanyados esetén bakteriosztatikus.
5.3.3 Antibakterialis kikészitésii textiliak hatékonysaganak vizsgalata

A Sanitized hatéanyagaival (T27-22-Silver, T99-19-QAC) kikészitett 100% pamut
lepedd antibakteridlis hatékonysagat az 6.3 alfejezetben leirtak szerint vizsgéltuk
altalanos kortermi koriilményeket modellezve (T=25°C, Rh=53%). Az 6.1-es
alfejezetben leirtak szerint 60 multidrog-rezisztens, nozokomialis fertézést okozo és 4
antibiotikumokkal szemben érzékeny, ATCC kontroll torzs talélési képességét
vizsgaltunk a kezeletlen és az antibakterialis kikészitésii lepeddk feliiletén. Az optimalis
inkubacids 1dok meghatarozasdhoz ebben az esetben is elOkisérletet végeztink a
MDRB-csoportok 3-3 torzsével (Melléklet, Tablazat A-D.), négyféle inkubacios idot
alkalmazva (az inokulaciét kovetden azonnali leszedés a textilrdl, szaritas
(laborkoriilmények kozott ~10 perc), egy ora és egy nap). Eldkisérleteink eredményei
alapjan két, korhazi szempontbdl relevans inkubécids idOtartamot valasztottunk a
tovabbi kisérletekhez — a hatéanyag rovid tava hatasdnak vizsgdlatdhoz egy orat,
hossza tava hatasanak vizsgalatahoz egy napot. Kontrollként kezeletlen, 100% pamut

lepeddt hasznaltunk.

Az antimikrobialis textiliak hatékonysagat az Antibakteridlis Aktivitas Ertékkel (A)
fejeztiik ki, az ISO 20743-2013 szabvanynak [169] megfelelden:
A = logy C; — logyo T,
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ahol, ,,C” a kontroll, ,,T” a megfelel0 antimikrobidlis textilidan val6é bakteridlis
tuléloképesség (CFU/textil), a megfeleld ,,i” inkubécios idot kovetden. Az ISO 20743-
2013 szabvany alapjan a kezelt textiliak antibakterialis hatékonysaga szignifikans, ha 2
< A<3, er6sen szignifikdns, ha A>3. Az egyes torzsek A-értékeibél minden
baktériumcsoportban meghataroztuk az antibakterialis hatékonysag atlagat (A) és

szorasat (Sz).

Az eredmények eclemzése soran az IBM SPSS statisztikai programot hasznaltuk. Az
eredményt szignifikdnsnak tekintettiik, ha P<0,05. Parositott t-proba hasznalataval
hasonlitottuk 0ssze az R-értékeket a kezeletlen ¢és a kétféle antibakterialis textilian. A
Pearson-féle korrelaciot alkalmazva Osszefiiggést kerestink a baktériumtorzsek
hatéanyagokkal szembeni MIC és MBC értéke, illetve ugyanazon hatéanyagokkal
kikészitett antimikrobidlis feliileten valo talélése kozott. Egy-tényezds variancia-
analizissel (One-way ANOVA) hasonlitottuk 0ssze a baktériumcsoportok R-értékeit és
A-értékeit Gram-csoportositas, faj szerinti besorolds, illetve fajon beliili csoportositas
alapjan. Az egyes fajokon belill a torzseket klonalitas, illetve az antibiotikum-
rezisztenciamechanizmusok alapjan csoportositottuk: (i.) MRKP: CG14/15 és CG258
nemzetkozi klonkomplexek vagy sporadikus klonok; (ii.) MACI: CC1 vagy CC2
nemzetkdzi klonkomplexek; (iii.) MRSA: nozokomialis HA-MRSA vagy kozdsségben
el6forduld CA-MRSA torzsek, illetve EMRSA-15 vagy New York/Japan nemzetk6zi

klonok; (iv.) VRE: vanA vagy vanB rezisztencia gént hordozo torzsek.
5.4 Eziistrezisztencia vizsgalata

5.4.1 Ezistrezisztencia indukalasa szoktatasi kisérletek révén

Az eziistrezisztencia kialakulasat a MRKP és MACI torzseknél vizsgaltuk Toth és mtsai
modszere alapjan, mikrotiter lemezen, folyamatosan novekvé AgNOs koncentracio
mellett [174]. Siitterlin és mtsai. kutatasat alapul véve a baktériumtorzseket
rezisztensnek tekintettiik >512 mg/l MIC érték esetén [141].

Az ezust-rezisztens MRKP leszarmazottakat és az eredeti, szild torzseket PFGE
vizsgalat révén hasonlitottuk O6ssze. A PFGE vizsgalatot az OKI Fagtipizalasi és
molekularis epidemioldgiai osztalyan végezték a CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) protokollja szerint [174]. Az eziist-rezisztens fenotipus fennmaradasat

szélesztési sorozat révén vizsgaltuk Ag® tartalom nélkiili véres agaron. A 25.
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atszélesztésig minden 6todik alkalom utan ellendriztik az eziist-rezisztens torzsek

AgNO; MIC értékét.
5.4.2 Uj-generaciés DNS szekvenalas

Az eziistrezisztencia hatterében 4ll6 molekuldris mechanizmusokat 0j generacios DNS
szekvenalds modszerével kutattuk. Ot sziild — eziist-rezisztens torzspar (K5149-S/R,
K6004-S/R, K5132-S/R, K5442-S/R, K5024-S/R) és két, eziisthoz nem szoktathatd
torzs (K5825, K5312) genetikai allomanyat hasonlitottuk 0ssze (Melléklet, Téablazat
A)). A bakrériumsejtek DNS tartalmanak kivonasahoz UltraClean Microbial DNA
isolation kitet (Mo Bio Laboratories, USA) hasznaltunk a gyartd utasitdsainak
megfeleléen. A transzkonjugans torzsek plazmid DNS-ét a Birnboim-Doly-féle
modszerrel izolaltuk [175]. A klonkonyvtarak a SureSelect QXT Library Prep Reagent
Kittel (Agilent Technologies, USA) késziiltek a gyartd utasitasai szerint. A DNS
konyvtarak szekvenalasat MiSeq (Illumina Inc., San Diego, USA) késziiléken, MiSeq
reagens kit v2 hasznalataval, pair-end modszerrel (2x250 bazispar) végeztikk a gyarto
utasitasainak megfeleléen. A nyers DNS szekvencia adatok feldolgozasahoz az Illumina
Basespace felhdalkalmazasban 1évo, online programokat hasznaltuk. A szekvenalas
mindségi ellendrzését a FAST QC, a quality trimmelést a FASTQ toolkit, a teljes
genom de novo osszeszerelését a SPAdes Genome Assembler 3.9.0. alkalmazasokkal
végeztilk. A plazmid DNS-ek de novo Osszeszereléséhez a plasmidSPAdes Genome
Assembler 3.9.0. programot hasznaltuk. Az Osszeszerelt genomokat a Center for
Genomic Epidemiology online bioinformatikai alkalmazasaival (ResFinder [176],
MyDbFinder, PlasmidFinder, pMLST [177], https://cge.cbs.dtu.dk/services/, Dan
Miiszaki Egyetem) és a Keith Jolley altal fejlesztett plasmid MLST weboldal

segitségével (https://pubmlst.org/plasmid/, Oxford Egyetem [178]) elemeztik. A
Vizsgalt MRKP genomokat a BLAST alkalmazéssal

(http://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) hasonlitottuk 6ssze a Genbank adatbazisaban

talalhato szekvenciakkal. A sziilé — eziist-rezisztens leszarmazott torzsek core és
accessory genomjanak Osszehasonlitdsahoz a SeqSphere+ (Ridom GmbH, Germany)
programot hasznaltuk. A CHASRI elemzését a SnapGene Viewer 3.3.3 szoftverrel

végeztik. A plazmidokon taldlhaté integronokat az INTEGRALL adatbazis

(http://integrall.bio.ua.pt) segitségével azonositottuk.
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5.4.3 Novekedési gorbék eziistmentes és eziistot tartalmazoé kozegben

Az eredeti és az eziisthoz szoktatott torzsek novekedési képességét turbidimetrids
modszerrel  hasonlitottuk  0ssze, monokultiraban, harom kiillonb6zé AgNO3
koncentracio mellett (0 uM, 5 puM és 315 pM Ag'). A baktériumtorzsek friss
tenyészetébol 0,5 McF optikai denzitasu (~108 CFU/mI) szuszpenziot készitettiink a
BHI, (OKI)). Az Ag*-koncentraci6 szinten tartisa melletti szazszoros higitas utan kapott
munkaoldatokbo6l 200-200 pl-t mértiink ki U-alji mikrotiter lemez mélyedéseibe. A
lemezeket 35 °C-on folyamatos razatas (260 rpm) mellett inkubaltuk. A
baktériumszuszpenziok optikai denzitasdnak megallapitdsdhoz SpectraMax 340
spektrofotométert hasznalva (Molecular Devices, Sunnyvale, USA), 620 nm-en, 45
percenként megmértiik az oldatok abszorbancidjat. Minden vizsgalatot haromszor
végeztiink el, majd az eredményeket atlagoltuk. Az igy kapott optikai denzitas értékek
természetes alapt logaritmusat az inkubacios 1d6 fliggvényében dbrazolva megkaptuk a
torzsek novekedési gorbéit (Eredmények fejezet 16. abra). A novekedési gorbék alatti
teriiletek (area under the curve — AUC) meghatarozasahoz Microsoft Excel
tablazatkezel6 szoftvert (Microsoft Corporation, Washington, USA) hasznaltunk. A
novekedési gorbék ¢és az AUC-értékek 0Osszehasonlitisa révén elemeztik a

baktériumtorzsek relativ fitneszét.
5.4.4 Tuléloképesség vizsgalata kontroll és T27-22-Silver lepedon

A szild torzsek és az AgNOs oldathoz sikeresen szoktatott eziist-rezisztens
leszarmazottaik taléloképességét az 6.3 fejezetben leirtak szerint vizsgaltuk meg
kontroll (100% pamut lepedd) és T27-22-Silver hatdéanyaggal kikészitett 100% pamut
lepedd feliiletén. Az elemzés soran a Redukciés Rata Ertékeket és Antibakteridlis
Aktivitas Ertékeket IBM SPSS program és parositott t-teszt segitségével hasonlitottuk

0ssze.
5.4.5 Konjugacios kisérletek

Az eziist-rezisztenciat okozé gének horizontélis atvihetdségét konjugacios kisérletekkel
vizsgaltuk. A konjugécids kisérletet Werner és mtsai. modositott protokollja alapjan
végeztikk el (filter mating procedure [179].) A donor torzseket (CHASRI hordozo
K5149-R, K6004-R, K5132-R ¢és K5442-R) a teljes genom szekvenalas (Whole Genom
Sequencing, WGS) eredményei alapjan valasztottuk ki. Recipiensként az E. coli K12
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J5-3RI" t6rzset hasznaltuk. A transzkonjuginsok kimutatisdhoz 32 mg/l (188 uM)
AgNOs-t és 300 mg/l rifampicint tartalmazé szelektiv Mueller-Hinton taptalajt
készitettiink. A transzkonjugansokat MALDI-TOF MS Biotyper rendszerrel (matrix-
assisted laser desorption ionisation-time of flight-mass spectroscopy; matrixasszisztalt
1ézerdeszorpcio-ionizacidos  tomegspektrométer) identifikdltuk, majd az 6.3.2
alfejezetben ismertetett modszerrel meghataroztuk az AgNO3 MIC és MBC értékeiket.
A donor és a transzkonjugans térzsek plazmid DNS-¢ét Birnboim-Doly-féle modszerrel
izolaltuk [175], majd vertikalis agardz gélelektroforézissel meghataroztuk a torzsek

plazmid profiljat.
6 EREDMENYEK

6.1 Kornyezet hatasa a MDRB feliileti taléloképességére
6.1.1 Elokisérlet

Az optimalis inkubdcios id6k meghatirozasahoz baktériumcsoportonként 3-3 térzzsel
(Melléklet, Tablazat A-D.) el6kisérletet végeztiink, négyféle inkubacios id6t alkalmazva
(az inokulaciot kdvetden azonnali leszedés a textilrdl, illetve egy, harom és hét nap). A

bakterialis tulélés atlageredményeit a 10. abra mutatja.

1,E+06
MRKP | MRSA
1E+04
—&— kontroll LE+04 —8— kontroll
—fl—tipanyag ——tipanyag
1E+02  —e—test 1,E+02  —*—fest
—— torolkz0 A trolkdzd
—iZ=poliészter —Z=poliészter
1,E+00 1,E+00
inokuldlt  azonnal 1d 3d 7d inokuldlt  azonnal 1d 3d 7d
1,E+06 1E+08
JE+
MACI VRE
1,E+04 e
1,E+04 —8—kontroll
—&— kontroll tapanyag
——tidpanyag
——test 1Es02
1,E+02 ’ e t6r61k026
——tr6lkoz8 = 6
=i%=poliészter
=iZ=poliészter
1,E+00 1,E+00
inokulalt azonnal 1d 3d 7d inokulalt azonnal 1d 3d 7d

10. abra: A kérnyezeti paraméterek hatasnak vizsgalata, eldkisérlet. A gorbék a 3-3
megvizsgalt MRKP, MRSA, MACI és VRE baktériumtorzs dtlagos tulélési képességét
mutatjak otféle kisérleti kornyezetben (1. tabldazat). Az X-tengely az inkubdcios idot, az
y-tengely az atlagos CFU/textil értékeket mutatja.
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Az inokulaciot kovetd azonnali lemosassal megvizsgaltuk a MDRB leszedhetdségi
aranyat a harom kiilonboz6 tipusu textiliarol. A leszedhetdségi aranyok kozott nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik MDRB-csoport esetében sem. Osszehasonlitva
a MDRB tuléloképességét az 6t kiilonbozo kisérleti kornyezetben megallapitottuk, hogy
valamennyi MDRB a ,,TEST” koriilmény esetén mutatta a legalacsonyabb CFU/textil
értékeket. A tapanyagok jelenléte és a textilia tipusa az MDRB-csoportok

taléloképességét kiilonbozoképpen befolyasolta (10. abra).

A négy MDRB-csoport koziil a MRKP torzsek tuléloképessége volt a legalacsonyabb.
A MRSA torzsek magasabb CFU/textil értékeket mutattak, mint a MRKP torzsek, de
hét nap utdn egyetlen MRSA torzs sem volt visszatenyészthetd sem a ,,TEST”, sem a
»KONTROLL” kdornyezetben inkubalva. A MACI és VRE torzsek hasonléan magas
tuléloképességgel rendelkeztek a ,,TEST” koriilmény kivételével, melyben mindharom
MACT torzs elpusztult. Az eredmények alapjan az atfogd kisérlethez a kovetkezd

inkubécios idoket valasztottuk: MRKP: 1 nap, MRSA: 3 nap, MACI és VRE: 7 nap.
6.1.2 Atfogé kisérlet

Az atfogo kisérlet eredményei (11. abra és a 2. tablazat) megerdsitették, hogy a négy
vizsgalt MDRB-csoport kozil a MRKP torzsek rendelkeznek a legalacsonyabb
taléloképességgel.  ,,KONTROLL”  koriilményben  vizsgalva 6 MRKP  tdrzs
visszatenyészthetetlen volt a megvizsgalt 15-bdl egy napos inkubacid utan. Ugyanakkor
mind a 15 MACI és mind a 15 VRE torzs megdrizte ¢letképességét a ,,KONTROLL”

koriilmény mellett 7 napos inkubacio utan.

Kisérleti koriilmény

R-érték
A+£Sz TOROLKOZO POLIESZTER KONTROLL TEST TAPANYAG
lnap MRKP 3,3+0,6 ** 45+0,6 43+0,7 52+02** 3,6+0,8**

3nap MRSA  33£03* 4004* 45+04  65+03** 4,1+0,3**

MACI  2,1£04** 35+1,0% 28+06 55+04* 3,0+04

7 nap
VRE 23+03** 24+£03* 31403 4,0+09** 3,1+0,3

2. tabldzat: A Redukciés Rata Ertékek dtlaga (A) és szérdsa (Sz) a 15 MRKP, 15 MACI,
15 MRSA, 15 VRE esetében, kisérleti koriilményenkeént (1. tabldazat). A ,,KONTROLL "
koriilményhez képest szignifikans eltéréseket félkoveér formazassal és csillaggal jeloltiik
(*0,01<P<0,05; **P<0,01).
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A: MRKP | nap inkubacis; stlagosan 1,7E+05 inokulalt CFU/textil  B® MRSA 3 nap inkubacis; atlagosan 3,56+06 inokulalt CFU/textil
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11. dbra: 15 MRKP (A), 15 MRSA (B), 15 MACI (C) és 15 VRE (D) tuléléképessége ot
kisérleti koriilmény (1. tabldazat) mellett. 4 dobozok mutatjagk a mediant és az
interkvartilis tartomanyt (IQR), a bajuszok a 75. percentilis + 1,5%IQR és a 25.
percentilis + 1,5xI0R értékeket, a fekete rombuszok pedig a kiugro értékeket. A
dobozdiagramok felett /dthato az inkubdcios idé és az dtlagos inokulalt CFU/textil
ertéket. Csillagokkal jeloltiik a tuléléképesség szignifikans (*0,01<P<0,05; **P<0,01)
eltérését a ,,KONTROLL” koriilményhez képest. A diagramok alatti tablazatok a
tilélGképesség dtlagos értékét (A) és szordsat (Sz) mutatjdk.

A kornyezeti paraméterek valtoztatasa minden MDRB-csoport tuléloképességében
okozott szignifikans kiilonbségeket. Minden MDRB-csoport a ,,TEST” koriilmény esetén
mutatta a legalacsonyabb tuléléképességet. A ,,TEST” koriilmény sordan mért R-értékek
minden MDRB-csoportnal szignifikansan magasabbak voltak, mint a ,,KONTROLL”
koriilmény esetében (P<0,01, 11. 4bra és 2. tablazat). A MACI torzseknél talaltuk a
legnagyobb, az MRKP és VRE torzseknél a legalacsonyabb kiilonbséget a ,,TEST” és
»KONTROLL” koriilmények R-értékei kozott. Minden MDRB-csoport a ,,TOROLKOZO”
korlilményben inkubalva mutatta a legmagasabb tuléloképességet. A ,,TOROLKOZO”
koriilmény sordn mért R-értékek szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a

»KONTROLL” koriilmény esetén (P<0,01, 2. tablazat).
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A ,,TAPANYAG” ¢€s a ,,POLIESZTER” koriilmények eltéréen hatottak a MDRB-csoportok
feliileti tualéloképességére. Tapanyagok jelenlétében a MRKP ¢és MRSA torzsek
szignifikdnsan nagyobb tuléloképességet mutattak, mint tdpanyagszegény kozegben
inokulalva (P<0,01, 11. abra ¢és 2. tablazat). Ugyanakkor a tdpanyagok jelenléte vagy
hianya nem befolyasolta a MACI ¢és VRE torzsek tuléloképességét. ,,POLIESZTER”
korlilmény esetén a Gram-pozitiv MRSA és VRE torzsek szignifikdnsan magasabb
taléloképességet mutattak, mint ,,KONTROLL” koriilmények kozott vizsgalva (P<0,01,
11. abra ¢és 2. tablazat). A ,,POLIESZTER” szovet mindkét Gram-negativ MDRB-csoport
tuléloképességét csokkentette. MACI torzsek esetén a hatds szignifikansnak bizonyult
(P=0,02). Két MACI torzs 1is elpusztult ,,POLIESZTER” lepedén, ugyanakkor
»KONTROLL”, ,, TOROLKOZO” és ,,TAPANYAG” koriilmények k6zott valamennyi megdrizte

¢letképesseégét.
6.2 Antibakterialis textiliak hatékonysaga
6.2.1 Hatbéanyagok hatékonysaga

A Sanitized hatdéanyagok MIC és MBC értékeinek aranya alapjan mindkét hatbanyag
baktericid hatdsii mind a hatvan MDRB-mal, és mind a négy ATCC torzzsel szemben (3.

tablazat).
A. T27-22-Silver (AgCl) T99-19-QAC
MICso MBCso MICso MBCso
mg/I (MICrtominy) (MBCrtominy)  (MICuurtominy)  (MBCartominy)
MRKP 8 (4-32) 16 (4-64) 256 (128-512) 256 (128-512)
MACI 8 (2-32) 16 (4-32) 64 (32-128) 64 (32-128)
MRSA 4 (2-8) 8 (4-16) 8 (8-8) 8 (8-16)
VRE 4 (2-8) 8 (8-16) 8 (4-8) 8 (8-8)
B. T27-22-Silver (AgCl) T99-19-QAC
mg/l MIC MBC MIC MBC
ATCC E. coli 05; 1 0,5; 1 32; 64 32; 64
ATCC S. aureus 8:8 8; 16 8;8 8; 8

3. tablazat A: 15-15 nozokomialis MRKP, MACI, MRSA és VRE torzs MICsy és
MIC aromany, illetve MBCso és MBCraromany értékei a kétféle Sanitized oldat
hatoanyagaval szemben: T27-22-Silver (AgCl) és T99-19-QAC (dimetil-tetradecil(3-
(trimetoxiszilil)propil)ammonium-klorid). B: ATCC 25922 és ATCC 11105 E. coli,
illetve ATCC 25923 és ATCC 6538 S. aureus MIC és MBC értékei a Sanitized T27-22-
Silver és T99-19-QAC hatoanyaggal szemben.
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A multidrog-rezisztens, Gram-negativ MRKP és MACI torzsek mindkét hatdbanyagbol
szignifikansan nagyobb koncentracidt viseltek el, mint a Gram-pozitiv MRSA ¢s VRE
torzsek (P<0,01). Az ATCC E. coli baktériumok a Gram-negativ és Gram-pozitiv
MDRB-nal is alacsonyabb MIC ¢és MBC értékeket mutattak a T27-22-Silver
hatéanyaggal szemben, ugyanakkor a T99-19-QAC oldat hasonld koncentracidban
akadalyozta a ndvekedésiiket és tulélésiiket, mint a MDR Gram-negativ baktériumokét (3.
tablazat). Az ATCC S. aureus torzsek mindkét hatéanyagbol a MDR Gram-pozitiv

torzsekhez hasonld koncentraciokat toleraltak (3. tablazat).

A Pearson-féle korrelacié alapjan nem talaltunk Osszefliggést a baktériumtorzsek
hatéanyagokkal szembeni MIC és MBC értéke, illetve ugyanazon hatdéanyagokkal

kikészitett antimikrobialis feliileten vald talélése kozott.
6.2.2 Antibakterialis textiliak elokisérlet

Az optimalis inkubaciés idOk meghatarozasahoz eldkisérletet végeztink MDRB-
csoportonként 3-3 torzzsel (Melléklet, Tablazat A-D.), négyféle inkubacids idot
alkalmazva (azonnali leszedés a textilrdl az inokulacidot kovetden, szaritas
(laborkoriilmények kozott ~10 perc), egy oOra és egy nap). A bakterialis tiléloképesség

atlageredményeit a 12. abra mutatja.

| MRKP | MACI

1,E+04

1,E+04

—e—kontroll —#—kontroll

LE+02  _g 199.19.QAC 1E+02 —8—T99-19-0AC

——T27-22-Silver
1,E+00

——T27-22-Silver

1,E+00

inokulalt  azonnal  szaritas 1h 1d inokuldlt  azonnal  széritds 1h 1d

1,E+06 M RSA ’ VR E

1,E+04
1,E+04 '

—e— kontroll —e—kontroll

1,E+02 —8—T99-19-QAC 1,E+02 —8—T99-19-QAC

e T27-22-Silver =—te==T27-22-Silver
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12. dbra: Multidrog-rezisztens baktériumok tuléloképessége antibakterialis textilidakon,
elokiserlet. A gorbék a 3-3 megvizsgalt MRKP, MACI, MRSA és VRE baktériumtorzs
atlagos eredményeit mutatjak. Az x-tengelyen az inkubdcios idd, az y-tengelyen az
atlagos CFU/textil értékek lathatoak.
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Az elokisérlet eredményei alapjan az MRKP torzsek rendelkeztek a legalacsonyabb
tuléloképességgel mindhdrom megvizsgalt textilia feliiletén (12. dbra). A T99-19-QAC
hatoanyaggal kikészitett lepedd kismértékben csokkentette a MDRB tuléloképességét.
A T27-22-Silver hatéanyag a Gram-pozitiv MDRB-csoportok ellen nagyobb mértéki
antibakterialis hatékonysagot mutatott, az MRSA torzseket egy ora, a VRE torzseket
egy nap alatt elpusztitotta. Az eredmények alapjan az atfogo kisérlethez egy orés (rovid
tavia hatékonysdg) és egy napos (hosszii tavi hatékonysdg) inkubacios idoket

valasztottunk.

6.2.3 Antibakterialis textiliak atfogo kisérlet

6.2.3.1 Rovid tavu hatds — 1 ords inkubdcio
A kontroll textilian mind a 60 MDRB megdrizte ¢életképességét az 1 oras inkubacio
soran. A négy megvizsgalt MDR baktériumcsoport koziil a MRKP és MRSA torzsek

bizonyultak a legkevésbé ellenallonak a kezeletlen, szaraz feliileten (4. tablazat).

Redukciés Rata Erték (R)

1 6rés inkubacié A+Sz

kontroll
MRKP 3,0£0,6
MACI 1,8+0,4
MRSA 3,004
VRE 2,2+0,3
ATCC E. coli 43+12
ATCC S. aureus 3,1+0,1

4. tabldzat: A Redukciés Rata Ertékek datlaga (A) és szérdsa (Sz) a kontroll textilen,
baktériumcsoportonként (15 MRKP, 15 MACI, 15 MRSA, 15 VRE, 2 ATCC E. coli, 2
ATCC S. aureus), egy ords inkubdcio utan.

A MRKP és MRSA torzsek Redukcios Rata Ertékei (Rmrkp-1n=3,0+0,6 és Rwmrsa-
1h=3,0+0,4) szignifikdnsan (P<0,01) magasabbak voltak, mint a MACI és VRE torzseké
(Rmacr-1h=1,8+0,4 és Rvre-1n=2,2+0,3). Osszehasonlitva a MACI és VRE torzsek
talélését megallapitottuk, hogy a VRE baktériumok szama szignifikdnsan nagyobb
aranyban csokkent 1 ora alatt, a kontroll feliileten (P<0,01). A ketté6 ATCC E. coli
mutatta a legmagasabb R-értékeket (Re.coii-in=4,3+1,2) valamennyi baktériumcsoport

kozil (4. tablazat). Az egy oras inkubaciot kovetéen csak az ATCC 11105 E. coli torzs
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volt visszatenyészthetd, az ATCC 25922 E. coli elpusztult. A két ATCC S.aureus a
MRSA baktériumokhoz hasonlé tulélést mutatott kezeletlen pamut lepedén (Rs.aureus-
1h=3,1£0,1).

A 13. 4bran lathato, hogy mindkét antibakterialis kikészitésti lepedd csokkentette a
megvizsgalt baktériumcsoportok tuléléképességét a kontroll felillethez viszonyitva. Az
antibakterialis textilidk hatékonysaganak mértéke azonban kiilonbozének bizonyult
nemcsak hatéanyagonként és baktériumcsoportonként, de az elemzéséhez hasznalt

modszertdl fliggden is.

MRKP MACI MRSA VRE ATCC E. coli ATCC S.aureus
1: 1,69x10° CFU/textil _I: 8,16x10° CFU/textil I: 2,07x10% CFU/textil  1: 2,21x10° CFU/textil __|: 4,91x10% CFU/textil _1: 2,09x10° CFU//textil
A A A

* Kk k% *k kk Kk kk

1,E3-
1,E2-
1,EH
*
1,E0-
0,E0- -

T T T T T T T T T T T T T T T T
kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22
QAC  Silver QAC Silver QAC  Silver QAC Silver QAC  Silver QAC  Silver

13. dbra: A dobozdiagram a 15 MRKP, 15 MACI, 15 MRSA, 15 VRE, illetve a 2 ATCC

E. coli és 2 ATCC S. aureus sztenderd tuléloképességét mutatia a kontroll és az

Talél8képesség (CFU/textil)
*e

antibakterialis pamut lepeddkon, egy ords inkubdcios idé utin. A dobozok mutatjdak a
mediant és az interkvartilis tartomanyt (IQR), a bajuszok a 75. percentilis + 1,5 <IQR és
a 25. percentilis + 1,5<IQR értékeket, a fekete rombuszok pedig a kiugro értékeket. A
dobozdiagramok felett az atlagos inokulalt baktériummennyiség olvashato. Ugyanitt
Jjeloltiik a parositott t-proba szerinti szignifikans hatast (*P<0,05; illetve **P<0,01) és
az Antibakteridlis Aktivitds Erték szerinti szignifikans (A) antibakterialis hatékonysdgot.

A T99-19-QAC hatoéanyaggal kikészitett lepeddn, a parositott t-teszt alapjan
valamennyi nozokomialis MDRB-csoport szignifikansan alacsonyabb taléléképességet
mutatott, mint a kontroll feliileten (MRKP (P=0,02); MACI, MRSA, VRE (P<0,01) —
13. 4bra). A szignifikans hatas ellenére 12 MRKP (A: 1,4x10% CFU/textil), illetve mind
a 15 MACI (A: 2,1x10° CFU/textil), 15 MRSA (A: 5,1x10? CFU/textil) és 15 VRE (A:
4,9x10? CFU/textil) torzs visszatenyésztheté maradt. Osszességében, a megvizsgalt 60

MDRB t6rzsbdl 3 pusztult el 1 ora alatt a T99-19-QAC lepeddn. A torzskdzponti
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sztenderd torzsek koziil az ATCC E. coli-k atlagosan 1,0x10* CFU/textil, az ATCC S.
aureus-ok atlagosan 7,0x10? CFU/textil tuléléképességet mutattak a T99-19-QAC
lepedén. Az ATCC 25922 E. coli nemcsak a T99-19-QAC lepeddn, de a kontrollon is
elpusztult egy ora alatt. Az Antibakterialis Aktivitas Ertékek szerint (5. tablazat, 13.
abra) a T99-19-QAC lepedd a vizsgalt koriilmények kdzott nem mutatott szignifikans
antibakterialis hatékonysagot sem a MDRB, sem az antibiotikumokkal szemben

érzékeny ATCC sztenderd torzsek esetében.

Antibakterialis Aktivitas Erték (A)

1 6rés inkubacio AsSz
T99-19-QAC T27-22-Silver

MRKP 0,6 £0,6 0,3+0,7
MACI 0,7+0,3 0,5+0,3
MRSA 0,7£0,4 2,7+0,6 *
VRE 0,7£0,5 2,5+0,6*
ATCCE. coli 0,6+0,9 1,3+1,8
ATCC S. aureus 0,4+0,1 2,7+0,7*

5. tabldzat: Az Antibakteridlis Aktivitds Ertékek dtlaga (A) és szérdsa (Sz) a kétféle
antibakterialis textilia (T99-19-QAC, T27-22-Silver) esetében, baktériumcsoportonként
(15 MRKP, 15 MACI, 15 MRSA, 15 VRE, 2 ATCC E. coli, 2 ATCC S. aureus), egy ords

inkubdcio utan. A szignifikans antibakterialis hatast (2<A<3) félkoveér formazassal és
csillaggal (*) jeloltiik.

A T27-22-Silver lepedé a Gram-negativ MDRB szamat kisebb, a Gram-pozitiv MDRB
szamat nagyobb mértékben csokkentette, mint a T99-19-QAC leped6 (13. abra). A
Gram-negativ MRKP torzsek koziil 12 maradt visszatenyészthetd 1 ora elteltével (A:
3,46x102 CFU/textil) a T27-22-Silver lepeddn, ami sem a parositott t-teszt, sem az
Antibakterialis Aktivitas Erték alapjan nem mutatott szignifikans antibakterialis
hatékonysagot (5. tablazat). A MACI torzsek koziil mind a 15 visszatenyészthetd
maradt (A: 3,59x10° CFU/textil) a T27-22-Silver lepeddn. A hatéanyag a pérositott t-
teszt alapjdn ugyan szignifikansan csOkkentette a MACI torzsek taléloképességét
(P<0,01, 13. abra), az A-értékek alapjan azonban nem mutatott szignifikans
antibakterialis hatékonysagot (5. tablazat). A Gram-pozitiv MDRB ellen a T27-22-
Silver leped6 mind a parositott t-teszt (P<0,01), mind a A-értékek alapjan (2<A<3)
szignifikans antibakterialis hatast mutatott ( 13. abra, 5. tablazat). A 15-15 megvizsgalt
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torzsbél 7 MRSA (A: 1,16x10' CFU/textil) és 7 VRE (A: 1,29x10* CFU/textil) torzs
maradt visszatenyészthetd. A Gram-pozitiv baktériumok tualéléképessége a T27-22-
Silver lepeddn szignifikansan alacsonyabb volt, nemcsak a kontrollhoz, de a T99-19-
QAC leped6hdz hasonlitva is (P<0,01). A torzskozponti torzsek koziil mind a két
ATCC E. coli torzs elpusztult a T27-22-Silver lepeddn, igaz az ATCC 25922 E. coli a
kontroll lepeddrdl sem volt visszatenyészthetd. A két ATCC S. aureus torzs koziil az
ATCC 6538 nemcsak 1 6ra, de mar 10 perc alatt elpusztult a T27-22-Silver lepedon. Az
A-értékek alapjan a T27-22-Silver szignifikdns hatékonysagot mutatott az ATCC S.

aureus-ok ellen (13. abra, 5. tablazat).

6.2.3.2 Hosszu tavu hatds — 1 napos inkubdcio

A kontroll textiliAn a megvizsgalt 60 MDRB torzs koziil 55 megdrizte életképességét
az egy napos inkubécio soran. Mind az 5 elpusztult torzs MRKP volt. A MRKP torzsek
a legmagasabb R-értékeket mutattak a kontroll feliileten a négy megvizsgalt MDRB-
csoport koziil (6. tablazat).

Redukciés Rata Erték (R)

1 napos inkubicio A8z

kontroll
MRKP 43+0,6
MACI 2,3+0,5
MRSA 3,6+0,3
VRE 2,7+0,4
ATCC E. coli 51+0,0
ATCC S. aureus 35+£0,1

6. tabldzat: A Redukciés Rata Ertékek atlaga (A) és szérdsa (Sz) a kontroll textilian,
baktériumcsoportonként (15 MRKP, 15 MACI, 15 MRSA, 15 VRE, 2 ATCC E. coli, 2
ATCC S. aureus), egy napos inkubdcié utan.

A MRKP (Rwmrkp-1¢=4,3£0,6) és MRSA (Rmrsa-16=3,6+0,3) torzsek R-értékei
szignifikansan magasabbak voltak, mint a MACI (Rmaci-1¢=2,340,5) és VRE (Rvre-
16=2,7+0,4) torzsek esetében kapott eredmények (P<0,01). A MRKP tdrzsek
szignifikansan nagyobb mértékben pusztultak el a kezeletlen lepedén, mint a MRSA
baktériumok (P<0,01). Az ATCC E. coli torzsek valamennyi megvizsgalt
baktériumcsoport koziil a legmagasabb R-értékeket (Re. coli-1=5,1+0,0) mutattdk egy
nap elteltével a kontroll lepedén (6. tablazat). A két ATCC S. aureus a MRSA
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baktériumokhoz hasonld mértéki taléloképességgel (Rs. aureus-1n=3,5+0,1) rendelkezett a

kezeletlen, pamut lepeddn.

A T99-19-QAC lepedén 4 MRKP (A: 5,4x10° CFU/textil), 12 MRSA (A: 3,2x10%
CFU/textil), 14 VRE (A: 2,0x10?> CFU/textil) és mind a 15 MACI (A: 6,6x10?
CFU textil) torzs megorizte életképességét az egy napos inkubacid soran. A parositott t-
teszt alapjan a T99-19-QAC lepedd szignifikansan csokkentette mind a négy MDRB-
csoport tuléloképességét a kontroll feliilethez viszonyitva (MRKP: P=0,02; MACI,
MRSA, VRE: P<0,01, 14. 4bra).

MRKP MACI MRSA VRE ATCC E. coli ATCC S.aureus
I: 1,69x10° CFU/textil _I: 8,16x10° CFU/textil I: 2,07x10° CFU/textil _I: 2,21x10% CFU/textil _1: 4,91x10° CFU/textil _1: 2,09x10° CFU/textil
A A A
* %k kk  kok ok kk kk  kk

1,E4-
1,E3-
i =
1,E2- I
*

*

1,E1- M ¢ M
*

1,E0- ﬁ I
0,E04 * - * - -

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22 kontroll T99-19 T27-22
QAC  Silver QAC Silver QAC  Silver QAC  Silver QAC  Silver QAC  Silver

14. dbra: A dobozdiagram a multidrog-rezisztens torzsek (15 MRKP, 15 MACI, 15
MRSA, 15 VRE), illetve a 2 ATCC E. coli és 2 ATCC S. aureus Sztenderd
tulélokeépességet mutatja a kontroll és az antibakterialis pamut lepedon egy napos
inkubdcios idé utin. A dobozok mutatjak a mediant és az interkvartilis tartomanyt
(IOR), a bajuszok jelzik a 75. percentilis + 1,5%<IQR és a 25. percentilis + 1,5*%IQR
értékeket. A fekete rombuszok mutatjak a kiugro értékeket. A dobozdiagramok felett az
dtlagos inokulalt baktériummennyiség olvashato. Ugyanitt jeloltiik a parositott t-proba
szerinti szignifikans hatast (*P<0,05; illetve **P<0,01) és az Antibakteridlis Aktivitds
Erték szerinti szignifikdns (A) antibakteridlis hatékonysdagot.

Tuléléképesség (CFU/textil)

Ugyanakkor az Antibakterialis Aktivitas Ertékek alapjan a T99-19-QAC nem mutatott
szignifikans antibakterialis hatékonysagot egyik MDRB-csoport ellen sem (7. tablazat,
14. abra). Az ATtoe-19-0ac-€rtékek a MRSA torzsek esetén voltak a legmagasabbak. A
T99-19-QAC lepedd a megvizsgalt 15 MRSA torzsbdl 3-ndl mutatott szignifikans
antibakterialis hatékonysagot. Az ATCC E. coli torzsek koziil csak az ATCC 11105 volt
visszatenyészthetd egy nap utan a kontroll textilrdl, de a T99-19-QAC lepedén
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elpusztult. A két ATCC S. aureus a MRSA torzseknél nagyobb taléloképességet (A:
1,7x10? CFU/textil) mutatott a T99-19-QAC lepedén. Az A-értékek alapjan a T99-19-
QAC lepedd nem mutatott szignifikdns hatékonysagot a torzskozponti torzsekkel

szemben (7. tablazat).

Antibakterialis Aktivitas Erték (A)

1 napos inkubacio6 AsSz
T99-19-QAC T27-22-Silver

MRKP 0,6 +0,5 0,4+0,6
MACI 0,8+0,3 0,6 +0,6
MRSA 1,6 £0,7 2,603
VRE 0,6+0,5 24+05*
ATCC E. coli 0,4+0,6 0,4 +0,6
ATCC S. aureus 0,6 +0,1 22+08*

7. tabldzat: Az Antibakteridlis Aktivitds Ertékek dtlaga (A) és szérdsa (Sz) a kétféle
antibakrerialis textilia (T99-19-QAC, T27-22-Silver) esetében, baktériumcsoportonként
(15 MRKP, 15 MACI, 15 MRSA, 15 VRE, 2 ATCC E. coli, 2 ATCC S. aureus), egy
napos inkubdcio utan. A szignifikans antibakteridlis hatast (2<A<3) félkover
formazassal és csillaggal (*) jeloltiik.

A T27-22-Silver lepedé nagyobb antibakterialis hatékonysagot mutatott a Gram-
pozitiv, mint a Gram-negativ MDRB-csoportok ellen (7. tablazat, 14. abra). Ugyan
szignifikansan csokkentette a MACI torzsek tuléloképességét (P<0,01), 14 MACI torzs
visszatenyésztheté maradt a T27-22-Silver lepedérél (A: 1,4x10° CFU/textil). A
kontroll textilian legalacsonyabb tuléléképességet mutato6 MRKP baktériumok koziil is
visszatenyésztheté maradt 5 torzs (A: 1,4x10' CFU/textil) a T27-22-Silver textilia
feliiletérdl. Az A-értékek megerdsitik a T27-22-Silver hatéanyag Gram-negativ MDRB
elleni alacsony antibakterialis hatékonysagat (7. tablazat). A megvizsgalt 30 Gram-
pozitiv MDRB t6rzsbol 24 elpusztult a T27-22-Silver lepedén. Mindossze 2 MRSA (A:
1,3x10° CFU/textil) és 4 VRE (A: 3,1x10° CFU/textil) maradt visszatenyészthetd. A
T27-22-Silver lepedé hatékonysagat a parositott t-teszt (P<0,01) és az A-értékek
(2<A<3) is megerdsitették (7. tablazat). Az ATCC 11105 E. coli és ATCC 6538 S.
aureus mar 1 ora, illetve 10 perc alatt elpusztult a T27-22-Silver lepedén. Az ATCC

25923 S. aureus azonban egy nap elteltével is visszatenyészthetd maradt (2,0x10?
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CFUftextil). Az A-értékek alapjan a T27-22-Silver szignifikans antibakterialis
hatékonysagot mutatott az ATCC S. aureus torzsekkel szemben (7. tablazat, 14. abra).

6.2.3.3 Fajon beliili tulélési kiilonbségek

A megvizsgalt MDRB-at klonalitas, illetve az antibiotikum-rezisztenciamechanizmusok
alapjan csoportositottuk. A fajon beliili csoportok tuléloképességét 6sszehasonlitottuk a
kezeletlen és a kétféle antimikrobialis lepeddn. A CC1 klondlis komplexhez tartozo
MACI torzsek szignifikansan magasabb taléloképességet mutattak a kezeletlen, kontroll
leped6én, mint a CC2 MACI torzsek (P<0,01, 1 6ra, 1 nap). Ugyanakkor a T27-22-Silver
lepedd szignifikdnsan magasabb antibakterialis hatékonysdggal rendelkezett a CCl
MACT torzsekkel szemben (P<0,01, 1 6ra, 1 nap). Az elsésorban kozdsségben szerzett
fertdzéseket okoz6 CA-MRSA torzsek szignifikdnsan magasabb taléloképességet
mutattak kezeletlen pamut lepedén, mint a foként nozokomialis fertézéseket okozo HA-
MRSA torzsek (P=0,02, 1 nap). A T99-19-QAC lepedd szignifikdnsan magasabb
antibakterialis hatékonysagot mutatott a vanB VRE torzsekkel szemben a vanA operont
hordozokhoz viszonyitva (P<0,01, 1 o6ra, 1 nap). A MRKP torzsek taléléképessége
kozott nem talaltunk szignifikdns kiilonbségeket sem a klonalitdsuk, sem az

antibiotikum-rezisztenciamechanizmusaik alapjan térténé csoportositas szerint.
6.3 Eziistrezisztencia

6.3.1 Eziist-nitrat szoktatasi kisérlet eredménye

Megvizsgaltuk mind a 30 Gram-negativ MDRB torzs AgNOs oldattal szembeni MIC és
MBC értékét. Az AgNOs oldat baktericidnek bizonyult valamennyi eredeti MRKP és
MACI torzzsel szemben (8. tablazat).

AgNO;3
M ICSO (M ICtartoma’my) M BCSO (M BCtartomény)
- 4 (4-8) mg/l 8 (4 -8) mg/l

szilo MRKP 23,5 (23,5 47) uM 47 (23,5 - 47) uM
Ag*-rezisztens >8500 (4250 — >8500) mg/I >8500 (4250 — >8500) mg/I
MRKP >50000 (25000 — >50000) uM >50000 (25000 — >50000) uM
MACI 4 (2 -16) mg/l 4 (2 - 16) mg/l

23,5 (11,75 -94) uyM 23,5 (11,75 - 94) uM

8. tablazat: A 15 sziil6 MRKP, 12 eziist-rezisztens MRKP, és a 15 (nem szoktathato)
MACI torzs MICso és MICtartomdny, illetve MBCSO és MBCtartomdny értekei AgNO3-ta|
szemben.
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A szoktatési kisérlet soran 15 MRKP t6rzsbdl 12-nél (80%) sikeriilt eziist-rezisztenciat
indukdlni. A szoktatott torzsek az eredeti MIC értékiiknél akar 2500% magasabb eziist
koncentracid mellett is képesek voltak szaporodni (8. tablazat). Az eziist-rezisztens
MRKP torzsek MIC-értéke Ag™-ionok hidnyéaban is stabil maradt az eziistmentes véres

agarra torténd 25. atszélesztés utan is.

Az eziist-rezisztens fenotipust mutatd, szoktatott torzsek koziil tizenegy tin. magas
kockézatu klénokhoz (6 db ST15; 2 db ST258, 3 db ST11), egy pedig a minor ST274
klonhoz tartozott. A magas kockazati kloénokhoz tartozd baktérium izolatumok
jellemzo6je a multidrog-rezisztencia, a széleskorii foldrajzi elterjedés és a valtozatos
betegpopulacidokban vald eléfordulas. A minor klonokhoz tartozo baktérium izolatumok
ritkan mutatnak multidrog-rezisztenciat és elterjedésiik specifikus foldrajzi helyekre
vagy betegpopulaciokra korlatozodik. Ugyanakkor egy ST15-6s, egy ST25-6s és egy
ST274-es szekvencia tipusi MRKP torzsiinkben nem sikeriilt eziist-rezisztenciat

indukalni a kisérlet soran.

A MACI torzseknél a szoktatasi kisérlet soran nem sikeriilt AgNOs MIC emelkedést

kivaltani.
6.3.2 Eziistrezisztencia mechanizmusanak vizsgalata (K. pneumoniae)

Az eziistrezisztencia hatterében all6 molekularis mechanizmusokat 6t sziild — eziist-
rezisztens leszarmazott torzspar (K5149-S/R, K6004-S/R, K5132-S/R, K5442-S/R,
K5024-S/R) és két nem szoktathatd torzs (K5825, K5312) genetikai alloméanyanak
Osszehasonlitasa révén vizsgaltuk. A torzseket klondlis besorolasuk és a hordozott
antibiotikum-rezisztenciamechanizmusok alapjan valasztottuk ki. A torzsek adatait a 9.
tablazat mutatja. Az 6t sziild — eziist-rezisztens torzspar koziil négy globalisan elterjedt
szekvencia tipusba tartozott (ketté ST15, egy ST11, egy ST258) egy pedig az ST274-€s
minor klon tagja volt. A PFGE vizsgalatok eredménye alapjan a sziilé és az eziist-
rezisztens leszarmazott torzsek megkiilonboztethetetlenek voltak. A két teljes genom
szekvenalassal (WGS) megvizsgalt torzs, melyben nem sikeriilt eziist-rezisztenciat
indukalni az ST15 nemzetkozi, illetve az ST25 minor klon tagja (9. tablazat). A torzsek
fobb  antibiotikum-rezisztenciamechanizmusait az OKIl-ban elvégzett korabbi
vizsgalatokbol mar ismertiik [174, 180-184], majd a WGS eredményei alapjan ezeket
kiegészitettiik (9. tablazat).
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Baktérium torzs kédja K5149 K6004 K5825 K5442 K5132 K5024 K5312
Izolalas éve 2005. 2012. 2012. 2005. 2009. 2008. 1998.
Klonalis besorolas CG14/15 CG14/15 CG14/15 CG258 CG258 minor minor
szekvencia tipus ST15 ST15 ST15 ST11 ST258 ST274 ST25
aac(3)-1la, aac(3)-lla, aac(3)-1la, aph(3")-lb, aph(3)-la, aac(3)-lla aac(3)-lla
aph(6)-Id, aph(3")-Ib,  aph(3)-la, aph(6)-Id, aac(6")-1b
aminoglikozid aac(6"1b-cr, aph(6)-Id, aac(6")lb-cr aac(6")-Ib-cr,
aph(3")-Ib aac(6")-1b ant(3")-la
aac(6")-lb-cr
ESBL blactx-m-15 blactx-m-15 blactx-m-15 blacTx-m-15 blashv-12 blaskv-2a blaskv-2a
[i—laktzim karbapenemz’uz blaviv-4 blaoxa-162 blakec-2
eovéb blaoxa1 blaoxa-1, blaoxa1 blaoxa-1, blaoxa-e, blartem1 blartem1
Szerzett gy blarem-1 blatem-1 blarem-1
antibiotikum mutaciok
rezisztencia . gyrA QRDR |S83F, D87A S83F, D87A S83F, D87A S83F, D87A S83lI S83Y
gének é | fluorokinolon | parc QRDR | s80l s80l s80l S80l s8ol
mutaciok PMQR aac(6")-Ib-cr aac(6')-lb-cr aac(6')-lb-cr aac(6')-1b-cr
MLS (makrolid, linkézamid, mph(E), mph(A)
sztreptogramin B) msr(E)
, . catB4, catB4, catB4,
kloramfenikol catAl catB4 catAl catAl
szulfonamid sull, sul2 sull sull
tetraciklin tetA tetA tetA tetA
trimethoprim drfAl4 drfA30 drfAl12 drfB3
IncFIB(K), IncFIB(K), IncFII(K), IncFI1(K), IncFI1(K), IncL/M IncL/M
. . i IncFI1(K), IncR, IncFIl, IncL/M, IncFIB(K),  IncX3,
Plazmid replikon tipusok IncR, IncFll, IncFIB IncFIB, IncR, IncFIB  ColRNAI,
ColpVvC ColpVvC IncFIB(K)

9. tablazat: A teljes genom szekvendlas soran megvizsgalt K. pneumoniae torzsek (dolt betiisekben nem sikeriilt eziist-rezisztenciat indukalni).
ESBL: extended-spectrum f-lactamase, QRDR: quinolone resistance determining region, PMQR: plasmid-mediated quinolone resistance

65



6.3.2.1 A MRKP torzsek eziist-homeosztazis rendszere és mutdcioi

Mindegyik vizsgalt MRKP torzs rendelkezett a kromoszomalisan kodolt cusCFBARS
rendszerrel, és négy sziilé — eziist-rezisztens leszdrmazott torzspar hordozta plazmidon a
CHASRI rendszert (10. tablazat, 15. abra). A CHASRI rendszer felépitése azonos volt
mindegyik MRKP torzsben a szekvencia tipusuktol fliggetleniil (15. abra/B). A két
minor klonba tartozé torzs (K5024: ST274 és K5312: ST25) és az ST15 globalisan
elterjedt klonba tartozd K5825 térzs nem rendelkezett CHASRI-val.

A. kromoszémalis CusCFBARS system:

K5024-R

C926T*
S309L°
|
cusS (1434 bp; 478 as)
|
K6004-R K5149-R
G89A A1285G
w30* D432G
B. CHASRI rendszer:
pco genek s:l genek
e aaaa600 EEEEKIERE):
K6004-R K5132-R
T517A G790A
S173T A264T
1
silS (1476 bp; 494 as)
| L}
K5132-R K5149-R K6004-R K5442-R
G159A ISEc23 T776A Al1144G
M53I inszercio V259D N382D
580bp utan

15. dbra: Az eziist-homeosztdzis és rezisztenciarendszer sematikus abrdja az eziist-
rezisztens torzsekben talalt mutaciok jelolésével. Az ,,a” és ,,b” felsdindexekkel jelolt
sorok az egypontos nukleotid polimorfizmusokat és az ezek kévetkeztében bekovetkezo
misszensz (aminosavcsere) és nonszensz (* stop kodon) mutdciokat jelolik.
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Plazmid: CHASRI Gorbe alatti teriilet — AUC (area under the curve)
. .| AgNO K ;
Torzskédja| “On 2 | VO ﬁiﬁ‘;ﬁ;‘a lgen  Mutdci6  Mutdcié BHI 5uM, 09 mg/L. 315 uM, 54 mg/L
Nem silS silR AgNO; nélkiil AgNO; AgNO;
K5149-S zjfng}\ﬁ 342 169 n.n,
I inszercio
i >50 000 pM D432G — 326 305 124
K5149-R 8500 miyL ISEC23
K6004-S gzn‘é}\f 380 227 n.n.
|
] >50 000 pM W30* V259D S173T
K6004-R 3500 L 301 260 247
K5132-S 22;‘;}\3 397 108 n.n,
|
] >50 000 pM A264T M53I
K5132-R as00 L 388 276 172
K5442-S g‘;‘;}\f 400 177 n.n,
|
) >50 000 pM —- N382D = -—---
K5442-R 3500 gL 360 224 228
K5024-S zifngff 382 15 n.n.
N T
) >50 000 uM S309L
K5024-R iy 338 204 204
K5825 gzng}\f ------------------ T — 353 40 n.n.
K5312 22;‘;}\’& ------------------ T 397 48 n.n,

10. tablazat:K. pneumoniae sziilo és eziist-rezisztens leszarmazott torzsek jellemzoi. Az oszlopok mutatjak a torzsek AgNOs MIC értékeit, az

ezlist-homeosztdzis rendszer részeit és mutdcioit, illetve a torzsek fitneszét harom kiilonbozé AgNO3 koncentracio mellett. A szimbolumok,

roviditések jelentése: ,,*” — stop kodon, ,,n.n.” — nincs novekedes, ,, MIC” — minimalis gatlo koncentrdcio, ,,BHI” — agy- és szivkivonat tapleves.

67



A sziil6 torzsek AgNO3z MIC értékei hasonloak voltak fliggetleniil a CHASRI rendszer
jelenlététél vagy hianyatol (10. tablazat). Valamennyi sziilé torzs eziist-érzékeny
fenotipust mutatott. Mind a négy CHASRI hordozé6 MRKP-ban és a CHASRI-val nem
rendelkezd K5024 torzsben sikeriilt eziist-rezisztencidt indukalni. A rezisztens-torzsek

MIC értékei k6zo6tt nem talaltunk kiilonbséget (10. tablazat).

Osszehasonlitva a sziild és az eziist-rezisztens leszdrmazott torzsek genomjat, a
kromoszémalis CusCFBARS rendszer cusS, illetve a plazmidon kdédolt CHASRI
rendszer silS és silR génjeiben talaltunk mutacidkat (10. tablazat, 15. abra). Mindharom
génben taldltunk kiilonb6z6 aminosavcserét eredményez0 misszensz mutaciokat, a cusS
génben egy alkalommal stop kodon kialakulasaval jaré nonszensz mutéciot, illetve a
tortént mutacié a Pco-rendszer génjeiben. A K5149-S/R, K6004-S/R, K5132-S/R és
K5442-S/R torzsek CHASRI rendszerének nukleotid szekvenciait feltoltottik a
GenBank adatbazisaba (azonosité szamok: MH130217 - MH130224).

6.3.2.2 Novekedési gorbék osszehasonlitiasa

A haromféle AgNOs3 koncentracio mellett felvett ndvekedési gorbéket a 16. abra, a
gorbék alatti teriileteket (area under the curve — AUC) a 10. tablazat mutatja. A sziild
torzsek fitnesze kozott ezlist nélkiili kozegben nem talaltunk kiilonbséget. A MIC
AgNO:s) csokkentette a sziild torzsek AUC értékeit. Sub-MIC koncentracioji AgNO3
jelenlétében a novekedési gorbék exponencidlis fazisanak kezdete idében eltolodott az
eziistmentes BHI levesben mért adatokhoz képest (16. abra A). A torzsek novekedési
gorbéi kiilonbozé mértékben tolodtak el, AUC értékeik nagyobb kiilonbségeket
mutatnak, mint Ag*-mentes taplevesben. A CHASRI rendszert nem hordozé harom
torzs mutatta a legalacsonyabb AUC értékeket €s az exponencidlis ndvekedési fazis
legnagyobb késését (16. abra A, 10. tablazat). A sziild torzsek novekedését a MIC
értékeik feletti eziist koncentracid (supra-MIC: 54 mg/l AgNOs, 315 uM Ag") teljes

mértékben gatolta.

Az eziist-rezisztens MRKP torzsek a sziil6 torzsekhez hasonldo AUC értékeket mutattak
AgNOs nélkiili BHI levesben (10. tablazat). Az AgNOsz jelenléte koncentraciotol
fiiggetlentil kis mértékben csokkentette a torzsek AUC értékeit, és késleltette a
novekedési gorbék exponencidlis fazisat (16. abra B). Az AUC értékek csokkenésének

¢és a novekedési gorbék eltolodasanak mértéke azonban nem mutatott Osszefliggést az
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AgNOs3 koncentracid nagysagaval. Az 5 uM és 315 uM Ag" koncentracioju BHI
levesben mért gorbék atfednek egymassal a K5149-R torzs kivételével (16. abra B). A
K5149-R torzs novekedése késett a legnagyobb mértékben 315 uM Ag" jelenlétében,
ami az AUC ¢értek jelentds csokkenéséhez vezetett az ezlistmentes kozeghez viszonyitva
(10. tablazat). A ndvekedés exponencialis fazisanak késoi kezdete utan végiil ez a torzs

is elérte azt a sejtsiirliséget (optikai denzitast), amit az Ag*-mentes BHI levesben.
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16. dbra: A MRKP sziil6 (A) és az eziist-rezisztens leszarmazott torzsek (B) novekedési

erer

vonal — AgNOs nélkiil; szaggatott vonal — 0,9 mg/l (5 uM) AgNOs3; pontozott vonal 54
mg/l (315 uM ) AgNO3). A sziirke szinii vonalak a torzsek egyedi eredményeit, a fekete
vonalak a torzsek atlag értékeit mutatjak.

Osszehasonlitva a sziilé és eziist-rezisztens torzsparok AUC értékeit eziistmentes BHI
levesben, nem talaltunk jelentds kiilonbségeket. Az eziistrezisztencia megjelenése tehat

nem csOkkentette a baktériumok fitneszét (10. tablazat). Eziistionok jelenlétében a
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rezisztens torzsek egyértelmii novekedési elonnyel rendelkeztek a sziild torzsekhez

képest.

6.3.2.3 Tuléloképesség a kontroll és a T27-22-Silver lepedon
Megvizsgalva a sziilo és Ag-rezisztens MRKP torzsparok taléloképességét kontroll és

T27-22-Silver antibakterialis lepedén nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket (11.

tablazat).
. s er 1y x Antibakterialis
I“k‘i‘ggc‘os Torzsek Re‘]l;:“rl:g;(":lgata Aktivitds Erték (A)
Silver T27-22

MRKP sziilok 3,0+0,8 0,6 +0,6

1 o6ra
MRKP Ag-rez. 35+1,1 1,0£0,9
MRKP sziilok 40+1,1 0,7+0,7

1 nap
MRKP Ag-rez. 44 +1,1 0,6 +0,9

11. tdbldzat: A Redukciés Rdta Ertékek dtlaga (A) és szérdsa (Sz) a kontroll textilen
MRKP sziil6 és MRKP Ag-rezisztens leszarmazott torzsek esetében, egy ords és egy
napos inkubdcio utdan.

6.3.2.4 Konjugdcio eredménye

A konjugacidé a K6004-R (ST15) és a K5442-R (ST11) donor torzsek esetében volt
sikeres. A recipiens E. coli K12 J-53R torzs MIC értéke 4 mg/1 (23,5 uM) AgNOs, a két
transzkonjugans torzsé (TR6004 és TR5442) 8500 mg/l (50 000 uM) AgNO3 volt. A
TR6004 ¢és a TR5442 torzsekbdl izolalt eziist-rezisztencidért felelds plazmidok
kiilonbozének bizonyultak (p6004 — méret: 197 kbp, replikon tipus: IncFII és
IncFIB(K), pMLST: K9:A-:B-; p5442 — méret: 160 kbp, replikon tipus: IncFII(K) és
IncFIB(K), pMLST: K1:A-:B-). A BLAST szekvenciaillesztés az altalunk izolalt p6004
¢és a GenBank adatbazisaban talalhatd p69-1 (azonosit6: CP025457.1) plazmidok kozott
99%-0s hasonlosagot mutatott 82%-os lefedettség mellett. A p5442 és a pKPN3
(GenBank: CP011577.1) plazmidok kozott 99%-os hasonlosagot és  92%-0S
lefedettséget talaltunk. A p5442 plazmid a pKPN3-hoz hasonléan antibiotikum-
rezisztenciagéneket is hordozott (aadA2, sull, dfrAl2, catAl), tobbségiiket egy I-es
osztalyu integronon (In27 integron szerkezete: 5'CS - dfrA12 — gcuF - aadA2 - gacEA1
- sull - orf5SA -3'CS). A p6004 és a p5442 plazmidokon is azonositottuk a RelBE II
tipust Toxin-Antitoxin (TA) rendszert.
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7 MEGBESZELES

7.1 MDRB tulélése textil feliileteken

Szamos tényez0 befolyasolhatja a baktériumok taléloképességét az ¢élettelen feliileteken.
A befolyasold tényezOk lehetnek a mikroorganizmussal (nemzetség, faj, klon, torzs),
illetve a kornyezettel (felilet jellemzG6i, relativ paratartalom, hoémérséklet,
szennyezbéanyagok, antimikrobialis bevonatok stb.) kapcsolatosak [135]. Eppen ezért
kutatasunk soran alapvetd 1épés volt a baktériumcsoportok és a vizsgalt koriilmények
szempontjabol is optimalis inkubacios idok kivalasztasa. Az optimalis inkubacios
idonek elegendd hosszunak kell lennie ahhoz, hogy a vizsgalt kdrnyezeti koriilmény
hatasa érvényesiilhessen, relevansnak kell lennie a nozokomidlis fertézések terjedése
szempontjabol és megfeleldnek kell lennie az adott MDRB-csoport tuléléképességéhez.
A mikrobialis kontaminaci6 terjedésének vizsgalatdhoz Oelberg és mitsai. karfiol
mozaikvirussal inokulaltak egy intenziv osztaly egyik telefonkagylojat [185]. Négy ora
utan a markert nemcsak az intenziv osztaly minden helyiségében, de azon kiviil
(n6vérszoba, 6lt6z0, pihendszoba) is kimutattdk. Kisebb aranyban, de 7 nap utan is
megtalaltak a markert a vizsgalt feliileteken. A kontaminacio gyors terjedése és napokig
tartdo fennmaradasa megmagyarazhatja, hogy egy nyolcoras miiszakot kvetéen Burden
¢s mtsai. miért nem taldltak kiilonbséget a nap elején még frissen mosott, illetve a
terjedése és fennmaradasa, a textiliak (pl. agynemti, haloruha, torolk6z6) cseréjének
korhazi rutinja alapjan gy gondoljuk, hogy a nozokomialis fertézéseket okozd
korokozok textilidkon vald talélésének vizsgalatahoz mind a néhany oras, mind a
néhany napos inkubacios 1dok alkalmazasa indokolt lehet. Ezen id6tartamon beliil a
vizsgalt MDRB-csoport atlagos tuléloképessége a meghatarozo. Ezért az optimalis
inkubaciés i1dok kivalasztasahoz kisszamu torzzsel elOkisérleteket végeztiink. A
statisztikai  Osszehasonlitds miatt kiemelked6en fontos volt a baktériumok
tuléloképessége az adott kisérlet kontroll feliiletén. Mindezen megfontolasok alapjan a
kornyezeti koriilmények vizsgalatdhoz MRKP torzsek esetében 1 napos, MRSA torzsek
esetében 3 napos, MACI és VRE torzsek esetében pedig 7 napos inkubacios idot
valasztottunk. Az antibakterialis hatoanyagok rovid-, és hossza tavi hatasanak
vizsgélatdhoz 1 oras, illetve 1 napos inkubacidés id6 mellett dontottliink minden

baktériumcsoport esetében.
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A kovetkezO 1épés a bakterialis inokulum csiraszdmanak meghatarozasa volt. Az
irodalmi adatok alapjan a nagyobb bakterialis inokulum a baktériumok hosszabb
tulélését eredményezheti [132, 187, 188]. A fert6zés valosziniiségét ndvelheti a
nagyobb csiraszam, de mar kevés korokozd is veszélyt jelenthet példaul invaziv
beavatkozasok esetén. Kisérleti eredmények igazoljak, hogy 10-15 CFU S. aureus is
elegendd lehet gennyes gyulladas és talyog kialakulasahoz, ha a beavatkozas kdzben a
bor megsériil (pl. seb dsszevarrasa, kaniil hasznalata) [120, 189, 190]. Egy kvantitativ
vizsgalatban az apoloéndk kezén, kesztylijén 10-100 CFU csiraszamban mutattak ki
korokozokat [120]. A koérhazi textilidk nagyobb mértékben is szennyezettek lehetnek.
Malnick és mtsai. egy-éjszakas hasznélat utan 0-10* CFU/cm? csiraszamban izolaltak
baktériumokat a leped6k ¢és haloruhak feliiletér6l [191]. Kontaminalt sebkotozo
textiliakon 10® CFU/cm?-es nagysagrendben is kimutattak patogéneket [188, 192].
Kisérleteink soran 10°-10° CFU csiraszamban inokulaltuk a baktériumtorzseket a
vizsgalt felilletekre, ami 5x10° CFU/cm?, illetve 8x10* CFU/cm? csiraszamot
eredményezett a torolkozo, illetve a vizsgalt kezeletlen és antibakterialis lepedok
feliiletén. Ezek korhazi koriilmények kozott relevans csiraszamok, amik minden vizsgalt
baktériumcsoport szamara biztositanak néhany nap talélést, lehetévé téve a kornyezeti

tényezok hatasanak mérését.

Az elokisérletek soran, kozvetleniil az inokulaciot kovetden lemostuk a
baktériumsejteket a vizsgalt textilfeliiletekrdl. Nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket
a visszanyerhetd CFU/textil értékekben. Vagyis az inkubacid utani eltéré bakterialis
csiraszam oka a kiilonb6zé taléloképesség, nem pedig az egyes feliiletekhez torténd

eltérd erdsségii adhézio.
7.1.1 Kezeletlen, 100% pamut lepedo

Vészonkotésti, 100% pamut lepeddt haszndltunk kontrollként a bakterialis
taléloképesség vizsgalatdhoz mind a kornyezeti tényezOk hatasanak, mind az
antibakterialis kikészitési textilidk hatékonysaganak vizsgalatakor. Az eredmények
megmutattdk a négy MDRB-csoport taléloképességét szaraz, kezeletlen pamut

feliileten.

Szamos tanulmany allitja, hogy a textilidk, kiillonosen a természetes anyagokbol
késziiltek (pl. pamut) kivalo kornyezetet biztositanak a baktériumok fennmaradasahoz,

mi tobb, szaporodasahoz [144, 193-197]. Messaud és mtsai. kisérletében az E. coli és
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Listeria innocua izolatumok csiraszama két nagysagrendet novekedett a kezeletlen
pamut-poliészter textilian egy napos inkubacio alatt [144]. Paladini és mtsai. a
baktériumok 172%-0s novekedését mérték kezeletlen pamut kotszeren, de még az
eziisttartalmu textilidkon is 31%-0s, illetve 28%-o0s csiraszam novekedést tapasztaltak
[193]. A hasonld eredményt mutaté tanulmanyok soran a hatékonysagvizsgalatot nagy
mennyiségli taplevesben végzik, igy véleményiink szerint a baktériumok nem a textilia,
hanem a tapleves anyagait hasznositva novekednek. Kisérletiinkben 60 MDRB torzs és
4 antibiotikumokkal szemben érzékeny, ATCC sztenderd tuléloképességét vizsgaltuk
kezeletlen pamut lepedén. Megallapitottuk, hogy a baktériumok nem képesek
szaporodni a textilidk feliiletén a vizsgalt, szaraz koriilmények kozott, mi tobb,

csiraszamuk folyamatosan csokken.

Kisérleteink soran a megvizsgalt 60 MDRB torzsbdl egy ora elteltével mind a 60, egy
nap elteltével 55 volt visszatenyészthetd kezeletlen, 100% pamut lepeddrél. A négy
MDRB-csoport koziil az MRKP torzsek mutattdk a legalacsonyabb, a MACI torzsek a
legmagasabb tuléloképességet. Eredményeink alapjan valamennyi MDRB torzs képes
tulélni szaraz pamut feliileteken a keresztfertézések kialakulasahoz elegendd ideig és
csiraszamban, akar tapanyagszegény kozegben inokulalva is. A MACI és VRE torzsek
kozil egyetlen egy sem pusztult el a hét napos inkubaci6 alatt. Eredményeink alapjan a
torzsek taléloképessége a MDRB-csoportokon beliil is kiilonbozott, de a csoportok
kozott nagyobb kiilonbségeket talaltunk. A vizsgalt koriilmények kozott a baktériumok
tuléloképessége fajspecifikusnak bizonyult.

A Dbaktériumfajok és izolatumok eltéré tuléloképessége miatt koriiltekintéen kell
kivélasztani a talélési kisérletekhez hasznalt torzseket. A talélést és az antibakterialis
hatékonysagot vizsgalo kisérletekben gyakran alkalmazott ATCC 6538 és ATCC 25923
S. aureus torzsek megfelelden modellezhetik az MRSA korokozokat. Ugyanakkor mas
Gram-pozitiv baktériumok, példaul a VRE torzsek tulélési képessége magasabb lehet a
S. aureus-okénal, ami indokolja egyéb teszttorzsek kivalasztasat is. A Gram-negativ
korokozok modellezéséhez gyakran hasznalt ATCC 11105 és ATCC 25922 E. coli
torzsek jelentdsen alacsonyabb tuléléképességet mutattak szaraz textil feliileteken, mint
a vizsgalt MRKP és MACI torzsek. Az emlitett ATCC E. coli sztenderdek alkalmazasa
révén a Gram-negativ korokozok tuléloképessége ¢és igy az altaluk jelentett

fertézésveszely alabecsiilheto.
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7.1.2 Textilia szovése és kémiai osszetétele

Neely és Maley tanulmanya alapjan a textilia szovése befolyasolhatja a baktériumok
tulélésének hosszat [188]. Eredményeik szerint az Enterococcusok és Staphylococcusok
hosszabb ideig képesek fennmaradni t6r6lk6z6n, mint sima felszinii pamut textilian
(ruhézat). Kisérleteink soran megallapitottuk, hogy a textilia szovése kvantitativan is
befolyasolhatja a MDRB tuléloképességét. Mind a négy altalunk vizsgalt MDRB-
csoport szignifikdnsan magasabb taléloképességet (CFU/textil érték) mutatott 100%
pamut torolk6zon, mint 100% pamut lepedén. A magasabb tuléloképesség hatterében a
torolk6zo magasabb nedvszivo képessége allhat. A levegdn torténd kiszaradas sulyosan
karositja a baktériumok membranjait, fehérjéit és  Orokitbanyagat, igy a
mikroorganizmusok tobbségét gyorsan elpusztitia [198]. A kiszaradas sebessége
azonban meghatarozo tényez6 lehet. A lassabb kiszaritas novelheti a baktériumok
¢letképességét [199]. MDRB torzseink 100% pamut torolk6zon mutatott magasabb
tuléloképességét magyarazhatja a vastagabb, frottir kotésii anyagon torténd lassabb
kiszaradasuk. Eredményeinket Oller és mtsai. tanulmanya is megerdsiti. Haromféle
tor6lkoz6 Osszehasonlitasa soran ugyan nem szignifikans mértékben, de mégis
magasabb csiraszamban nyerték vissza a S. aureus ATCC 25923 torzset a nagyobb
nedvszivo képességii textilrél [192]. Kutatasuk ramutatott, hogy a baktériumok nem
csak tulélnek a torolkozo feliiletén, de az inkolulaciot kovetden akar 48 oraval is
atkertiilhetnek a torolk6zorél az azt hasznalok kezére [192]. In vivo tanulmanyok is
bizonyitjak, hogy a kontaminalt torolk6zok nozokomidlis fertdzések forrasai lehetnek.
2005-ben, Japanban egy kontaminalt torolkozot és mosogépet azonositottak Bacillus
cereus fert6zések forrasaként [200]. A kontaminalt torolk6zok kozosségben is
okozhatnak fertdzéseket. Ennek esélyét noveli, hogy a korhazakon kiviil altalaban
gyakoribb a tor6lkozok tobbszori és akar tobb személy altali, kzos haszndlata, rdadasul
az egészségligyben hasznalatos mosasi protokollhoz képest ritkdbban és alacsonyabb
hémérsékleten tisztitjak 6ket. A tor6lkozok kozos hasznalata volt az oka egy amerikai,
foiskolai  futball csapatban  kialakult CA-MRSA jarvanynak [201]. A
keresztszennyezOddés ¢€s a fertozések esélyének csokkentése érdekében nemcsak a
korhazakban, de a hazi gondozas soran is ajanlott a mosasi protokollok koriltekintd
alkalmazésa. Kiilondsen fontos a higiénids szabalyok betartasa sebfertézések vagy
hasmenés esetén. A patogén baktériumok eliminalasdhoz a magas moséasi hdmérséklet

elengedhetetlen. Riley €s mtsai. kisérletében a 40°C-on torténd mosas utan S. aureus és
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E. coli torzsek is visszatenyészthetéek maradtak, s6t a mosas soran az eredetileg steril
textilidk is kontaminalodtak [133]. Otthoni mosasnal is ajanlott a legalabb 60 °C-0s
vizhOmérséklet alkalmazasa [133]. Oller ¢és mtsai. szerint a fehéritdk a

legalkalmasabbak a torolkozok fertétlenitésére [192].

Nemcsak a textiliak szovése, de anyaganak kémiai Osszetétele is befolydsolhatja a
baktériumok tuléloképességét. Neely 0Osszefoglaldja alapjan a mikroorganizmusok
altalaban hosszabb ideig képesek meglrizni az életképességiiket a kevert Osszetételll
(60% pamut, 40% poliészter) és 100% poliészter szoveteken, mint a 100% pamut
textiliakon [135]. Kvantitativ eredményeink alapjan a Gram-pozitiv MRSA és VRE
torzsek szignifikdnsan magasabb csiraszamban voltak visszatenyészthetéek 100%
poliészter lepedordl a kontrollként hasznalt 100% pamut leped6hdz viszonyitva.
Ugyanakkor a Gram-negativ. MACI torzsek  szignifikansan  alacsonyabb
tuléloképességet mutattak poliészteren, mint pamuton. A megfigyelt trendet
alatdmasztva, a MRKP torzsek tuléloképessége is a poliészter lepeddn volt alacsonyabb,
ugyanakkor ebben az esetben a kiilonbség nem volt szignifikans. A kémiai Osszetétel
eltérd hatdsanak ismerete a Gram-pozitiv és Gram-negativ MDRB-csoportok tulélésére
hasznos lehet az infekcidkontroll, példaul a fertdzések, jarvanyok forrdsanak felkutatisa

soran.
7.1.3 Inokulalé médium

Az inokuldlé médium is befolyasolhatja a baktériumok tulélését. Kelld6 mennyiségii
nedvesség jelenlétében a szerves anyagok taplalékforrasként szolgalva eldsegithetik a
baktériumok fennmaradasat és szaporodasat. Kiilonbozd szerves anyagok (pl. vér,
vérszérum, fehérjék, cukrok) jelenlétében a baktériumok hosszabb idejli fennmaradasat
irtak le szaraz feliileteken [132, 199]. Jawad és mtsai. kisérletében az Acinetobacter sp.
1zoldtumok szarvasmarha szérum albumin jelenlétében hosszabb tulélést mutattak, mint
desztillalt vizben inokulalva [202]. E. coli, Salmonella Typhimurium [203] és Neisseria
gonorrhoeae [204] izolatumok esetében is hosszabb talélési id6t mértek Szerves

anyagok (pl. szarvasmarha, 16 vagy human szérum) jelenlétében.

A textiliat szennyezd szerves anyagok igen sokféle forrasbol szarmazhatnak, tgymint
vér, nyak, vizelet, széklet stb. A sokféle szennyezés nehezen modellezheté és
Osszehasonlithatd, ezért Kkisérleteink sordn a nutrient leves hasznalata mellett

dontottiink. A nutrient leves tartalmaz minden, a baktériumok szamara a
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fennmaradashoz, noévekedéshez  sziikséges anyagot (szénhidratok,  szerves
nitrogénvegyiiletek, vitaminok, dsvanyi anyagok stb.), ezért a ,tdpanyagok™ tulélésre

gyakorolt hatdsdnak vizsgalatdhoz megfeleld kiinduldsi modell lehet.

Kisérleti eredményeink alapjan, a négy megvizsgalt MDRB-csoportbol a MRKP ¢és a
MRSA torzsek a fiziologias sooldattal Osszehasonlitva szignifikinsan magasabb
csiraszamban éltek tul nutrient levesben inokuldlva. Azonban ezek a torzsek sem
szaporodtak, csupan lassabb iitemi pusztuldst mutattak a szerves anyagok jelenlétében.
Ugyanakkor nem talaltunk jelentds kiilonbséget a MACI ¢és VRE torzsek talélésében a
tapanyagok jelenléte vagy hidnya szempontjabol. Magyarazhatja az eredményeket, hogy
a szerves anyagok szaraz kornyezetben nem taplalékforrasként szolgalnak, hanem a
biofilmtermeld izolatumok exopoliszacharid molekuldihoz hasonléan beboritjak és
védelmezik a sejteket [202]. Ez a szerves anyagokbol felépiilé ,,burok” képes lehet
visszatartani a vizmolekulakat, ezaltal lassitva a baktériumok kiszaradasat [202].
Ahogyan az el6z6 fejezetben mar emlitettem, a lassabb kiszaradds novelheti a
baktériumok talélését [199], mivel tobb id6t biztosit a baktériumok anyagcseréjének
alkalmazkodasahoz, csokkentve a kiszaradas okozta karosodasokat. Az elméletet
alatamasztja Espinal és mtsai. tanulmanya, melyben a biofilmtermelé A. baumannii
izolatumok hosszabb ideig maradtak fenn a feliileteken, mint a nem biofilmtermeld
kontroll izolatumok [205]. A kutatas magyarazata alapjan a hidratalt exopoliszacharidok
megvédték a biofilmtermeld A. baumannii sejteket a letalis kiszaradastol. Eredményeink
megerdsitik ezt a hipotézist, ugyanis az altalunk alkalmazott nutrient leves, mint
inokulalo kozeg csak a kiszaradassal szemben érzékenyebb MRKP és MRSA torzsek
taléloképességét novelte, a kiszaradast jobban tiré6 MACI és VRE torzsek
taléloképességét nem befolyasolta. A nutrient levesben talalhatdo szerves anyagok
valésziniileg lelassitottak a sejtek kiszaradasat, ezaltal csokkentették a Kiszaradassal

szemben érzékeny ¢€s tolerans MDRB-csoportok taléloképessége kozotti kiilonbségeket.
7.1.4 Homérséklet és paratartalom

Eddig csupan néhany tanulmany vizsgalta az altalunk kivalasztott koriilményekhez
hasonl6 homérséklet ¢s relativ paratartalom értékek hatasat a bakteridlis tulélésre. A
tanulmanyok inkdbb az élelmiszeripari szempontbol jelentés hdmérséklet
tartomanyokra (4-6°C kontra 20-25°C) és baktériumfajokra fokuszalnak (Salmonella
sp., Listeria sp., E. coli) [206, 207]. Ezen kutatasok alapjan az alacsony homérséklet és

a paras kornyezet novelheti a baktériumok fennmaradasat. Ezen megfigyelésekkel
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Osszhangban az A. baumannii R447 torzs 31%-os relativ paratartalom mellett 11 napig,
10% relativ pératartalma kornyezetben 4 napig volt visszatenyészthetd tiveg feliileten
vizsgalva [202]. Az E. coli O157 torzs is hosszabb ideig maradt fenn nedves fa és acél

feliileten, mint szarazon [208].

Kutatdsunk soran két, az egészségiigyi intézményekben Aaltalanosan eldforduld
kornyezetet modelleztiink (,,KONTROLL” - korterem; ,, TEST” - az emberi test kozelsége).
Minden MDRB-csoport szignifikansan alacsonyabb csiraszamban ¢élt tal a ,, TEST”
koriilményben, mint a ,,KONTROLL” koriilményben vizsgalva. Habar a korabban emlitett
tanulmanyok alapjan a magasabb paratartalomnak ndvelnie kellett volna a baktériumok
tulélését, a magas homérséklet tulélést csokkentd hatasa a vizsgalt paraméterek esetében
erdteljesebbnek, meghatarozobbnak bizonyult. Elméletiink szerint alacsonyabb
hémérsékleten a baktériumok kevésbé aktivak, az anyagcseréjiik lelassul, igy
konnyebben ,,nyugvd” allapotba keriilhetnek, ami eldsegitheti a szaraz felszineken valo
talélésiiket. A néhdny, hasonld homérsékleti tartomdnyokat vagy hasonlo
baktériumcsoportokat vizsgald kutatds megerdsiti az eredményeinket. Colclasure és
mtsai. nagyobb szamu kornyezeti Coliform baktériumot azonositottak 25 °C-on tarolt
szoveteken, mint 37 °C-on [209]. E. faecium és S. aureus izolatumok tulélését
Osszehasonlitva 100% pamut szoveten, 5 °C, 25 °C és 50 °C-on, Fijan és mtsai. a 25 °C-

t talaltak a legmegfelelébbnek [187].

7.2 MDRB tulélése antibakterialis textiliakon

7.2.1 Hatbéanyagok hatékonysaga

A Sanitized T99-19-QAC ¢és T27-22-Silver hatéanyagokat mar tobb tanulmany
vizsgalta, foként kvalitativ modszerekkel (pl. textilkorong koriili gatlasi zona) [210-
217]. Tudomasunk szerint korabban nem mérték meg T99-19-QAC és T27-22-Silver
oldatok antibakterialis hatékonysagat nagyszamu, multidrog-rezisztens nozokomialis
baktériumtorzzsel szemben. A Sanitized oldatok vizsgalatanak elsé 1épéseként
antibakterialis hatdsukat taplevesben mértiikk meg, pamutszovet alkalmazasa nélkiil. A
T99-19-QAC és T27-22-Silver oldat mind a 60 MDR és mind a 4 ATCC sztenderd

torzzsel szemben baktericid hatast mutatott.

A T99-19-QAC hatdéanyagbdl a MDR Gram-negativ torzsek szignifikdnsan nagyobb
koncentraciot toleraltak, mint a Gram-pozitivak. Az ATCC E. coli torzsek T99-19-QAC
MIC értéke is magasabb volt, mint az ATCC S. aureus-oké. A T99-19-QAC oldat
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hatoanyagaval rokon QAC-vegyiiletek esetében az irodalmi adatok is megerdsitik
eredményeinket [143, 151]. A jelenség lehetséges magyarazata, hogy a Gram-negativ
baktériumok kiils6 membranja akadalyozza a hatéanyag sejthez kotodését, sejtbe
jutasat, mig a peptidoglikanban és teikolsavban gazdag Gram-pozitiv sejtfal atengedi
ezeket a nagy molekularis tdmegii anyagokat. Vagyis a Gram-negativ fajok természetes

rezisztenciamechanizmusa allhat a hattérben [143].

Adataink alapjan a MDR Gram-negativ torzsek a T27-22-Silver hatéanyagbol is
szignifikansan magasabb koncentraciot toleraltak, mint a Gram-pozitiv torzsek.
Gopinath és mtsai. 2-2 Gram-pozitiv és Gram-negativ izolatum vizsgalata soran hasonlo
AgCl MIC értékeket mértek (S. aureus (3 mg/l), Streptococcus pyogenes (4 mg/l); E.
coli (5 mg/l), Proteus vulgaris (7 mg/l)) [218]. Suchomel és mtsai. tanulmanyaban
szintén a mieinkhez hasonlo Ag MIC értékeket mértek (3,4-13,5 mg/l), de adataik
alapjan az AgBr nanorészecskékkel szemben a Gram-pozitiv, az Ag nanorészecskékkel
szemben a Gram-negativ baktériumok bizonyultak ellenallobbnak [219]. Kisérletiikben
azonban mindossze 9 baktériumtorzset hasznaltak és az altaluk talalt kiilonbségek nem

szignifikansak.

Osszehasonlitva az ATCC sztenderdek és a nozokomialis MDRB csoportjait,
megallapitottuk, hogy az ATCC S. aureus-ok a MRSA, és VRE torzsekkel megegyez6
érzékenységet mutattak mind a két hatéanyag esetén, ezért alkalmazasuk az ilyen
vizsgalatokban megfeleld lehet. Az ATCC E. coli-k viszont mind a két hatbanyaggal
szemben érzékenyebbek voltak, mint a MRKP és MACI torzsek, de érzékenyebbek
voltak a Gopinath és mtsai. tanulmanyaban vizsgalt egyetlen, de ismeretlen eredetii E.
coli izolatumnal is [218]. Mindezek miatt az ATCC 11105 és ATCC 25922 E. coli
torzsek alkalmazdsa megfontoland6 az egészségiigyi célokra szant hatéanyagok
vizsgalataban. A nozokomialis, MDRB vizsgalata mellett szol az is, hogy hordozhatnak
olyan géneket, melyek a biocid-rezisztencia gyors kialakulasat eredményezhetik [167].
A MRKP ¢és MACI torzsek nagyobb eziist tolerancidja  hatterében
rezisztenciamechanizmusokat feltételeztiink, ezért szoktatasi kisérletnek vetettiik Oket

ala.

A Pearson-féle korrelacid alapjan nem taldltunk Osszefliggést a baktériumtorzsek
hatéanyagokkal szembeni MIC és MBC érteke, illetve ugyanazon hatéanyagokkal

kikészitett antimikrobidlis feliileten valo talélésiik kozott. A taplevesben végzett

78



kisérletek (pl. textildarabok beéztatasa) eredményeibdl nem kovetkeztethetliink az

antibakterialis textilidk szaraz koriilmények kozotti hatékonysagara.
7.2.2 Antibakterialis textiliak

Két, a textiliparban gyakran alkalmazott antimikrobidlis hatéanyagot tartalmazo
Sanitized kikészitdszer rovid és hosszu tava hatékonysagat vizsgaltuk 60 MDRB és 4
ATCC sztenderd torzzsel szemben. A korabbi fejezetekben emlitett tanulmanyok
alapjan a korokozok az élettelen feliiletekrél gyorsan szétterjedhetnek, kontaminalva
egyeb feliileteket, megfertézve betegeket, dolgozokat és latogatdkat egyarant. A
kontaminalt feliiletek okozta fertézésveszély eredményes csokkentéséhez a korokozokat
rovid 1d6 alatt eliminalé antimikrobidlis hatdéanyagokra lenne sziikség, igy
eredményeink koziil az egy 6rds hatékonysag kiilondsen nagy jelentdséggel bir. Az egy
oras inkubalast a MRSA és VRE torzsek el6kisérletben mutatott, T27-22-Silver
hatéanyaggal szembeni érzékenysége is indokolta. A hosszabb tavu hatds vizsgalata az
elokisérletben kisebb érzékenységet mutatd Gram-negativ MDRB miatt és a korhazi

textiliak legalabb egy napos hasznalata miatt is indokolt.

Nem konnyli dsszehasonlitani a kiilonb6z6 kutatdsokban leirt antimikrobidlis textilidk
hatékonysagat, mert nagyon sok tényezd befolyasolhatja az eredményeket €s az azokbol
levont kovetkeztetéseket. Ilyen befolydsold tényezok lehetnek (i.) az antimikrobidlis
kikészités paraméterei (pl. hatéanyag, koncentracio, kikészités modszere), (ii.) a vizsgalt
baktériumtorzsek kiillonbozdsége (pl. taléléképesség, antimikrobidlis hatdanyaggal
szembeni ellenalloképesség), (iii.) a bakteridlis inokulum meérete, (iv.) az inkubacid
paraméterei  (pl. hoémérséklet, paratartalom, iddétartam). A kapott eredmények
koriiltekintd elemzése legalabb ilyen fontos. A 13. ¢és 14. abrakon ol
osszehasonlithatéak a parositott t-teszt és az Antibakterialis Aktivitasi Erték alapjan
elvégzett értékelés eredményei, ami azt mutatja, hogy a baktériumok csiraszamanak
szignifikans  csokkenése nem feltétleniil jelent szignifikans antibakterialis

hatékonysagot.

Az altalunk kikészitett antibakterialis lepeddk hatéanyagtartalma ~3000 mg QAC/kg
szaraz textil, illetve 140 mg AgCl/kg szdraz textil (szamitds alapjan). Ezen
hatéanyagtartalmak 6sszhangban vannak az irodalmi ajanlasokkal és gyakorlattal [139,
220, 221]. A pamutszovet kikészitése soran a meritéses eljarast (bath-method)

alkalmaztunk, ami Gutarowska és mtsai. tanulmanya alapjan alkalmasabb a T99-19-
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QAC hatoanyaggal torténd antibakterialis kikészitésre, mint a permetezéssel (spray-

method) torténd felvitel [213].

7.2.2.1 T99-19-QAC lepedo hatékonysdaga

Budimir és mtsai. 100% pamut feliileten vizsgaltak a T99-19-QAC hatékonysagat [212].
Az altalunk is vizsgalt ATCC 6538 S. aureus sztenderd esetén egy napos inkubaciot
kovetéen 4,71-es, az ATCC 10536 E. coli torzsnél 3,9-es Antibakterialis Aktivitas
Ertéket mértek. Ezzel szemben, kisérleteink szerint a T99-19-QAC lepedé sem a 4
ATCC, sem a 60 MDR nozokomidlis torzs ellen nem mutatott szignifikdns
antibakterialis hatékonysagot (A-érték <2). A mi két ATCC E. coli térzsiink kezeletlen
textilian is alacsony tuléloképességet mutatott, ami miatt magas A-érték nem is volt
varhat6. Elképzelhetd, hogy a Budimir és mtsai. altal vizsgalt ATCC 10536 E. coli egy,
a kiszaritast jobban tiir6, de QAC-k irant nagyobb érzé¢kenységgel rendelkezd torzs. Az
ATCC 6538 S. aureus torzsnél tapasztalt eltérést magyardzhatja, hogy Budimir és mtsai.
taplevesben inokulaltak a vizsgalt torzseket. A tapanyagok jelenléte, vagy a vizsgalt
textilidk kiilonb6z6 hatéanyagtartalma is okozhatta az eltérést (Budimir €s mtsai. nem

ismertették a T99-19-QAC alkalmazott koncentraciojat).

A T99-19-QAC hatéanyagdhoz hasonld QAC-vegyliletek irodalmi eredményei azt
mutatjak, hogy a kvaterner ammoéniumsok nagyobb antibakteridlis hatékonysagot
mutatnak a Gram-pozitiv, mint a Gram-negativ baktériumokkal szemben [222-224].
Kisérletiinkben a T99-19-QAC hatéanyag valoban a Gram-pozitiv MRSA torzsekkel
szemben volt a leghatékonyabb. Igaz, az egy napos inkubaci6 utdn igy is csak 3 MRSA
torzs maradt visszatenyészthetetlen a bevont feliileten. Fontos megjegyezniink, hogy
egyik fent emlitett cikk sem vizsgalta a hatékonysagot VRE izolatumokkal szemben,
melyek igen ellenallonak bizonyultak mind a kiszaritassal, mind a T99-19-QAC lepedd
hosszutavu antibakterialis hatdsaval szemben.

7.2.2.2 T27-22-Silver lepedd hatékonysdga

pamutszdvet antibakterialis hatékonysagat vizsgaltak az altalunk is alkalmazott ATCC
6538 S. aureus és az ATCC 25922 E. coli torzsek ellen. Eredményeik Gsszhangban
vannak a miénkkel, az eziist-sok a Gram-pozitiv korokozok ellen hatékonyabbnak

bizonyultak [216].

Lorenz ¢és mtsai. Osszehasonlitottak nyolcféle, kereskedelmi forgalomban kaphato,
eziisttartalmu antibakterialis textiliat [217]. Harom nem rendelkezett semmiféle

80



antibakterialis hatassal a megvizsgalt ATCC 4352 K. pneumoniae torzzsel szemben.
Masik harom termék 5 nagysagrendes csiraszam csokkenést eredményezett. Messaud és
mtsai. egy Ag-TiO. nanorészecskékkel kikészitett szovet szignifikans antibakterialis
hatékonysagat irtak le egy-egy Gram-pozitiv (Listeria innocua) és Gram-negativ (E.
coli) izolatummal szemben. Ugyanakkor azt tapasztaltak, hogy a baktériumok képesek
szaporodni a textilia eziisttel szegényebben bevont teriiletein [144]. Gerba és mtsai.
tanulmanyaban az eziist-impregnalt textilia 24 6ra utan >2.7 logio és 8 logiwo érték
kozotti redukciojat mutatta az 5 megvizsgalt ATCC sztenderd torzs csiraszamanak,
habar az inokulalas soran minddssze ~10%-10° bakterialis CFU-t csepegtettek a
feliilletekre [225]. Hahn és mtsai. kutatdsa soran az eziist-nanorészecskékkel bevont
textilia >99,9%-kal csokkentette a vizsgalt ATCC 6538 S. aureus ¢s ATCC 4352 K.
pneumoniae torzsek csiraszamat a kontrollhoz képest [226]. Leirasuk alapjan az altaluk
kikészitett antibakterialis textilia tobb, klinikai mintakbdl szdrmazd baktériummal
szemben is hatékonynak bizonyult, de a publikacidjukbol nem deriil ki egyértelmiien a
vizsgalt izolatumok szama, rendszertani besoroldsa stb. Az eziistvegyiiletek ugyan
hatékonynak tlinnek a fent emlitett publikdcidkban, de nem, vagy csupan kevés MDR
Gram-negativ izoldtumot vizsgaltak. Eredményeink ramutattak, hogy a vizsgalatok
soran hasznalt baktériumtorzsek kivalasztasa a hatékonysag mérésének egyik kritikus
1épése. Habar a T27-22-Silver lepedd szignifikdns antibakterialis hatékonysagot
mutatott valamennyi ATCC és MDR Gram-pozitiv torzzsel szemben, és >90%-ban
csokkentette egyes Gram-negativ torzsek (ATCC 11105 E. coli, 3 MRKP és 5 MACI)
csiraszamat, Osszességében, az atlagolt Antibakterialis Aktivitasi Ertékek alapjan nem

volt szignifikans antibakterialis hatékonysaga a Gram-negativ torzsekkel szemben.

Sajat eredményeink és az irodalmi adatok alapjan az eziist-sok hatékonyak a Gram-
pozitiv koérokozokkal szemben, de tovabbi kutatdsok szilikségesek olyan modszer
kidolgozasahoz, amivel az eziistvegyiiletek valoban hatékonyan alkalmazhatoak a
Gram-negativ baktériumok ellen is. Egy lehetséges megoldas a kiilonbozo
antimikrobidlis hatéanyagok kombinacioja. Példaul Arain és mitsai. kitozénnal
kombinaltdk a T27-22-Silver hatéanyagot. Az igy kikészitett szdvet magasabb
antibakterialis aktivitast mutatott a megvizsgalt S. aureus és E. coli izolatummal

szemben [215].

Kisérletiinkben az ATCC S. aureus és a MRSA torzsek hasonld tuléloképességet

mutattak mind a kétféle antimikrobidlis textilidn. Véleményiink szerint azonban
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mindenképpen érdemes mas Gram-pozitiv fajokat is tesztelni a hatékonysagvizsgalatok
soran, hiszen példaul a VRE izolatumok is ellenallobbak az élettelen, szaraz textil
feliilleteken. A megvizsgalt ATCC E. coli sztenderdek alacsony szarazsagtiirésiik és a
hatoanyagokkal = szembeni  érzékenységilk  miatt  kevéssé  alkalmasak a

hatékonysagvizsgalatokra.

7.2.2.3 Fajon beliili 6sszehasonlitds eredményei

Az irodalmi adatok alapjan a baktériumok tuléloképessége széles hatarok kozott
valtozhat ¢élettelen feliileteken. A visszatenyészthet0ség iddtartama néhany ora és akar
46 honap kozott is valtozhat az altalunk vizsgalt baktériumcsoportok esetében [126,
132]. Hatvan MDRB torzs talélését vizsgaltuk kiilonbozo textiliak feliiletén. Az egy
fajhoz tartozd Dbaktériumtorzsek taléloképessége 1-4 nagysagrendnyi eltéréseket
mutatott. A jelenség elemzéséhez molekularis genetikai jellemzdik alapjan
csoportositottuk a torzseket, majd Osszehasonlitottuk a csoportok tuléléképességét
kezeletlen ¢és antibakterialis feliileteken. Eredményeink ramutattak, hogy szamos
tényezd és paraméter befolyasolhatja a baktériumok tulélési képességét egy-egy fajon
belill is. Az altalunk vizsgalt térzsek szdma azonban nem elegendd az Gsszefiiggések

részletes feltarasahoz, ahhoz tovabbi, atfogo vizsgalatokra van sziikség.

Az egyik vitatott kérdés a magas kockazatu, globalisan elterjedt, jarvanyokozo és a
sporadikus megjelenésti vagy minor klonok tulélésé kozotti kiilonbség kezeletlen
felileteken [227-229]. Az egyik magyarazat szerint az egész vilagon elterjedt,
pandémias baktériumklonok altalaban magas virulenciajiiak, tobbféle antibiotikummal
¢és akar nem-antibiotikum tipust antimikrobidlis hatéanyaggal szemben is ellenalloak,
képesek tulélni élettelen, szaraz feliileteken, €s gyorsan elszaporodnak, ha megfeleloek
a koriilmények. Ezek alapjan nem meglepd, hogy a pandémids kloénokhoz tartozo
torzsek nagyobb tuléloképességgel rendelkeznek az élettelen feliileteken, mint a
sporadikusan megjelend minor klonok tagjai. Ugyanakkor ismert tény, hogy a
rezisztenciagének hordozasa, halmozasa a bakterialis fitnesz csokkenéséhez vezethet,
kiilonosen a Gram-pozitiv fajok esetében. Ennek kovetkeztében az érzékeny, vagy
mérsékelten rezisztens izolatumok életképesebbnek bizonyulhatnak egy antibiotikum-,
vagy biocidmentes kornyezetben, mint a multidrog-rezisztens baktériumok [230].
Kutatdsunk soran az elsésorban kozosségben terjedd, az antibiotikumok sziikebb

spektrumaval szemben rezisztens CA-MRSA torzsek szignifikansan magasabb
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csiraszamban ¢éltek tal kezeletlen lepeddn, mint a nozokomialis fertézéseket okozd HA-

MRSA torzsek.

Két masik vitatott kérdés a magas kockazati és minor klonokhoz tartozé torzsek kozotti
kiilonbség az antimikrobialis szerekkel szembeni érzékenységében [157, 231], illetve az
antibiotikum és nem-antibiotikum tipusi hatdéanyagok kozotti keresztrezisztencia
fennallasa [153, 157, 167, 232-234]. Az egymasnak latszolag ellentmond6 irodalmi
adatok hatterében az antimikrobialis szerek hatdsmechanizmusanak, illetve a
megvalaszolasdhoz minél tobb informéciot kell gylijteni a kiillonb6z6 antimikrobialis
hatéanyagok és genetikailag jol jellemzett torzsek kozotti 6sszefiiggésekrol. Kutatdsunk
soran Osszehasonlitottuk a kétféle glikopeptid-rezisztenciaval (vanA ¢és vanB)
rendelkezd VRE torzsek tulélését. A kombindlt antibiotikum-rezisztencidt (vankomicin
¢és teikoplanin) okoz6 vanA génklaszterrel rendelkez6 VRE torzsek szignifikdnsan
nagyobb tuléloképességet mutattak a T99-19-QAC antibakterialis lepedékon, mint a
vanB (vankomicin-rezisztens) hordozok. Hasman és mtsai. leirtak egy plazmidon kodolt
réz-rezisztenciagént (tcrB), mely genetikailag kapcsolt a vanA, illetve egyéb
antibiotikum-rezisztenciagénekhez (pl. ermB) [235]. Lehetséges, hogy hasonlé jelenség
all a vanA VRE torzseink magasabb QAC tolerancidjanak hatterében is. Ennek

felderitése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Egy adott baktériumfajon beliill nem csak a globalisan elterjedt, magas kockazatu és
sporadikus csoportok, de a kiilonb6z0 magas kockéazatu klonokhoz tartozd torzsek
tuléloképessége kozott is lehet kiillonbség. A CC1 klondlis komplexhez tartozo MACI
torzseink szignifikdnsan nagyobb csiraszamban ¢€ltek til kezeletlen lepedon, mint a CC2
MACI torzsek. Ugyanakkor a T27-22-Silver antibakteridlis lepedd szignifikdnsan
nagyobb antibakterialis hatékonysagot mutatott a CC1 MACI torzsekkel szemben. 2010
ota a CC2 MACI torzsek ardnya vilagszerte emelkedik. 2005 ¢és 2010 kozott
Magyarorszagon az izolatumok jelentds része a CC1 klonalis komplexbe tartozott, de
2010 és 2015 kozott a CC2 MACI izolatumok novekvo aranya volt megfigyelhetd [58].
A jelenség hatterében akar a CC2 MACI izolatumok antimikrobialis szerekkel szembeni
nagyobb toleranciaja és az eziist [236], illetve QAC hatoéanyagok [237] gyakori

egészségiigyi alkalmazasa is allhat.

A baktériumok nagy evoluciés potencidllal rendelkeznek, aminek kovetkeztében

szamos antimikrobialis szerrel szemben valhatnak rezisztenssé [165, 238-241]. A
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rezisztenciat okozd gének konjugativ plazmidok révén horizontalisan terjedhetnek az
egyes torzsek vagy fajok kozott [167, 235, 242], igy, akar egyetlen sikeresen
alkalmazkodott torzs is elegendd lehet barmely antimikrobialis szer elleni rezisztencia
globalis elterjesztéséhez [142, 243]. A nem-antibiotikum tipust antimikrobialis
szerekkel szembeni széleskorli rezisztencia elkeriiléséhez clengedhetetlen az
antimikrobialis szerek kortltekintd hasznalata és a mikrobialis

rezisztenciamechanizmusok tovabbi vizsgalata.

7.2.2.4 Antimikrobialis hatoanyagok alkalmazasanak korlatai

Eredményeink alapjan a T27-22-Silver leped6é a Gram-pozitiv korokozdokat hosszabb
idOtartam (egy napos inkubdcid) alatt szinte teljesen elimindlta, ugyanakkor egyik
megvizsgalt hatdéanyag sem volt alkalmas a MDR Gram-negativ korokozok
elpusztitasara. Felvetddhet a kérdés, hogy lehetséges-¢ novelni a megvizsgalt
antimikrobidlis textilidk hatékonysagat a fertdzésvesz€ly tovabbi, illetve gyorsabb
csokkentése érdekében. Egy fentebb mar emlitett lehetdség (7.2.2.2 fejezet) a textilidk
hatékonysaganak novelésére az antibakterialis szerek kombinécidja. Kang és mtsai.
QAC ¢és eziist nanorészecskék kombinaciojaval készitettek ki pamut textiliat, és a
kétféle hatdbanyag szinergista antibakterialis hatdst mutatott a Gram-negativ ATCC
15692 P. aeruginosa ellen [244]. Egy masik tanulmanyban az eziist-nanorészecskék
antibiotikumokkal (enoxacin (kinolon), kanamycin és neomycin (aminoglikozidok),
polikeptid (tetraciklin)) kombinacidban mutattak szinergista antibakterialis hatast
Salmonella Typhimurium izolatummal szemben [245]. Ugyanakkor az infekciokontroll
egyik alapelve az antibiotikumok koriiltekinté és célzott alkalmazasa. Az
antibiotikumok nagymennyiségli, altalanos célu hasznalata rezisztenciamechanizmusok
kialakulasahoz, a rezisztens korokozok kiszelektalodasahoz ¢és akar széleskori
elterjedéséhez vezethet.

Az antibakterialis hatékonysdg novelésének masik, talan legegyszeriibbnek tiind
szennyvizbe keriild antimikrobialis szerek mennyiségének novekedésével jarhat.
Budimir és mtsai. szerint a T99-19-QAC hatoéanyaggal kikészitett cellulézszalak
mosasallosaga kicsi [212]. A kikészitett textilia antibakterialis aktivitasa tiz mosasi
ciklust kdvetden teljesen megsziint. A QAC-vegyliletek bioldgiailag lebonthatoak aerob
koriilmények kozott, de ennél a folyamatnal altaldban gyorsabb az anaerob iiledékben

valo feldusulasuk [246, 247]. A nagy mennyiségben akkumulalodott QAC-vegyiiletek
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nemcsak mérgezéek a vizi és szarazfoldi szervezetekre, de jelenlétiik a biocid-

rezisztencia kialakulasanak esélyét is novelheti [246, 247].

Mosas, illetve hasznalat soran az eziistvegyiiletek is leoldédnak mind a kereskedelmi
forgalomban kaphatd, mind a laboratoriumi koriilmények kozott kikészitett szovetekrol
[216, 217]. Még nem teljesen vilagos, hogy a megndvekedett eziisthasznalatnak milyen
hatranyai, karos kovetkezményei lehetnek [248]. Az azonban biztos, hogy a hatéanyag
kimosddasa csokkenti az antibakterialis textilidk hatékonysagat, az eziisttel szennyezett
szennyviz veszélyezteti a vizi élévilagot [249], és az égési sériilések kezelése soran a

szervezetbe jutott eziist argyriat, illetve toxikus hepatitist okozhat [250].

Béarmilyen antibakterialis hatoanyagot is hasznalnak a textilidk kikészitéséhez, és akar
fizikai (elektrosztatikus kolcsonhatasok, van der Waals erdk), akar kémiai tUton
(kovalens kotés) rogzitik azt a szdvethez, a textilidk antibakteridlis hatékonysaga
folyamatosan csokken a haszndlat soran, és a hatdéanyagok egy része mindenképpen
kikeriil a természetbe. A gyenge mosasallosagra egy lehetséges megoldas lehetne, ha az
antimikrobialis hatébanyagot Gjra és Ujra, a textilidk mosasi ciklusanak végén, példaul az
oOblitéssel egyiitt, vagy egy azt kdvetd bedztatas soran valdsitanak meg [130]. Optimalis
esetben a hatdanyag szennyvizbdl torténd megkotésével, visszanyerésével a kdrnyezet

terhelését is vissza lehetne szoritani.

7.3 Eziistrezisztencia

7.3.1 Eziistrezisztencia — K. pneumoniae

A kutatasunk soran vizsgalt 15 MRKP torzs 80%-aban sikeriilt eziist-rezisztenciat
indukalnunk. Teljes genom szekvenalas révén kutattuk az eziistrezisztencia
megjelenésének hatterében 4allo genetikai mechanizmusokat. Elemeztiik négy,
globalisan elterjedt, magas kockazatu, illetve egy minor klonhoz tartozo sziild — eziist-
rezisztenst MRKP torzspar, és ketté nem szoktathatd MRKP torzs genomjat.
Konjugéacios kisérletek segitségével vizsgaltuk az eziist-rezisztenciaért felelds
rendszerek horizontalis atvihetdségét. Az eziistrezisztencia mechanizmusat elsésorban
E. coli izolatumokon kutattak, de Randall és mtsai. 2014-ben egy K. pneumoniae
izolatumot is kivalasztottak a Sil-rendszer derepresszidjanak vizsgalatahoz [165], illetve
Siitterlin és mtsai. 2017-ben teljes genom szekvendlds révén vizsgaltdk egy ST20
szekvencia tipusu K. pneumoniae torzs Sil-génjeit ezilist-nitrathoz valo szoktatas elott és

utan [141].
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A szoktatasi kisérlet elott MRKP torzseink AgNOsz MIC értékei hasonldak voltak a
Randall és mtsai. altal publikalt értékekhez [165]. Siitterlin és mitsi. eredményeivel
Osszhangban, mi sem talaltunk mérhetd kiilonbségeket az eltéré genetikai jellemzdkkel
(szekvencia tipus, sil-gének hordozasa) rendelkezé torzsek AgNO3z MIC értékei kozott
[141]. A szoktatasi kisérlet soran 12 MRKP torzsink AgNOs: MIC értéke
nagymértékben megemelkedett (4-8 mg/l-r61 >8500 mg/l-re). Siitterlin és mtsai
hasonléan emelkedett MIC értéket (>512 mg/l) tapasztaltak nemcsak a K. pneumoniae,
de K. oxytoca, E. cloacae és E. coli izolatumok esetében is [141]. Eredményeink
ramutattak, hogy az eziist-rezisztens fenotipus megjelenése klonalitastol fliggetlen az
MRKP izoldtumok esetében. Az eziistrezisztencia néhany lépéses szoktatds soran
indukalhatonak bizonyult nemzetkozileg elterjedt, magas kockazatu (ST15, ST258,
ST11) és minor klonhoz tartoz6 MRKP-ban is. Ugyanakkor egy masik ST15-6s, egy
ST25-6s és egy ST274-es szekvencia tipusi MRKP torzsiinkben nem sikertilt eziist-

rezisztenciat indukalni a kisérlet soran.

Az ezist-rezisztens K5024 (ST274) nem hordozta a CHASRI rendszert, ezzel
alatdmasztva, hogy az eziist-rezisztens fenotipus megjelenéséhez nem sziikséges
plazmidon hordozott eziist-homeosztazis gének jelenléte. Siitterlin és mtsai. szintén
sikerrel szoktattak AgNOs oldathoz egy sil-negativ K. pneumoniae izolatumot, de a
hattérben all6 genetikai mechanizmust nem vizsgaltak [141]. Egy E. coli torzs
vizsgélata soran Randall és mtsai. megallapitottak, hogy a kromoszomalisan kodolt
CusCFBA-rendszer expresszidjanak megemelkedése elegendd lehet az eziistionok
sejtbdl vald eltavolitasahoz, feltéve, hogy egyidejiileg az OmpC/F porinok is
hianyoznak a baktérium kiils6é membranjarol [165]. A K5024-S ¢és K5024-R torzsek
genomjat dsszehasonlitva talaltunk egy misszensz mutaciot a cusS génben (10. tablazat,
15. 4bra) és egy nonszensz mutaciét az ompK36 génben (Q261%*; * jelentése stop
kodon), ami az E. coli-kban talalhato ompC gén homologja [251]. Ezek az eredmények
megerdsitik Randall és mtsai. kovetkeztetéseit, és egyben bizonyitjak, hogy a mutaciok

ilyetén kombinacidja a K. pneumoniae torzsekben is eléfordulhat.

Bar a CHASRI rendszer jelenléte nem feltétele az eziist-rezisztens fenotipus
kialakulasanak, a sziget egy vagy tobb kopidban vald hordozasa novelheti a megfeleld
mutaciok megjelenésének esélyét. A teljes genom szekvenalas soran megvizsgalt
torzseink koziil mind a négy CHASRI hordoz6 MRKP eziist-rezisztenssé valt a

szoktatas soran. Ugyanakkor a harom CHASRI rendszer nélkiili MRKP torzs koziil csak
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egynek az AgNOs MIC értékei emelkedtek meg. Siitterlin és mtsai. 12
Enterobacteriaceae torzs esetében a silS génben (két szegmens valamelyikében: 629-
725 bp vagy 919-1054 bp) talaltak egypontos nukleotid polimorfizmusokat (single
nucleotide polimorphism — SNP) [141]. A K6004-R, K5132-R és a K5442-R torzseink
K5132-R esetében a silR-ben is volt mutacid, de Siitterlinék ezt a gént nem vizsgaltak).
Ugyanakkor a szintén CHASRI hordozo K5149-R torzs esetében a cusS génben
azonositottunk aminosavcserét (10. tablazat, 15. &bra). Feltételezziikk, hogy a
kromoszomalis és plazmidon hordozott eziist-homeosztazis és rezisztenciarendszerek
kooperacioja kovetkeztében, mind a cusS, mind a silS gének mutaciéi kivalhatjak a
CusCFBA ¢és SIICFBA effluxrendszerek génjeinek folyamatos expressziojat, ami eziist

rezisztenciahoz vezet.

Randall és mtsai. megallapitottak, hogy a Sil-rendszer mutacioi révén eziist-rezisztenssé
valt Enterobacteriaceae torzsek fitnesze (0,91+0,04 és 0,98+0,02) csak jelentéktelen
mértékben tér el a sziil6 torzsekétdl eziist-mentes kornyezetben [165]. Ugyanakkor a
kromoszoémalis cusS és ompR gének mutacidja kovetkeztében  kialakult
eziistrezisztencia mérhetd fitnesz csokkenést okozott az altaluk vizsgalt E. coli torzs
esetében (rezisztens torzs relativ fitnesze 0,71+0,02) [165]. Kutatasunk alapjan a MRKP
torzsek esetében nemcsak a Sil-rendszer (relativ fitnesz: 0,97+0,07), de a
kromoszomalis cusS gén (relativ fitnesz: 0,92+0,05) okozta eziistrezisztencia sem jelent

érdemleges novekedési hatranyt eziist-mentes kdrnyezetben.

Sub-MIC koncentracioja AgNOs jelenlétében a K5024-S, K5312 és a K5825 torzsek
alacsonyabb novekedési képességet és a novekedés exponencialis fazisanak iddbeli
eltolodasat mutattdk a CHASRI rendszert hordozo torzsekhez képest (16. abra).
Feltételezziik, hogy a ndvekedési hatrany oka az expresszalt effluxpumpék alacsonyabb
szama a bakterialis membranban, ami a CHASRI rendszer hianydnak a kdvetkezménye.
A CHASRI-val nem rendelkezé torzseknek tehat nemcsak kevesebb regulator génjiik
van, melynek mutdcidja révén megjelenhet az eziist-rezisztens fenotipus, de a
novekedési képességeik is alacsonyabbak eziistionok sub-MIC koncentracidju
jelenlétében. Az elméletiinket alatdmasztja a K5149-R torzs alacsonyabb ndvekedése
315 uM AgNOs koncentracié jelenlétében az 5 uM AgNOsz tartalmu BHI leveshez
képest (10. tablazat). Ennek oka az lehet, hogy a K5149-R t6rzsben a SilR regulator gén

funkcioképtelenné valt az ISEc23 elem inszercidja miatt, aminek kovetkeztében a
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SIICFBA effluxrendszer expresszidja lecsokkent a funkcioképes SilR gént hordozé

torzsekhez viszonyitva, alacsonyabb novekedési képességet okozva.

Eziistvegyiiletek jelenlétében a CHASRI rendszer hordozéasa fontos szelekcids elonyt
jelenthet a baktériumok szdmara, egyrészt a nagyobb névekedési képesség, masrészt az
ezilist-rezisztens fenotipus megjelenésének megnovekedett esélye miatt. A CHASRI
hordozasarol nincsenek még adatok, de Siitterlin és mtsai. a Sil gének hordozasat mar
vizsgaltak egy felmérésben. Megallapitottak, hogy a Svédorszagban izolalt 129 korhazi
K. pneumoniae izolatum 41%-a hordozott valamilyen sil gént [141]. Eredetileg csupan
az izolatumok 3%-a mutatott eziist-rezisztens fenotipust, de Siitterlin és mtsai. illetve
sajat eredményeink alapjan tudjuk, hogy egyetlen mutacio elegendd az Ag" MIC

értékek drasztikus megemelkedéséhez.

A CHASRI rendszer horizontalis atvihetdségét konjugacios kisérletek révén vizsgaltuk.
Deshpande és mtsai. 1994-es tanulmanyaban az eziistrezisztencia konjugacid révén
horizontalisan atvihetének bizonyult egy A. baumannii izolatumbdl az E. coli K12-es
torzsbe [242], de legjobb tudomasunk szerint mi irtuk le eldszor az eziistrezisztencia
gének sikeres atvitelét K. pneumoniae és E. coli torzsek kozott. In vitro kisérleteink
soran egy ST15 és egy ST11 szekvencia tipusit MRKP torzsnél is sikeres volt az eziist-
rezisztenciat okozo gének horizontalis atvitele.. Az egyetlen mutaciot (SilS gén; (10.
tablazat, 15. abra) hordozo6 p5442 plazmid felvételével az E. coli K12 térzs AQNO3 MIC
értéke a donor MRKP torzsével azonos szintre emelkedett. Ezzel sikeriilt bizonyitanunk
Siitterlin és mtsai. elméletét, miszerint a SilS génben egyetlen misszensz mutacio
elegend0 az ezilist-rezisztens fenotipus megjelenéséhez [141]. A p5442 plazmid
analizise soran kideriilt, hogy a CHASRI rendszer antibiotikum-rezisztenciagénekkel
egylitt kertilt at a recipiens E. coli térzsbe. Ez azt jelenti, hogy a CHASRI terjedését a
kiilonb6zd baktériumtorzsek és fajok kozott az antibiotikumok szelekcids nyomasa
elésegitheti. Mindkét konjugacioés plazmid hordozta a RelBE3 toxin-antitoxin (TA)
rendszert, ami fontos szerepet jatszik a plazmidok megtartdsdban, ugyanis a ,,post-
segregational killing” hat4s miatt a plazmid nélkiili utodsejtek elpusztulnak. A RelBE3
rendszer két részbdl all, egy stabil toxinbol (mRNS-t hasitd RelE fehérje) és egy instabil
antitoxinbol (RelB fehérje, ami toxin-antitoxin komplex kialakitasaval semlegesiti a
toxint) [252]. Ha a baktérium elvesziti a TA rendszert hordozo plazmidjat, akkor a stabil

toxin molekulak az instabil antitoxin fehérjék lebomlasa utan elpusztitjak a baktérium
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sejtet. Tehat a RelBE TA rendszer jelenléte a CHASRI hordozé plazmidokon biztositja

az eziistrezisztencia fennmaradasat mind a donor, mind a transzkonjugans sejtekben.

Az ezistrezisztencia kialakuldsa és elterjedése hatassal lehet az eziisttartalmu
antimikrobialis textilidk alkalmazhatosagara is. Finley és mtsai. kisérletében egy-egy
eziist-rezisztens K. pneumoniae és E. cloacae izolatummal szemben tobbféle, a
kereskedelmi forgalomban kaphatd eziisttartalmu kotszer is hatastalannak bizonyult
[253]. Finley és mtsai 50 ml (10° CFU/ml) baktériumszuszpenzioba helyezték a 31 mm
atméroju kotszer korongokat, és folyamatos razatas mellett vizsgaltdk a baktériumok
szamat. Eredményeikkel szemben az altalunk megvizsgalt 13 MRKP sziilo ¢és eziist-
rezisztens leszdrmazott torzs tuléloképessége nem mutatott szignifikéns kiilonbségeket
sem a kontroll, sem a T27-22-Silver lepeddn. A kiilonbség oka az lehet, hogy mi szaraz
feliileteken valo talélést vizsgaltunk és az MRKP torzsek igen érzékenynek bizonyultak
a kiszaradassal szemben. Eziisttartalmu taplevesben a mi eziist-rezisztens torzseink is

magasabb novekedési képességeket mutattak.

Kutatasunk bebizonyitotta, hogy az eziist-rezisztens fenotipus eziistmentes
kornyezetben is tartésan fennmaradhat, rdaddsul konjugacié révén horizontalisan
terjedhet a kiillonbozd baktériumtorzsek, illetve fajok kozott. A nemzetkozileg elterjedt,
magas kockazatu K. pneumoniae klonok CHASRI hordozasa és eziist-rezisztenciajanak
indukalhatosaga aggodalomra adhat okot, mivel veszélyeztethetik az eziistvegyiiletek
egészségiigyl alkalmazasanak hatékonysagat. Megfigyeléseink hangstlyozzak az
eziisttartalmu termékek koriiltekintd hasznalatanak sziikségességét, kiilonosen a Sil-
gének gyakori hordozasanak [141, 254], illetve az eziistrezisztencia Enterobacteriaceae

izolatumokban torténd, akar in vivo megjelenésének ismeretében [141, 253].
7.3.2 Eziistrezisztencia — A. baumannii

A szoktatasi kisérletiink soran vizsgalt 15 MACI torzs egyikében sem sikeriilt eziist-
rezisztenciat indukalnunk. Randall és mtsai. 2015-ben publikalt A. baumannii
izolatumokkal végzett kisérletei szintén Sikertelenek voltak [165]. Legjobb tudomasunk
szerint eddig minddsszesen kettd eziist-rezisztens A. baumannii izolatumrol szolo
publikacid jelent meg. Az els6, 1994-es tanulmanyban Deshpande és mtsai. irtak le egy
kornyezeti eredetii, eziist-rezisztens (MIC-érték: 1 mM Ag") A. baumannii izolatumot
[242]. Plazmid eliminacids kisérlettel, illetve sikeres transzkonjugacio és transzformacio

révén bizonyitottak, hogy az eziist-rezisztenciagének egy 54 kbp méretli plazmidon
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(pUPI199) helyezkedtek el. Az eziistrezisztencia stabilitasa alacsony volt, eziistmentes
kornyezetben 9,4%-os fennmaradast mértek a szerzok. A transzformans E. coli DH5a
(pUPI199) eziistmentes kornyezetben csokkent novekedési képességeket mutatott a
recipiens torzshoz képest. A masodik, 1998-as tanulmanyban Shakibaie és mtsai. irtak
le egy klinikai eredetii, eziist-rezisztens (MIC-érték: 4 mM Ag*) A. baumannii
izolatumot [255]. Az el6zéekben emlitett modszerekkel bizonyitottak, hogy az eziist-
rezisztenciagének plazmidon kodoltak. A torzsek eziistfelvételének vizsgélata alapjan
egy eziistkotd fehérjét irtak le a rezisztencia hatterében [256]. Az emlitett publikaciokon
kiviil csak kozvetett bizonyitékok vannak az Acinetobacter spp. baktériumokban
eléfordulod eziistrezisztenciara. Példaul Singh és mtsai. egy A. calcoaceticus izolatum
sejtmentes kivonatat hasznalva AgNOs oldatbol nanoeziistot allitottak el [257]. Az
eziistot oxidalni képes fehérjék ritkasagara utal, hogy 18 kiprobalt Acinetobacter sp.

izolatumbdl csak egynél volt sikeres a kisérlet.

Az eziist-rezisztens Acinetobacter spp. izolatumok ritka eléfordulasara magyarazatot
adhat a nemzetségben elterjedt réz-homeosztazis €s eziistrezisztencia rendszerek tipusa.
A kromoszémalis Cue- és Cus-, illetve az elészor plazmidon leirt Pco-rendszer
jelenlétét harommillio éves, permafroszt talajmintakbol szarmazd Acinetobacter Iwoffii
[258] és 2004-2009 kozott izolalt, klinikai eredeti A. baumannii torzsekben is
bizonyitottak [259]. Ugyanakkor sem a CHASRI-rendszert, sem O6nmagukban a sil-
géneket [260] nem sikeriilt eddig kimutatni az Acinetobacter nemzetségben. Marpedig a
kromoszémalis Cue- és Cus-rendszerek Onmagukban (egyéb mechanizmusok, pl.
porinok elvesztése nélkiil) csupan alacsony szintii réz- és eziistrezisztenciat okozhatnak.
A CHASRI hordozasa azonban névelheti a baktérium réz- és eziistrezisztenciajanak
mértékét. Ezt bizonyitja Stachlin és mtsai. kisérlete, melyben a CHASRI konjugécioval
torténd felvétele megharomszorozta a kromoszoémalis Cue- és Cus-rendszerekkel
rendelkezd, recipiens E. coli réztolerancia értékét [158]. Az altalunk vizsgalt CHASRI
hordozé6 MRKP ¢és transzkonjugans E. coli térzsek Ag™ MIC-értékei (50 mM Ag") is
jelentésen magasabbak voltak, mint Deshpande és mtsai. (MIC-érték 1 mM Ag") [242],
illetve Shakibaie és mtsai. (MIC-érték: 4 mM Ag™) [255] altal leirt, eziist-rezisztens A.
baumannii izolatumoké. Siitterlin és mtsai. definicidja alapjan (MIC > 3 mM Ag') az
elobbi torzs nem is szamitana eziist-rezisztensnek. Kisérleteink soran azt is
megallapitottuk, hogy a CHASRI hordozasa ndvelheti az eziistrezisztencia

kialakulasanak esé€lyét, eziist jelenlétében pedig a baktériumok fitneszét is. Mindezek
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figyelembe vételével gy gondoljuk, hogy a MACI torzsek esetében az
eziistrezisztencia indukalasanak sikertelenségét a sil-gének, illetve a CHASRI-rendszer

hianya okozhatta.
7.4 Eredményeink hasznosithatosaga

Az egészségligyi fert6zések megeldzéséhez -elengedhetetlen az infekciokontroll
protokollok betartasa (pl. megfeleld sterilizalas, fert6tlenités, aszeptikus betegellatas,
antibiotikumpolitika, folyamatos tovabbképzések). Bizunk benne, hogy a MDRB
tuléloképességével (12. tablazat) és az eziistrezisztencia indukalhatosagaval kapcsolatos

eredményeink hozzajarulhatnak a betegbiztonsag ndveléséhez.

Vizsgalt Gram-negativ Gram-pozitiv
koriilmény MRKP MACI MRSA VRE
,»KONTROLL” gyenge erds kozepes erds

 TOROLKOZ®” T ™ ™ ™

LTEST? N N N N
, TAPANYAG” T — ™ —
POLIESZTER” — J ™ N

T99-19-QAC J E J K J K J H
T27-22-Silver J H J NJ J

12. tabldzat: Osszefoglalé tabldzat az 6t vizsgalt kbrnyezetei koriilmény (1. tablazat) és
a kétféle antimikrobialis hatoanyag hatasarol a 15-15 MRKP, MACI, MRSA és VRE
torzs feliileti tuléloképességére. A ,,KONTROLL” koriilmény sorban a négy

baktériumcsoport egymashoz viszonyitott atlagos tuléloképességet jellemeztem egy-egy
széval. A, T és ,, 7 szimbolumok a baktériumcsoportok szignifikansan magasabb,
illetve alacsonyabb tuléloképességét jelzik a ,,KONTROLL™ koriilményhez képest
(pdrositott t-teszt, p<0,05). A M7 és ,B” szimbélumok mutatiik, hogy az
antimikrobialis lepedo alkalmazasa ajanlhato vagy nem ajanlhato a baktériumcsoport
okozta feliileti kontamindcié csékkentéséhez (Antimikrobidlis Aktivitds Erték alapjan).

Egészségiigyi szempontbol relevans id6tartamokat, feliileteket és MDRB-csoportokat
vizsgdlod kisérleteink aldtdmasztottdk, hogy a kontaminalt egészségiigyi textilidk
fert6zésveszElyt jelenthetnek. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt kérnyezeti paraméterek
szignifikdnsan befolyasolhatjdk a MDRB tuléloképességét textil felileteken (12.
tablazat). A pamut torolkozok biztositottak a legmegfeleldbb koriilményeket a MDRB
fennmaradasahoz, de a szerves anyagok jelenléte is novelheti tuléloképességiiket.

Feltételezhetjiik, hogy a széklettel, vérrel, verejtékkel, nyallal stb. szennyezett
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egészseégligyl textiliak hasonld hatast mutathatnak. Megallapitottuk, hogy a 35 °C-0s
hémérséklet csokkenti a MDRB taléloképességét. Hasonldo homérsékleti koriilmények
fordulhatnak el6 példaul a lazas beteg testével szoros kontaktusban 1évé, vagy sebek
kotozésére hasznalt textiliak (pl. kotszerek, polyak) esetében. llyen helyzetekben a
baktériumok mellett szerves szennyezdanyagok is a textiliakra keriilhetnek (pl. verejték,
sebvaladékok), ezért ezek egyiittes hatdsdnak vizsgalata érdekes lehet a késdbbi
kutatasok soran. A textilidk kémiai Osszetétele eltérden befolyédsolta a Gram-negativ és
Gram-pozitiv MDRB tuléloképességét. Ennek ismerete hasznosnak bizonyulhat a
fertdzések, jarvanyok forrasanak felkutatdsa soran. Osszességében megallapithatjuk,
hogy az egészségiigyi textilidk okozta fertézésveszély csokkentése érdekében
nélkiilozhetetlen a mosasi protokollok szigort betartasa, kiilonds tekintettel a textilidk
gyakori cseré¢jére és magas hdéfokon torténd, fert6tlenitd mosasara. A torolkozok tobb

személy altali, kozos haszndalata szigortian keriilendo.

Eredményeink alapjan az eziisttartalmu kikészitdszerek hatékonyan csokkenthetik a
Gram-pozitiv MDRB okozta kontaminacié mértékét (12. tablazat), igy egészségiligyi
alkalmazasuk novelheti a betegbiztonsagot. Ugyanakkor egyik vizsgalt antibakterialis
textilia sem volt képes eliminalni a Gram-negativ MDRB-at, ami tovabbi kutatasokat
tesz sziikségessé. Az antimikrobialis hatdoanyagok Osszehasonlitod elemzése soran levont
kovetkeztetéseink iranymutatéak lehetnek a jovébeni kutatasok moddszertananak

kidolgozésaban.

Eredményeink felhivjak a figyelmet az eziistrezisztencia kialakulasanak, elterjedésének
lehetOségére, ¢és ezaltal az antimikrobidlis szerek koriiltekintd hasznalatanak
szlikségességére. Az eziistvegyiiletek megfontolt, csak indokolt esetekben (pl.
immunszupresszalt vagy sulyosan fertdzé betegek apoldsa soran, intenziv és csecsemd
intenziv osztalyokon, égési sériilések és egyéb sulyos borfertdzések esetén) torténd
alkalmazasa hozzdjarulhat a hatéanyag alkalmazhatosdganak hosszii  tava

megorzésehez.
8 ZARO KOVETKEZTETESEK, TEZISPONTOK

8.1 MDR baktériumok tuléloképessége kezeletlen textiliakon

Legjobb tudomasunk szerint eldszor kutattuk kvantitativan nagyszamu, genetikailag jol

jellemzett, a nemzetko6zi epidemiologiai viszonyokat reprezentalo MDRB torzs talélését
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alapvetd korhazi koriilményeket modellezve. Eredményeink alapjan a MDRB barmely
megvizsgalt textilidra keriilve fertézésveszélyt jelenthetnek. A MACI és VRE torzsek
mutattak a legmagasabb, a MRKP torzsek a legalacsonyabb ttléloképességet.

Megallapitottuk, hogy a kornyezeti korilmények (tapanyagok jelenléte, textiliak
anyagosszetétele €s szovése, a kornyezet homérséklete és paratartalma) szignifikdnsan
befolyasolhatjak a MDRB kezeletlen textilfeliileteken valo talélését. Minden MDRB
szignifikansan magasabb tuléloképességet mutatott frottir 100% pamut torolkdzon, mint
a kontrollként hasznalt vaszonkdtésti pamut lepeddn. Elméletiink szerint a torolkozo
feliiletén a baktériumsejtek lassabban szaradnak ki, ami csokkenti a vizelvonas okozta

membran, fehérje és nukleinsav karosodas mértékét és noveli a taléloképességet.

A tapanyagok jelenléte szignifikdnsan novelte a MRKP ¢és MRSA torzsek
tuléloképességét a tapanyagszegény inokulald kozeggel dsszehasonlitva. Elméletiink
szerint a taplevesben 1év0 szerves anyagok a biofilmképzd baktériumok altal termelt
exopoliszacharidokhoz hasonléan megkotik a vizmolekuldkat lassitva a sejtek
kiszaradasat és novelve a taléloképességet. Az elméletet igazolja, hogy a tapanyagok
jelenléte csak a szaritdssal szemben érzékenyebb MRKP és MRSA  torzsek

tulélokeépességét novelte, a szaritassal szemben ellenallo MACI és VRE torzsekét nem.

A textilia kémiai 0sszetétele eltéré modon befolyasolta a Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériumcsoportok tuléloképességét. A Gram-pozitive MRSA ¢és VRE torzsek
szignifikdnsan magasabb, a Gram-negativ MACI torzsek szignifikdnsan alacsonyabb

tulélokeépességet mutattak 100% poliészter lepeddn, mint 100% pamut lepeddn.

A testhez kozeli textiliat modellezd kisérletben, magasabb hémérséklet és paratartalom
mellett minden MDRB alacsonyabb tuléloképességet mutatott, mint kontroll
koriilmények kozott. Ennek oka lehetett, hogy alacsonyabb hdmérsékleten, alacsonyabb
aktivitast mutatnak a baktériumok, igy konnyebben elérhetnek egy nyugvo allapotot,

ami noveli a taléloképességiiket.

Eredményeink segithetik a MDRB egészségiligyi intézményekben valo terjedésének
alaposabb megértését, hasznosnak bizonyulhatnak a fertézések, jarvanyok forrasanak
felkutatasa soran, illetve hozzajarulhatnak az infekciokontroll — protokollok

fejlesztéséhez.
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8.2 Antibakterialis textilidk hatékonysaga

Legjobb tudomasunk szerint el6szor vizsgaltuk meg két, a textiliparban széles korben
alkalmazott antimikrobidlis hatdanyagot tartalmazo kikészitészer (Sanitized T27-22-
Silver és T99-19-QAC) hatékonysagat nagyszami, genetikailag jol jellemzett, a
nemzetkozi epidemioldgiai viszonyokat reprezentdlo MDRB torzzsel szemben. Az
adatok elemzéséhez kétféle, a tudomanyos publikaciokban gyakran leirt modszert
hasznaltunk. Az eredményeket Osszevetettik négy, a kutatasok soran gyakran

alkalmazott ATCC sztenderd torzs elleni hatékonysagi adatokkal.

Az eziist-klorid tartalmu T27-22-Silver hatéanyag szignifikdns antibakterialis
hatékonysagot mutatott a Gram-pozitiv. MRSA ¢és VRE baktériumok ellen. Egyik
antibakterialis hatéanyag sem mutatott szignifikdns antibakteridlis hatékonysagot a

multidrog-rezisztens Gram-negativ MRKP és MACI torzsekkel szemben.

Az ATCC 25923 ¢és ATCC 6538 S. aureus ¢és az MRSA torzsek hasonld
tuléloképességet mutattak a kezeletlen és az antibakteridlis textilidkon egyarant, ezért
ezen sztenderdek hasznalata ajanlhatdo a hatékonysagvizsgalatok soran. Meg Kkell
jegyezniink azonban, hogy vannak a szdraz feliileten magasabb tuléléképességet mutato
baktériumfajok is példaul az altalunk is vizsgalt VRE. Az ATCC 25922 és ATCC
11105 E. coli torzsek valamennyi textilia felilletén alacsonyabb taléloképességet
mutattak, mint a multidrog-rezisztens Gram-negativ baktériumok, igy alkalmazasuk
nem javasolt a talélési kisérletek és hatékonysagvizsgalatok soran.. Ezen sztenderdek
hasznalataval alulbecsiilhetd a Gram-negativ baktériumok altal szennyezett feliiletek
okozta fertézésveszély, illetve talbecsiilhetd az antibakterialis hatdéanyagok
hatékonysaga. Az antibakterialis hatékonysag méréséhez koriltekintden kivalasztott,
bizonyitottan jol tGlél6 MDRB torzsek hasznélatit, az eredmények elemzéséhez az

Antibakterialis Aktivitas Ertéket javasoljuk.

Az  antimikrobialis  hatéanyagok hatékonysagidnak elemzése sordn levont
kovetkeztetéseink iranymutatoak lehetnek a jovObeni kutatdsok modszertandnak

kidolgozéséaban.
8.3 Eziistrezisztencia (multidrog-rezisztens K. pneumoniae)

Legjobb tudomasunk szerint eldszor vizsgaltuk globalisan elterjedt, magas kockazata
(ST15, ST11, ST258), illetve minor klonokhoz (ST274, ST25) tartozo MRKP torzsek

ezlist-rezisztencidjanak indukalhatosagat, a kialakult eziistrezisztencia hatterében allo
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genetikai mechanizmusokat, a sziil6 — eziist-rezisztens leszdrmazott torzsparok fitneszét,

¢s az ezlist-rezisztenciaért felelds rendszerek horizontalis atvihetdségét.

15 MRKP torzsbol 12-t sikeriilt hozzaszoktatni az eziist-nitrathoz (AgNO3z MIC sziil6
torzsek: 4-8 mg/l, Ag-rezisztens torzsek: >8500 mg/l). Eredményeink ramutattak, hogy
az ezlist-rezisztens fenotipus megjelenése klonalitastol fiiggetlen az MRKP izolatumok
esetében. Az eziistrezisztencia indukalhatonak bizonyult mind globalis, magas
kockazata (ST15, ST258, ST11), mind az ST274 minor MRKP klénok esetében. Az

ezlist-rezisztens fenotipus eziist nélkiil is stabilan fennmaradt.

Legjobb tudomasunk szerint mi irtuk le el0szor az eziistrezisztencia gének sikeres
atvitelét MRKP (ST15, ST11) és E. coli torzsek kozott. A CHASRI hordozo plazmidok
fennmaradasat a RelBE toxin-antitoxin rendszer biztositotta a donor €s transzkonjugans
mtsai. elméletét, miszerint az eziistrezisztencia kialakuldsdhoz elegendd a CHASRI
rendszer silS génjének egypontos nukleotid polimorfizmusa. MRKP torzsekben elGszor
irtuk le az eziistrezisztencia kialakulasanak hatterében a kromoszomalis cusS és

ompK36 gének muticidit.

Megallapitottuk, hogy sem a CHASRI-rendszer, sem a kromoszomalis Cus-rendszer
mutécioi révén kialakult eziistrezisztencia nem jelent érdemleges novekedési hatranyt
eziistmentes kornyezetben. Eziistvegyiiletek jelenlétében a CHASRI rendszer hordozasa
fontos szelekcids eldnyt jelenthet a baktériumok szédmara, egyrészt a nagyobb
novekedési képesség, masrészt az eziist-rezisztens fenotipus megjelenésének

megnovekedett esélye miatt.

A nemzetkozileg elterjedt, magas kockdzatt MRKP klonok CHASRI hordozéasa az
eziistrezisztencia indukéalhatdsaga és horizontalis terjeszthetdsége révén veszélyeztetheti
az eziistvegyiiletek egészségligyi alkalmazasanak hatékonysagat. Eredményeink bdvitik
az ezust-rezisztencia kialakulasaval, molekularis mechanizmusaval, horizontalis
atvihetdségével kapcsolatos ismereteket, és felhivjak a figyelmet az antibakteridlis

hatéanyagok kortiltekint6 alkalmazasanak fontossagara.
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9 OSSZEFOGLALO

A MDRB okozta nozokomialis fertézések vilagszerte komoly problémat jelentenek. A
MDRB feliileti taléloképességének, az antibakterialis textilidk hatékonysaganak és az
antimikrobidlis szerek elleni rezisztencia mechanizmusdnak alaposabb megismerése
hozzajarulhat a fertézések megeldzését célzo intézkedések fejlesztéséhez. Kutatasunk
soran négy MDRB-csoport (MRKP, MRSA, MACI, VRE) 15-15, a nemzetkozi

epidemioldgiai viszonyokat reprezentalo torzsét vizsgaltuk meg kvantitativan.

Megallapitottuk, hogy a MDRB a megvizsgalt textilidkra keriilve fertézésveszélyt
jelenthetnek. A kornyezeti koriilmények (textilia anyagosszetétele, kotése, tapanyagok,
hémérséklet, relativ paratartalom) szignifikdnsan befolyasolhatjdk a tulélé MDRB
csiraszamat. Valamennyi MDRB pamut t6rolkoz6 feliiletén mutatta a legnagyobb, az
emberi test kozelségét modellez6 (35°C, 83% Rh, pamut lepedd) koriilményben pedig a
legalacsonyabb tuléloképességet. A tadpanyagok jelenléte szignifikdnsan novelte a
MRKP ¢és MRSA torzsek tuléloképességét. A Gram-pozitiv torzsek szignifikansan
magasabb, a Gram-negativ torzsek alacsonyabb tuléloképességet mutattak 100%

poliészter lepedon.

A T27-22-Silver lepedd szignifikdns antibakterialis hatékonysagot mutatott a Gram-
pozitiv baktériumok ellen, ugyanakkor sem a T27-22-Silver, sem a T99-19-QAC nem
eliminalta a MRKP és MACI torzseket. Az ATCC 25923 és ATCC 6538 S. aureus-ok
jol jellemzik az MRSA torzsek tulélését, de a kisérletekhez ajanljuk mas, magasabb
tuléloképességet mutatd Gram-pozitiv baktériumok (pl. VRE) alkalmazasat is. Az
ATCC 25922 és ATCC 11105 E. coli-k alkalmazasaval talbecsiilheté a hatdoanyagok
hatékonysaga a Gram-negativ patogének ellen. Az antibakteridlis hatékonysag

méréséhez az Antibakterialis Aktivitas Erték alkalmazasat javasoljuk.

Megallapitottuk, hogy az eziistrezisztencia néhany lépéses szoktatds soran indukalhaté
mind a magas kockazata (ST15, ST11, ST258), mind az ST274 minor MRKP klén
esetében. Bizonyitottuk, hogy az Ag-rezisztencia kialakulasahoz elegendé a CHASRI
rendszer silS génjének egypontos nukleotid polimorfizmusa. MRKP torzsekben el6szor
irtuk le az Ag-rezisztencia hatterében a kromoszomadlis cusS és ompK36 gének
mutécioit. Elészor irtuk le az eziistrezisztencia gének sikeres horizontélis atvitelét

MRKP (ST15, ST11) és E. coli torzsek kozott.
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10 SUMMARY

Healthcare-associated infections caused by multidrug-resistant bacteria (MDRB) are
among the most serious public health problems globally. The systematic studies of (i)
survival capability of MDRB on textiles, (ii) the effectiveness of antibacterial textiles
and (iii) the development and mechanism of biocide resistance can contribute to the
improvement of infection control protocols. We examined quantitatively the survival of
60 MDR strains of four healthcare-associated bacterial groups (15 MRKP, 15 MRSA,
15 MACI, 15 VRE) that correspond to global molecular epidemiological trends.

Each MDRB strain was able to survive on textiles in an extent to pose health risk. The
environmental conditions (weave and composition of textiles, nutrients, temperature,
relative humidity) can affect the number of CFUs of surviving MDRB significantly.
Each MDRB showed the highest survival capability on cotton towel and the lowest
survival in the condition that modelled close contact with a patient’s body (35 °C, 83%
Rh, cotton sheet). The presence of nutrients increased the survival capability of MRKPs
and MRSAs significantly. Compared to control the Gram-positive and Gram-negative
strains showed significantly higher and lower survival capability on 100% polyester

sheet, respectively.

The T27-22 Silver sheet showed significant antibacterial activity against Gram-positive
bacteria, but neither T27-22-Silver nor T99-19-QAC sheets were able to eliminate the
Gram-negative MRKPs and MACIs. The ATCC 25923 and ATCC 6538 S. aureus
strains had similar survival capability and biocide-tolerance to MRSAs, however we
recommend the examination of other, better-surviving Gram-positive bacteria (e.g.
VRES) as well. Using the ATCC 25922 and ATCC 11105 E. coli strains the efficiency
of antibacterial agents can be overestimated against MDR Gram-negative pathogens.

For antibacterial efficiency tests we recommend the use of Antibacterial Activity Value.

We found that silver-resistance can arise in high-risk (ST15, ST11, ST258) and in
ST274 minor MRKP clones as well. We proved that only one SNP in the silS gene
(CHASRI system) is sufficient condition to develop silver resistance. We first described
mutations in chromosomally encoded cusS and ompK36 genes causing silver resistance
in an MRKP strain. We proved that silver resistance genes can be horizontally
transferred from high-risk MRKPs (ST15, ST11) to E. coli strain.
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15 MELLEKLET

Tablazat A: 15 vizsgalt nozokomidlis K. pneumoniae torzs adatai. Félkover kiemeléssel és szines hattérrel az elokisérletben hasznalt torzseket
jeloltiik (zold: legalacsonyabb, sarga: median, piros: legmagasabb tuléloképességii torzs)

fai AMDRB | Abakteridlis | Mintavétel [ Jellemz§ antibiotikum Tipizalasi adatok WGS vizsgalatban a
réviditése torzs kddja ideje rezisztencia Klonalitas - szekvencia tipusok térzs kodja

Klebsiella pneumoniae | MRKP 06-5219-EB 2006 CTX-M-15 minor - ST274 -
Klebsiella pneumoniae | MRKP 08-5509-EB 2008 SHV-12, KPC-2 CG258 - ST258 -—-
Klebsiella pneumoniae | MRKP 98-312-EB 1998 SHV-2a minor - ST25 K5312
Klebsiella pneumoniae | MRKP 05-5149-EB 2005 CTX-M-15 CG14/15 -ST15 K5149
Klebsiella pneumoniae | MRKP 08-5024-EB 2008 SHV-2a minor - ST274 K5024
Klebsiella pneumoniae | MRKP 11-5723-EB 2011 CTX-M, DHA-1 CG258 -ST11 -—-
Klebsiella pneumoniae | MRKP 09-5132-EB 2009 SHV-12, KPC-2 CG258 - ST258 K5132
Klebsiella pneumoniae | MRKP 12-5802-EB 2012 CTX-M-15, VIM-4 CG14/15 - ST15 ---
Klebsiella pneumoniae | MRKP 12-5737-EB 2012 CTX-M-15, DHA-1 CG258 - ST11 ---
Klebsiella pneumoniae | MRKP 05-5442-EB 2005 CTX-M-15 CG258 - ST11 K5442
Klebsiella pneumoniae | MRKP 12-6004-EB 2012 CTX-M-15, VIM-4 CG14/15 - ST15 K6004
Klebsiella pneumoniae | MRKP 13-5668-EB 2013 CTX-M-15, VIM-4 CG14/15 - ST15 ---
Klebsiella pneumoniae | MRKP 05-5404-EB 2005 CTX-M-15 CG14/15 - ST15 ---
Klebsiella pneumoniae | MRKP 12-5825-EB 2012 CTX-M-15, OXA-162 CG14/15 - ST15 K5825
Klebsiella pneumoniae | MRKP 14-5029-EB 2014 CTX-M-15, VIM-4 CG14/15 - ST15 ---
Roviditések
MRKP Multidrog-rezisztens Klebsiella pneumoniae
CTX-M-15, SHV-2a, SHV-12 kildnb6z8 ESBL (extended spectrum-B-lactamase) gének
DHA-1 szerzett AmpC-tipusu B-laktamaz gén
KPC-2, VIM-4, OXA-162 kiilonboz6 tipusu karbapenemaz gének
CG Clonal group (klonalis csoport)
ST Sequence-type (szekvencia tipus)
WGS Whole Genome Sequencing (teljes genom szekvenalas)
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Tablazat B: A 15 vizsgalt nozokomialis A. baumannii térzs adatai. Félkover kiemeléssel és szines hattérrel az elokisérletben haszndlt torzseket

jeloltiik (zold: legalacsonyabb, sarga: median, piros: legmagasabb tuléloképessegii torzs)

fai A MDRB A.I.oaktefié.lis Mi|.1ta\./étel Jellemz()'. antibi?tikum Tipizalasi adatok
roviditése torzs kddja ideje rezisztencia Klonalitas - szekvencia tipusok
Acinetobacter baumannii | MACI 13-10020-MB | 2013 OXA-23, OXA-51 CC2-ST2
Acinetobacter baumannii | MACI 13-10034-MB | 2013 OXA-51, OXA-58 CC2 -ST2
Acinetobacter baumannii | MACI 13-10120-MB | 2013 OXA-23, OXA-51 sporadikus
Acinetobacter baumannii MACI 13-10266-MB | 2013 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii MACI 13-10347-MB 2013 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii MACI 11-10032-MB | 2011 OXA-51 CC2-ST2
Acinetobacter baumannii MACI 11-10095-MB 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii | MACI 11-10109-MB | 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii MACI 11-10130-MB 2011 OXA-51, OXA-58 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii MACI 11-10152-MB 2011 OXA-23, OXA-51 CC2-ST2
Acinetobacter baumannii | MACI 11-10111-MB | 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii | MACI 11-10182-MB | 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii | MACI 11-10160-MB | 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST1
Acinetobacter baumannii MACI 11-10089-MB 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST181
Acinetobacter baumannii MACI 11-10194-MB | 2011 OXA-23, OXA-51 CC1-ST81

Roviditések

MACI Multidrog-rezisztens Acinetobacter baumannii

OXA-23, OXA-58 karbapenem-hidrolizald, az Ambler-D osztédlyba tartozé 3-laktamdz gének
CC Clonal complex (klonalis komplex)

ST Sequence-type (szekvencia tipus)
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Tablazat C: A 15 vizsgalt nozokomidlis S. aureus torzs adatai. Félkover kiemeléssel és szines hattérrel az elokisérletben hasznalt torzseket

jeloltiik (zold: legalacsonyabb, sarga: median, piros: legmagasabb tuléloképességii torzs)

o AMDRS | Abakteridis | Mintavétel | GO TR Ty
roviditése | torzs kédja ideje rezisztencia Klonalitas - szekvencia tipusok

Staphylococcus aureus CA-MRSA HU-11-006 2011 mecA CC398 - ST398-IV
Staphylococcus aureus HA-MRSA HU-11-024 2011 mecA EMRSA-15 (ST22-1V)
Staphylococcus aureus HA-MRSA HU-11-054 2011 mecA EMRSA-15 (ST22-1V)
Staphylococcus aureus HA-MRSA HU-11-091 2011 mecA NewYork/Japan (ST5-11)
Staphylococcus aureus CA-MRSA HU-11-108 2011 mecA ST8-1V
Staphylococcus aureus | CA-MRSA 14-183-MS 2014 mecA ST45-1V
Staphylococcus aureus CA-MRSA 12-292-MS 2012 mecA ST1-1V
Staphylococcus aureus CA-MRSA 10-134-MS 2010 mecA ST1-IvV
Staphylococcus aureus | CA-MRSA 10-238-MS 2010 mecA ST37-1V
Staphylococcus aureus | HA-MRSA 11-186-MS 2011 mecA NewYork/Japan (ST5-Il)
Staphylococcus aureus HA-MRSA 06-65-MS 2006 mecA NewYork/Japan (ST5-11)
Staphylococcus aureus HA-MRSA 06-104-MS 2006 mecA NewYork/Japan (ST5-11)
Staphylococcus aureus HA-MRSA 06-196-MS 2006 mecA NewYork/Japan (ST5-11)
Staphylococcus aureus HA-MRSA 07-164-MS 2007 mecA EMRSA-15 (ST22-1V)
Staphylococcus aureus HA-MRSA 07-167-MS 2007 mecA EMRSA-15 (ST22-1V)

Roviditések

CA-MRSA Community-acquired (k6zosségben szerzett) methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus

HA-MRSA Healthcare-associated (egészségiigyi ellatassal 6sszefliggé) methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
mecA PBP2a fehérjét kodold gén, mely minden B-laktam antibiotikummal szemben rezisztenciat okoz

CC Clonal complex (klonalis komplex)

ST Sequence-type (szekvencia tipus)

118



Tablazat D: A 15 vizsgalt nozokomialis E. faecium torzs adatai. Félkover kiemeléssel és szines hattérrel az elokiserletben hasznalt torzseket
jeloltiik (zold: legalacsonyabb, sarga: median, piros: legmagasabb tuléloképességii torzs)

faj A MDRB A.I.oaktefié.lis Mi|.1ta\./étel Jellemzc’i. antibi?tikum Tipizalasi adatok
roviditése torzs kddja ideje rezisztencia Klonalitas - szekvencia tipusok

Enterococcus faecium |VRE 13-45183-EO | 2013 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 12-45015-EO | 2012 vanA CC17
Enterococcus faecium | VRE 12-45086-EO | 2012 vanB CC17
Enterococcus faecium | VRE 13-45039-EO |2013 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 13-45043-E0 | 2013 vanB CC17
Enterococcus faecium |VRE 12-45007-EO | 2012 vanA Ccc17
Enterococcus faecium |VRE 12-45018-E0 | 2012 vanA CC17
Enterococcus faecium | VRE 12-45006-EO | 2012 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 13-45179-E0 | 2013 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 12-45012-E0 | 2012 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 14-45101-EO | 2014 vanB CC17
Enterococcus faecium |VRE 14-45116-EO | 2014 vanA CC17
Enterococcus faecium |VRE 13-45054-EO | 2013 vanB CC17
Enterococcus faecium |VRE 14-45075-EO | 2014 vanA Cc17
Enterococcus faecium |VRE 14-45046-EO0 | 2014 vanA CC17
Roviditések
VRE Vankomicin-rezisztens Enterococcus faecium
vanA, vanB Vankomicin rezisztencia gének
CC Clonal complex (klonélis komplex)
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