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Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF
tomegspektrometrias modszerrel

Munkiénk célja a MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati modszer rutin laboratériumi
~helyének™ ¢és alkalmazhatosigénak tesztelése, a modszer optimalizdlasa, adaptilisa, a
felhasznalas hatarainak esetleges kiterjesztése, de célunk a médszer korlatainak felderitése is.

1. Torténeti attekintés, napjaik kihivasai

A mikrobak elleni kiizdelem az emberiség torténetének hosszii évezredeiben végig
szinte reménytelennek és kildtastalannak tint, egészen a XX. szdzad 20-as éveiben
felfedezett antibiotikumok korszakdig a tudomanvos modszerek csak  kiilonbozo
gyogyndvények, gyogyhatasinak tapasztalt vagy vélt anvagok alkalmazasaban meriiltek ki.
Az antibiotikumok elétti torténelem sordn szinte minden akadaly nélkiil és vélogatas nélkiil
sorra szedtek emberi dldozataikat az olyan hirhedt és silyos betegségeket, sit
vilagjarvanyokat okoz6 patogén baktériumok, mint példéul a kolera (Vibrio cholerae), a pestis
(Yersinia pestis). vagy a lepra (Mycobacterium leprae). Semmelweis Ignac, Louis Pasteur [1],
Robert Koch [2,3]. Alexander Fleming [4] mellett sok mas Gtt6rd kutaté higiéniai
eljarasokkal, fertoz6 mikrobédkkal, illetve azok elleni anyagokkal kapcsolatos felfedezéseirdl
nem tilzas kijelenteni, hogy az emberiség jelenleg is tartd, sokféle teriileten lejatszodo, XX.
szazadi rohamos fejlédésének alapvetd feltételeit teremiették meg a kiilonbdzd fertdzo
betegségek megfékezésével, kordaban tartiséval. Az 1918-19-ben a vilagon végigsspré HIN1
w~Spanyolnatha™ pandémia és a két vilighdboru soran gyvakori és igen siilyos sebfertdzések (pl.
tetanusz: Clostridium tetani és gizgangréna képzok: C. perfringens, C. novyi) magas
incidenciaja és mortalitasa ébresztette fel a gyogyszeripart is, hogy a jelentds veszteségeket
okozo fertozések elleni harcban 6rajuk is sziikség van.

Napjainkban a patogén baktériumok terjedését eldsegitd, rossz higiéniai kdrillmények
az europai és az észak-amerikai kontinensen javarészt mar visszaszorultak, a harmadik vildg
orszagaiban azonban tovabbra is ugyanazokkal az évszizados problémékkal kiizdenek.
Mindket régiora egyarant jellemz6 viszont a kisebb mértékben huméan gydgyészati céli. de
dimenzioit tekintve ezt messze tilhaladva, elssorban a mezégazdasagi és dllattenyésztési
gyakorlatban alkalmazott o6riasi mennyiségii antibiotikum. Emiatt ma méar azzal az o
problémaval kiizd az emberiség, hogy a kezdetben csodafegvvernek tiind antimikrobialis
szerekkel szemben a mikrobdk mar védekezni tudnak, ugyanis a rezisztens klénok
antibiotikumok jelenlétében kiszelekialodnak és ezek a szuperbaktériumokként is emlegetett
mikrobak veszik at a régieck helyét, korokozokként [5]. A kiilonbdzé antibiotikumokkal
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szemben rezisztens baktériumoknak 1j patogenitasi faktoraik altalaban nincsenek,
ugyanazokat a koérfolyamatokat képesek kivaltani, de az elleniik folyd védekezés eszkoztara
rezisztenciamechanizmusaik révén jelentésen beszikiilt, mert csak néhany vagy akar csak
egy-két antibiotikum johet szoba, amikor elleniik példaul valamilyen stlyos nosocomialis
fert6zés soran terapiara keriil sor. Ekozben az antibiotikumok gyogyszeripari fejlesztésének
kezdeti gyors liteme mara jelentsen lelassult, alig keriil hasznalatba egy-egy 0j antibiotikum,
Uj antibiotikum csoportokat pedig szinte mar nem is hoznak forgalomba [6, 7]. Mindezek
miatt nagyon fontos, hogy a lehetd legpontosabban ¢és a lehetd leggyorsabban megismerjiik az
egyes izolalt baktériumok érzékenységi viszonyait (az un. antibiogramjat), illetve hogy azt
minél gyorsabban a klinikus rendelkezésére tudjuk bocsatani, mert sulyos fertdzések esetén
szinte a legtobb esetben ¢let-haldl kérdése a megfeleld anitbiotikus terapia mielébbi elkezdése
[8]. Az igazdn nagy kihivast jelentd korokozok pedig manapsdg mar olyan, akar tobb
antibiotikumcsoportra egyszerre is rezisztens baktériumok, melyeknél sokszor mar csak
n¢hdny potencidlis antibiotikum 4ll rendelkezésre a terdpiaban. A XXI. szazadi
Magyarorszdgon sem szamit ritkasagnak egy-egy fekvd- vagy jardbeteg mintabol izolalt
ESBL-termeld bélbaktérium vagy akar egy MRSA sem, de rengeteg egyéb multirezisztens
kérokozd is jelen van kozosségeinkben, elsdsorban azonban korhdzainkban [9]. Nalunk
szerencsére még csak alig-alig keriilnek eld, de varhatdan egyre tobbszor fordulnak majd eld a
harmadik vilagban mar egyre kevésbé ritkasagnak szamito, karbapenemaz enzimeket termeld
baktériumok is [10]. Vilagszerte egyelére csak sporadikusan (nosocomialisan foleg), de mar
el6fordulnak olyan izoldtumok is, amik gyakorlatilag szinte minden ismert antibiotikum ellen
valamilyen rezisztencia-mechanizmussal felvértezett, in. pan-rezisztens baktériumok [11].

1. Standard érzékenységvizsgalati modszerek

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni érzékenységét vagy rezisztencidjat
kiilonb6z6 laboratoriumi, azaz in vitro eszkozokkel tudjuk vizsgalni. A klinikai mikrobiologia
mai standard referencia moddszere a mikroorganizmusok in Vitro rezisztenciavizsgalatara
legelterjedtebben a barmely mikrobiologiai laboratoriumban egyszertien kivitelezhetd
korongdiffuziés modszer (1. abra) (Kirby-Bauer disc diffusion susceptibility testing) [12,13].
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1. abra
Kirby-Bauer disc diffusion method [14]



Az egyszeriien €s olcson kivitelezheté Kirby-Bauer korongdiffuzios teszt soran az
ismert mennyiségli antibiotikumot tartalmazé papirkorongb6l a szilard taptalajba gyorsan
diffundalé antibiotikum a pazsitként felvitt mikroorganizmus novekedését az adott mikroba
érzékenységi viszonyaitol fliggd mértékben gatolja vagy nem gatolja. Ez a gyakorlatban tgy
néz ki, hogy a vizsgalat Osszedllitdsakor az adott baktériumot pdazsitként szélesztjiik
egyenletesen a taptalaj felszinén (0,5 McF standard mennyiségii inokulumként), majd rogton
ezutan a taptalajra helyezziik az antibiotikumot tartalmazo papirkorongo(ka)t. A megfeleld
inkubacios 1d6 (16-24 oOra) utan a baktériumpazsit egyenletesen felnd, de a taptalajba
diffundalt antibiotikum a korong koriil feltisztulasi zonat eredményez, vagyis ott nem tud
kindni a baktérium (lasd az 1. dbra jobb oldali részét). Ennek a zonanak a mérete leolvashato
(a feltisztuldsi zona atmérdje milliméterben), ebbdl pedig kikovetkeztethetd a vizsgalt
mikroba érzékenységi viszonya az adott antibiotikumhoz, és ez alapjan a klinikus felé
interpretalhat6 az érzékenységi kategoria (érzékeny, mérsékelten érzékeny, vagy rezisztens),
végiil megfeleld célzott terdpia indithatd. A leolvasott atmérdk milliméter értékeirdl szakmai
ajanlasokban [15] megfogalmazott, nagyon részletesen kidolgozott interpretaldsi tdblazatok
léteznek (EUCAST altal fejlesztve és folyamatosan frissitve, online, ingyenesen), melyekbdl
végeredményben az antibiotikumonkénti interpretdldsok megtudhatok és amelyek révén az
¢értekeld mikrobiologus az eredményeket Osszefoglalja a leleten, amit aztan a klinikus felé
tovabbit. Ezek alapjan egy baktérium egy antibiotikummal szemben lehet érzékeny (azaz
alkalmazhat6 vele szemben az antibiotikum), és lehet rezisztens (azaz a baktérium ellenall az
antibiotikumnak, terapias kudarc). Egy harmadik, koztes kategoriaként, bevezetésre keriilt
egy, a két véglet kozti un. mérsékelten érzékeny interpretalasi kategéria is, melynél a
baktérium ellen in vitro esetleg mar érzékenység tapasztalhatd, de bizonyos baktériumoknal
ismert példaul, hogy egyes szerekkel szemben csokkent érzékenységet mutathatnak, vagy
hogy a baktérium elérése bizonyos szervekben a szer szdmara valamilyen farmakoldgiai ok
miatt nem a legmegfeleldbb. Ilyen esetekben ezek a szerek inkabb a ,,nem hasznalhat6”, vagy
csak a ,,végsziikség esetén hasznalhatd” kategoriat jelentik a klinikus szadmara.

A korongdiffuziés modszer el6tt torténetileg az Un. leveshigitdsos és a
taptalajhigitasos technikdk voltak hasznalatosak [16], ezeknél koncentracidsorokat tartalmazé
taplevesekben, illetve szintén meghatarozott koncentracidju antibiotikumokat tartalmazo
taptalakon torténnek meg a mikrobdk érzékenységi vizsgalatai.
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E moddszerekkel robosztussaguk, anyag ¢és munkaigényességiik ellenére nagy
pontossaggal és jo reprodukalhatosaggal értékelhetdek a kiilonbozd antibiotikumokkal
szembeni érzékenységi viszonyok. Tovéabbi nagy eldnyként emlithetd, hogy kvantifikalasi
eredmények is leolvashatok ezekbdl a vizsgalatokbol (MIC értékek) [4, 18], mely a klinikust a
megfeleld dozirozasban is segiti. Néhany, szilard taptalajon nehezen, vagy egyaltalan nem
tenyészthetd baktériumnak még ma is a leveshigitdsos modszer az egyetlen ilyen vizsgalati
lehetdsége.

Egy, a korongdiffuzios technikatol kissé eltérd, de alapelveiben hasonlo és abbol
kifejlesztett [19] modszernél, a taptalajra felvitt baktériumpézsitra nem egyetlen adott
koncentracionyi antibiotikumot tartalmazo6 papirkorongot, hanem egy koncentraci6é gradienst
tartalmazo papircsikot, un. Etest-et (eredetileg: ,,epsilometer test”) helyeznek fel az inokulalt
taptalaj felszinére [20, 21], aminek az eredménye az érzékenységi viszonyok pontosabb,
kvantifikalhato értékelése. Az Etest modszer rutin mikrobioldgiai laboratoriumi alkalmazasa
mara mar széleskorlien elfogadottd valt, eredményei a standard leveshigitisos modszerrel is
nagyon jol korrelalnak. Megfelelé hasznélat esetén nagy biztonsaggal allapithatdé meg a
vizsgalt mikroba adott antibiotikummal szembeni MIC értéke, mely a klinikust nagyban segiti
a dozirozas kérdésében. Ezzel a modszerrel tulajdonképpen az addig standard moédszerként
alkalmazott leveshigitdsos modszer €és az egyszerli és gyors korongdiffiizids technika
kombinacioja sziiletett meg. Az Etest modszer finomitasaval és optimalizalasaval méara mar a
standard leveshigtdsos modszerrel versenyképes, am joval egyszeriibben kivitelezhetd és
sokkal kevésbé anyag és munkaigényes, napjainkra mar széleskortien el is terjedt (4. dbra).

4. abra
Etest [22]. A feltisztulasi zOna és a tesztcsik metszéspontja f616tti elsd felezé-higitasi érték a MIC érték.



2. A vizsgalatok célja: a korokozo baktériumok megismerése és megallitasa

A Kklinikai mikrobiologiai rutin laborvizsgalatok célja elsddlegesen azoknak a
korokozo baktériumoknak, mikrobaknak a kimutatasa, melyek valamilyen antibiotikummal
szemben rezisztensek, vagyis annak felderitése, hogy melyek azok az antibiotikumok, amik
alkalmazhatoak az adott patogének ellen.

A Dbaktériumok rezisztenciamechanizmusainak kialakulasa természetes, evolucios
folyamat. Szelekcids nyomas alatt (antibiotikumok jelenlétében) kivalogatodnak azok a
szereknek [23]. A baktériumok reprodukciés ideje rendkiviil gyors, és e reprodukcios
folyamatokban mindig jelenlévd, kis mértékli valtozasokat generdldé muticiok megjelenése
nagyon gyorsan ,kitermeli” az ellenallé klonokat, melyek azutdn tovabb szaporodhatnak
akkor is, ha valamilyen szelekcidos nyomas alatt (pl. egy antibiotikum miatt) az eredeti
populacid jorésze el is pusztul. Raadasul jelentdsen hozzajarul a rezisztencidk terjedéséhez
még az is, hogy ezeket a szdmukra rezisztencidkat add géneket a baktériumok — nem is tal
nagy nehézséggel — egymas kozott adni-venni is képesek.

Ezeket az éltalanos, vilagszerte torténd folyamatok visszaforditani mar nem
lehetséges, a nagyipari érdekek és az emberiség ¢lelmezési szlikséglete valdsziniileg mar nem
enged hirtelen és gyokeres szemléletvaltast az antibiotikumok széles korti felhaszndlési
gyakorlataban, a mar rezisztens baktériumok lasst, de biztos vilagméreti elterjedését
megallitani szinte lehetetlen, egyetlen lehetdségként a folyamat végén 1évo betegekbdl izolalt
baktériumok antibiogramjanak gyors €s pontos interpretdcidja marad, ami alapjan a klinikus
célzott €s hatékony terapiaval megmentheti a beteget a korokozotdl, amiben a laboratoriumi
vizsgalatok gyors eredményei alapvetd segitségére lehetnek.



3.1. A baktériumok rezisztencia tipusai €s mechanizmusai

A rezisztens baktériumok kialakuldsanak evolucios folyamatai sokfélék, ahogyan
ennek eredményeként az is sokféle, amennyi féle-fajta rezisztenciamechanizmust adé
genetikai valtozas képes megvédeni a mikrobakat az elleniik hasznalt szerektdl (5. abra).
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5. abra
Antibiotikum csoportok tdmadaspontjai és bakterialis védekez6 rezisztenciamechanizmusok [24]

A genetikai valtozas néha csak pontszerli és a kis mértékben megvaltozott DNS-rdl
hasonloan kis mértékben megvaltozott fehérjetermék valamilyen elényhoz juttatja a mikrobat.
Sok esetben genetikai allomanyukban, azaz potencialis eszkoztarukban elrejtve, mar eleve
megtalalhatoak olyan rendszerek, melyek megvédeni képesek a baktériumot, de ezek
altalaban csak akkor 1épnek miikddésbe, ha valamilyen indukcio éri a sejtet, és ez az indukciod
a legtobb esetben maga az éppen hasznalt antibiotikum, de az is eléfordul, hogy valamilyen
egyszeriibb mutacidé okozza egy-egy ilyen rendszer bekapcsolodasat, taltermelését.
Viszonylag gyakran egész enzimrendszereket kodold génkazettak és plazmidok felvétele
révén szereznek a baktériumok bizonyos rezisztenciamechanizmusokat horizontalis
nukleinsav-transzfer révén, ilyenkor altalaban tobbszords rezisztenciakhoz jut a genetikai
elemeket fogadd baktérium, gyakori, hogy multidrog-rezisztens klonok keletkeznek az ezeket
a plazmidokat és egyéb atvehetd rezisztenciagéneket ,,bespajzold” baktériumokbal.

Azért lehetnek jelen eleve a baktériumok genetikai anyaganak orokségében is (vagy
atvehetd, nyugvo plazmidokban és egyéb elemekben) antibiotikus fehérjerendszerek, mert a
természetben is jelen vannak mar 6sidok 6ta az antibiotikumok is (1. tablazat).
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1. tablazat
A legfontosabb antibiotikum csoportok, alapvetd hatdsmechanizmusaik és szarmazasuk

Ezeket az anyagokat féleg gombédk képesek nagy mennyiségben termelni a maguk
védelme és a baktériumok visszaszoritasara (pl. Penicillium-ok [4], Acremonium-ok [25]), de
még az allati mirigyekben és még néhany specidlis sejtiinkben is talalunk bizonyos
antibiotikus anyagokat (pl. lizozim és mas fehérjék [26], defensinek [27]). Es természetesen
maguk a baktériumok is rendkiviil sok és sokféle antibiotikus anyagokat képesek termelni
mas baktériumok ellen (pl. Bacillus-ok: bacitracin, polymyxin B [28]; Streptomyces-ek:
streptomycin, erythromycin, tetracyclin,
antifungalis amphotericin B) [29]; Micromonospora: gentamycin [30]). Egyel6re nem teljesen
feltartak még a novények altal termelt antibiotikus hatasu vegyiiletek, ezek foleg fenol-,
flavonoid- és terpénszarmazékok, valosziniileg joval tobb lehetéség van még ezen a teriileten,
mint amennyit eddig ismeriink [31]. Az altalunk ma alkalmazott, FDA altal elfogadott
antibiotikumok 51%-a bakterialis, 46%-a gomba, 3%-a novényi eredetii antibiotikum (és
mindezek mddositott vegytiletei) [32].

neomycin, vancomycin, rifampicin (és az

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencidk kialakuldsakor legegyszeriibb esetben
olyan kisebb mutaciok (pontmutaciok) vagy delécidos mutaciok torténnek, melyek példaul az
antibiotikum felvételéért sziikséges fehérjék (pl. porinok) szerkezetének megvaltozasaval
vagy kifejez6désének elmaradasaval jarnak, igy a sejtmembran permeabilitasa lecsokken az
antibiotikum szdmara, végiil a baktérium egyszertien elkeriili az antibiotikum hatésat [33].

Némelyik antibiotikum a baktérium sejtmembranjaban vagy sejtfalaban zajlo
folyamatok megallitdsa révén gatolja a baktériumot, melybe normalis esetben a baktérium
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bele is pusztulna, de ha az antibiotikum szubsztratjaként viselkedd targetmolekuldk kisebb-
nagyobb mértékben megvaltoznak, az antibakterialis hatas elmarad (pl. PBP2a). PBP2a
esetében horizontalis géntranszfer is lehetséges a moddosult fehérjét hordozé génkazetta
(SCCmec) atadasa ¢és atvétele révén barmely mas Staphylococcus sejtbe is [34, 35, 36].

Hasonlé végeredményhez jutnak azok a klonok is, amelyeknél az antibiotikumok
bekeriilnek ugyan a bakterialis sejtekbe, de bizonyos mutaciok révén nagy hatékonysaggal
képesek azt onnan ki is szallitani, sot némelyik antibiotikum indukalhatja is olyan gének
expresszalodasat, amik szinte maradéktalan kiszallitasukrdl tudnak gondoskodni (pl. indukalt
vagy over-expresszalt transzporter rendszerek ¢€s efflux-pumpak) [37].

Szintén sok antibiotikum tdmadaspontjdul szolgadl a bakteridlis fehérjeszintézis
bonyolult enzimrendszere. Példaul aminoglikozidok esetében igen gyakori, hogy az
antibiotikumokat a citoplazmaban olyan enzimek mddositjak (acetiltranszferazok,
nukleotidiltranszferazok és foszfotranszferazok), melyek normalisan mas sejtfolyamatokban
vesznek részt, de mutaci6é révén kialakulhatnak az aminoglikozidok modositadsara alkalmas
enzimek is és igy végiil megint csak elmaradhat az antibiotikus hatas [38]. Szintén gyakori
aminoglikozid rezisztenciamachanizmus (RND) efflux-pumpak segitségével kijuttatni a
sejtbdl az antibiotikumokat [38, 39]. Es természetesen itt is sok olyan aprobb mutaciokbol
1étrejovo lehetésége van még a sejtnek, amikor pl. az aminoglikozidok fehérje- és egyéb
molekularis targetjei (riboszomalis fehérjék, 16S RNS) valtozasai révén az antibiotikum
kotddési affinitasa jelentdsen lecsokken, azaz a hatdsa elmarad [40].

Ha az antibiotikum a bakteridlis sejtmembran normalis permeabilitdsat hivatott
radikalisan lecs6kkenteni — amibe a baktérium a kiilonb6z6 ionegyensulyi zavarok miatt bele
is hal —, rezisztencia kialakulasakor az antibiotikum szubsztratjaként miikodo citoplazmatikus
fehérjék valtozasa miatt ez szintén meghiusulhat (pl. szerzett polymyxin B rezisztencia) [41].

Némely antibiotikumcsoport (kinolonok) magat a bakterialis DNS-szintézist képesek
gatolni, rezisztencia kialakuldsdhoz a target molekulak (giraz, topoizomeraz enzimek) olyan
kisebb-nagyobb mértékli valtozasa sziikséges, hogy az antibiotikum ne tudjon hozzajuk
kotddni és igy a hatasat kifejteni. Egy ritkabb ,,megkdzelités™ szerint 1éteznek olyan enzimek
is, amelyek egyszerlien képesek az antibiotikumot mddositani (acetildlni) és ezaltal
hatastalanna tenni azokat (Aac(6')-1b-cr enzim), ezek is plazmidkodolt enzimek [42, 43, 44].

A sok antibiotikumcsoport — koztiik a talan legelterjedtebben hasznalt béta-laktamok is
— tdmadas pontjaként szolgald bakterialis sejtfal legkomplexebb védelmi rendszerei azok a
rezisztencia mechanizmusok, amikor (akar indukcio révén, akar konstitutivan) a baktérium
olyan enzimeket képes termelni, amik magukat az antibiotikum molekulakat tudjadk tdmadni,
modositani, elhasitani, végeredményként a baktériumsejtet megvédeni. Ezek az enzimek az
un. béta-laktamazok. Némelyik béta-laktamaz enzim csak az egyszeriibb és kisebb
hatasspektrumt béta-laktamokat képes hatastalanitani (penicillindzok), némelyik enzim a
cefalosporinok kiilonbozd szintli generacioit tudja moddositani (cefalosporinazok), vannak
azonban szinte az 0sszes béta-laktdm antibiotikum ellen teljeskérli védelmet biztositd
enzimek is (ESBL-ek, AmpC-k, karbapenemazok, metallo-béta-laktamazok). Ezek a béta-
laktamaz enzimek lehetnek kromoszomalisan vagy plazmidokon kodoltan a baktériumban,
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elobbi esetben kicsit koriilményesebben és ritkabban, de atadédhatnak egyik sejtbdl a masikba
horizontalisan is, utobbi esetben a rezisztencia horizontalis atadasa egyszerd, hatékony és
elterjedt modja e rezisztenciamechanizmusok gyors terjedésének (pl. ESBL enzimeket kodold
plazmidok). Ezeknek a genetikai elemeknek a minél konnyebb terjedése nagyon nagy
szelekcios elonyt biztosit a mikrobaknak, és mivel széles korli rezisztenciat élveznek, nagy
kihivast jelentenek az elleniik folytatott terapiaban is. Dolgozatunk kiemelten foglalkozik a
béta-laktamazokkal, ezért ennek a témanak az alapjait is részletesebben targyaljuk a bevezetd
részben is.

3.2. A béta-laktamazok

A béta-latamazok tehat olyan bakteridlis enzimek, melyek képesek mddositani a béta-
laktdm antibiotikumok molekulait. Ennek a moddositdsnak az egyszerii biokémiai alapja az,
hogy ezek az enzimek a minden béta-laktdm antibiotikum vazéat képzd béta-laktam gytriit
képesek hidrolizalni, a hidrolizis révén létrejové molekula pedig mar nem képes antibiotikus
hatast kifejteni. A baktérium igy pedig a legtobb esetben tul is €li az antibiotikus hatést.

A béta-laktamaz enzimek ismert tipusainak szdma ma megkdzeliti az 1000-et,
amelyeket jelenleg 24 nagyobb csoportba sorolunk [44], de a jelenlegi kissé kaotikusnak tind
helyzetet még tovabb bonyolitja, hogy nem csak egyféle csoportositdsi rendszernek van
1étjogosultsdga, st még maga a nomenklatura is elég gyakran valtozik [45]. (2. tablazat)

osztalyozasi rendszer spec.inhibitor
Ambler Bush- Richmond- Mitsuhashi- szubsztratok enzimek - -
Jacot_)y— Sykes Inoue (targetek) % 4 <« < =
Medeiros ®g = fia) S
=8 B 2| 8
T 2
=~ =}
A 2a - PCase V penicillinek PC1 (Staphylococcus aureus) +
szerin- 2b 1 PCase | penicillinek, TEM-1
penicillinazok 1. gen. TEM-2 +
cefalosporinok SHV-1
2be - CXase penicillinek, (ESBL-ek)
(Kiv. K1) 2.,3., 4. gen. SHV-2-t61 SHV-6-ig
cefalosporinok TEM-3-t61 TEM-26-ig +
CTX-M
K1 (Klebsiella oxytoca)
2br - penicillinek TEM-30-t6] TEM 36-ig
SHV-72
TRC-1
2c I, vV PCase IV penicillinek, PSE-1
karboxy- PSE-3 +
penicillinek PSE-4
2e Ic CXase 2., 3., 4. gen. FEC-1
cefalosporinok CepA +
Proteus vulgaris indukélhato
cefolosporindzai
2f - penicillinek, KPC (Klebsiella penumoniae)
cefalosporinok, SME (Serratia marcescens) . .
karbapenemek NMC-A (Enterobacter cloacae) - -
GES
B 3 - legtdbb béta- IMP (Pseudomonas aeruginosa)
metallo-B- laktam, IMI (Enterobacter cloacae)
laktamazok karbapenemek VIM (Acinetobacter baumannii)
CcrA, Bell (B1), CphA (B2), L1 +
(B3)
NDM, OXA-23, OXA-24/40,
OXA-58
C 1 la, Ib, Id CSase cefalosporinok AmpC, CMY, ACT, MIR-1
cefalosporinazok t t
D 2d \% PCase II és penicillinek, OXA-1-t61 OXA-11-ig
oxacillinazok 1] cloxacillinek PSE-2 (OXA-10) t
egyéb 4 - penicillinek Burkholderia cepacia penicilliniza ? ? ?
2. tablazat




A legfontosabb béta-laktamaz enzimcsoportok kiillonbdz rendszerezéseik szerint [47, 48, 49, 50, 51].

A béta-laktamazok klasszifikacidja meglehetdsen komplikalt feladat, mert akar a
strukturalis, akér a funkciondlis megkozelités alapjan probaljuk meg dsszegezni Oket, mindig
lesznek kivételek és atfedések, idokozben torténd valtoztatasok, illetve a rendszerezések
kisebb-nagyobb revizidkon is atesnek. A mar emlitett osztalyozasi rendszereken kiviil
természetesen masok is léteznek, az Ambler-féle strukturalis osztalyozasbol kiindulva
hasonlitottuk 6ssze a fobb rendszerek csoportjait és az ezekbe a csoportokba tartozo
enzimeket a 2. tdblazatban.

A torténetileg legkorabbi, az 1970-es €s *80-as években megsziiletett elsé osztalyozasi
rendszereket (Richmond-Sykes, 1973 [50], Mitsuhashi-Inoue, 1981 [51]) ma mar kevésbé
hasznaljak, bar valdszintileg ezekre épiilt a késébbi Bush-Jacoby-Medeiros rendszer is (1995
[49]). Az Ambler-féle osztalyozas az 1980-as kidolgozasa [47] utan tobb revizion is atesve
[48], manapsag a legtobbszor hivatkozott és a legelfogadottabb rendszernek tiinik.

Létezik funkcionalis megkdzelitésit (Bush-Jacoby-Medeiros) és enzimszerkezeti
alapokon nyugvo (Ambler) klasszifikacio is. A jelenlegi ismereteinket tartalmazo6 osztalyozasi
rendszerek 1étezése mellett egyébként még az is nagyon valoszind, hogy kozel sem ismeriink
még minden béta-laktamaz tipust vagy akar egyes enzimféleségeket. Ennek az oka az, hogy a
tudomany csak egymast kdveté nagyobb hulldmokban ismeri meg ezeket a human- ¢és
allategészségiigyi gyakorlatbdl izolalt baktériumokat, melyek ilyen enzimeket hordoznak.
Ezek a hullamok pedig annak kdszonhetdek, ahogyan az orvostudomény (és mas, jelentdsebb
antibiotikum felhasznélo teriiletek) az antibiotikumok ujabb és Ujabb generacidit veti be a
baktériumok ellen. Ezekre vélaszul, napjainkban koriilbeliil mar 3-10 éves valasziddvel
jelennek meg az els6 olyan ismert klonok, melyek mar a legljabb generacios
antibiotikumoknak is képesek ellenallni [44] (6. dbra). Az igy kialakuld rezisztencidkhoz a
baktériumok kisebb-nagyobb genetikai valtozasokon &t juthatnak el mar 1étezé enzimek
modosulasaval, alkalmazkodaséaval, majd specializalédasaval az 0j szerekkel szemben, de
akar eddig egészen mas funkciot betoltd bakteridlis fehérjék is keriilhetnek védo szerepkorbe.

Polymyxins Vancomyein Tigecycline
Cephalothin,
Penicillin, Nalidixic acid,
Streptom ycin Erythromycin Gentamicin Imipenem Daptomycih
Ceftriaxgne.
Sulfa drugs Tetracycline Methicillin Chindamycin Ciproflox@acin Linezolid Ceftaroline

1940 [N 1950 S 1960 N 1570 [N 1950 [N 1900 [N 2000 [ 2010

]

Penicillin-R Methicillin-R Nalidixic acid-R Extended-spectrum Imipenem

Staphyiococcus Staphylococcus  |Escherichiacoll B-lactamases Enterobacterijceae
aureus
Pan-drug-R
¢ Entercbacteriaceae
Penicillin-R AmpC Vancomycin-R Vancomycin-R
Pneumococcus  cephalosporinases Enterococcus Staptylococcus
aureus
6. abra

Antibiotikumok bevezetése €s kiilonbdzo rezisztenciamechanizmusok Osszefiiggései [46].



3. Specialis érzékenységvizsgalati modszerek (hagyomanyos megkozelités)

A mai mikrobioldgiai laboratéoriumokban a legéltalanosabban elterjedt antibiotikum
érzékenység vizsgalati modszer a korongdiffuzios (Kirby-Bauer) modszer. Még ennek az
egyszerli modszernek a valtozataival is lehetséges olyan enzimek jelenlétére kovetkeztetni,
melyek komoly kihivés elé allitjak a klinikusokat is, ha terapidra kertil sor.

Legegyszerlibb esetben azt vizsgalhatjuk, hogy létezik-e példaul két antibiotikum
kozott valamilyen szinergizmus (,,egylittmiitkodés™) az adott baktérium ellen. A korongok
elhelyezésekor olyan kialakitasra kell torekedni, hogy az egyes antibiotikumok baktériumokra
gyakorolt egylittes, er6sebb hatasat tudjuk észrevenni fenotipusosan (ugyanigy természetesen
antagonisztikus hatdsok is felderithetok). Ezeket az egyiittes hatdsokat a feltisztulasi zonak
kiilonb6z6 iranyt €s mértékli torzuldsaibol tudjuk kikovetkeztetni (7. abra). Ugyanez a
madszer természetesen létezik a mar targyalt Etest modszerek esetében is (8. abra), ahol még
a MIC-értékek mennyiségi valtozasat is mérhetjiik. Az egyszerli antibiotikum szinergizmusok
detektalasa abbol a szempontbdl lehet fontos, hogy bizonyos antibiotikumokat egyiittesen
alkalmazva — koztiik igazoltan fennalld szinergista hatas esetén — a terapiaban nagyon nagy
segitséget jelenthet ennek a két szer egyiittesen erdsebb antibiotikus hatdsa. A molekularis
hattere két szinergista antibiotikumnak abban 4ll, hogy mig az egyik példaul a baktérium
membranpermeabilitasat noveli meg, a masik emiatt nagyobb koncentraciéban tud a sejtbe
emiatt bejutni, vagyis egyiittesen erOsebb hatast general a két antibiotikum. Tovabbi elény
lehet, hogy mivel bizonyos antibiotikumok nagyobb doézisban az emberre is karosak,
alacsonyabb dozirozassal ez a veszély csokkenthetd is.

MIC of A

and B alone MIC of B in
combination
/
LB o — |
(——
Increasing

concentratio

MIC of A in A7

combination 2
Increasing

concentration

7. i'lbl‘a 8. ébra

Ceftazidim ¢és  imipenem  szinergista hatisa Szinergizmus vizsgalat Etestekkel. A vizsgalt
cloxacillin jelenlétében (teszt baktérium: GES-1 két  antibiotikus anyag egyiittes hatdsa
tipusii béta-laktamazzal rendelkezé Pseudomonas alacsony MIC-értékeket biztosit mindkét szer
aeruginosa torzs) [52]. Az imipenem felé esetében [53], vagyis az alkalmazasi dozis

jelentdsen eltorzult a ceftazidim kortili zona. Kisebb lehet.
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4.1. ESBL és AmpC enzimek

Az EUCAST altal ajanlott alapvetd érzékenységvizsgalati korongdiffuizids panelben is
jelen van egy ilyen szinergista hatds kimutatasara vald lehetdség Gram-negativ
bélbaktériumok antibiogramjanak elkészitésekor: ESBL-termeld baktériumok gyors és
megbizhatd kimutatdsara alkalmas az un. kulcslyuk fenotipus megjelenése az
amoxicillin/klavulansav (Augmentin) és harmadik generacios cefalosporin korongok kozotti
feltisztulasi zondk torzuldsédban (lasd 9. (D) abra). Az ESBL enzimek alapvetd és altalanos
tulajdonsaga, hogy klavulansavval irreverzibilisen gatolhatéak, ami in vitro azt eredményezi,
hogy az amoxicillin/klavulansav korongbdl a taptalajba diffunddléo klavulansav
szinergistaként tud hatni egyes harmadik generacids cefalosporinokkal és amig ezek a
cefalosporinok Onmagukban nem jelentenek akadalyt az ESBL-termelé baktériumok
novekedésének, addig a klavuldnsav és a cefalosporin egyiittes hatasként mar képes
megakadalyozni a baktérium szaporodasat a taptalajon. Ennek hatterében az all, hogy a
klavulansav gatolja az ESBL enzimet, és ezen enzim hidnyaban a baktériumot el tudja
pusztitani a cefalosporin. A moddszert ,,double-disc method”-ként is nevezi a szakirodalom
(két korong egymastol 22-25 mm-re elhelyezve). A kulcslyuk forma megjelenése nem mindig
egyforma, a leoltasi inokulum mennyiségétél, a taptalajtol, a baktériumtol és egyéb
paraméterektol fiiggden lehetnek kisebb-nagyobb mértékben eltéré modon torzult feltisztulasi
z6ndk is, de ezek jelenléte egyértelmiien felhivja a figyelmet az ESBL enzimek jelenlétére a
vizsgalt Gram-negativ bélbaktérium esetében. Ez az eredmény pedig alapvetéen befolyasolja
adandé ki a karbapenemek kivételével. In vivo az amoxicillin/klavulansav kombinacios
antibiotikum csak az egyszerlibb béta-laktamaz termeld baktériumok ellen hatékony, ESBL-
eknél és mas, hasonld szélesspektrumu rezisztenciat biztosité enzimek termelése esetén nem.

9. 4bra

ESBL-termel6 baktériumok detektalasa kombinalt korongdiffiziés modszerrel (double disc method).
Bal oldal: sajat foto (Escherichia coli). Jobb oldal: A) Proteus mirabilis [54], B) Klebsiella pneumoniae
[55], C) Escherichia coli [56], D) a ,.klasszikus™ kulcslyuk fenotipus double disc tesztben [56].
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ESBL-termeld baktériumok kimutatasa Etest moddszerrel is lehetséges. Mar
rendelkezésre allnak olyan kombinalt antibiotikum tesztcsikok, melyekkel a double-disc
modszerhez hasonld elven detektalhatd ez az enzimcsoport. Ebben az esetben a két vizsgalt
antibiotikum — egy harmadik generacios cefalosporin (pl. cefotaxim) és a klavulansav — nem
kiilon papir korongokban, hanem egy kozds papir tesztcsikon vannak, ellenkezd iranyu
gradiensekkel. A teszt eredménye, hogy az ESBL-inhibitor klavuldnsav + harmadik
generacids cefalosporin és ugyanezen cefalosporin (egyediil) kozott itt is egy 10j, kozos,
szinergista hatasbol szarmazo feltisztulasi zona jelenik meg. Masik fenotipusos lehetdség, ha
ilyen egyértelm, feltisztulasi zona nem alakul ki, hogy a inhibitorral kiegészitett cefalosporin
MIC-érteke jelentdsen alacsonyabb az 6nmagédban mért cefalosporin MIC-énél (10. 4bra alul).

' eramersiiine @et® neioiilo:
|G remeelREgiie G, dwsscirereesa ]

10. abra
ESBL-termel6 baktériumok detektalasa Etesttel [S7].

Ha izolatumunkrdl az eldbbi tesztek egyikével sem mutathato ki egyértelmiien, hogy
valoban ESBL-termel6, de az altalanos antibiogramjan nyilvanvaléan latszik, hogy
valamilyen egyéb széleskorti béta-laktam rezisztenciaval rendelkezik, akkor felmeriil a gyana,
hogy valamilyen ritkédbb, €s sajnos nehezebben kimutathat6 rezisztenciamechanizmus all a
hattérben. Ilyen esetekben leggyakrabban az un. AmpC tipusu rezisztenciaval van dolgunk,
mely spektrumat tekintve ugyanugy teljeskorli béta-laktdm rezisztencidt biztosit a
baktériumnak, de klavulansavval, vagy valamilyen mas ESBL-enzim gatl6 anyaggal nem
gatolhato. Az AmpC enzimek szintén lehetnek plazmid vagy kromoszomalis kodolastak és
gyakori, hogy konstitutivan termelik a baktériumok egy viszonylag alacsony szinten (de
léteznek stabilan represszalt genotipusok is) az viszont mindannyiukra jellemzd, hogy
indukci6é vagy mutacio révén expressziojuk jelentdsen megugorhat és akar hiperprodukcios
mennyiség is termelddhet. Az ESBL enzimektdl jellegzetes eltérés még, hogy a klavulansav
csak gyenge inhibitoruk, jobb inhibitorként az APBA-t emlithetjiik (3-aminofenil-boronsav),
az antibiogramban pedig az AmpC enzimeket termelé baktériumok in vitro mindig
rezisztensek cefamicinekre (cefoxitin, cefotetan). In vivo mindkét csoport rezisztens rajuk.
Mivel azonban a cefamicinek nem szerepelnek az altalanosan hasznalt (EUCAST) Gram-
negativ bélbaktériumok vizsgalandé antibiotikumai kozott, ezért ezt a gyanut megerdsiteni
csak egy Ujabb vizsgalattal lehet.
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Létezik olyan, kereskedelmi forgalomban is kaphaté teszt is, mely abban az esetben is
adhat egyértelmii eredményeket, ha izoldtumunk nem ESBL-termeld (nincs kulcslyukszert
zonatorzulds), de jellegzetesen ¢és széleskoriien rezisztens béta-laktdmokra, és ebben a
tesztben az AmpC-termeld baktériumok is azonnal igazolhatéak. A teszt [58] soran egy
harmadik generacios cefalosporin antibiotikum és két inhibitor egyiittes hatasait vizsgaljuk az
izolatumon. A cefalosporin ebben az esetben 10 pg cefpodoxim, az inhibitorok pedig egy
ESBL-inhibitor (valészintileg klavulansav) és egy AmpC inhibitor (valdszinileg APBA ¢és
valamilyen mas molekula 1:1 ardnyu elegye a kitelirds alapjan). Az ,,A” korong csak
cefpodoxim, a ,,B” korong cefpodoxim + ESBL inhibitor, a ,,C” korong cefpodoxim + AmpC
inhibitor, a ,,D” korong cefpodoxim + ESBL inhibitor + AmpC inhibitor tartalmi. Ha
mindegyik feltisztulasi zona egyforma, akkor az izolatum cefpodoxim érzékeny ¢és nem termel
sem ESBL, sem AmpC enzimet. Ha az A zdna legalabb 5 mm-rel kisebb, mint a B zdéna (¢és
ugyanez a relacié megfigyelhet6 a C és a D zona kozott is), akkor ESBL-termeld az izolatum.
Ha az A és a B z6na atmérdi legalabb 5 mm-rel kisebbek a C és D zona atmérditdl, akkor az
izolatum AmpC-termelé. Ha mind az A, mind a B, mind pedig a C z6na legalabb 5 mm-rel
kisebb a D zéna 4tmérdjénél, akkor az izolatum egyarant ESBL-termel6 és AmpC-termeld is.
Ha egyik korong koriil sincs semmilyen feltisztulasi zona, akkor e két fenti enzimen is tuli,
egyéb rezisztenciamechanizmus all a hattérben. (A gyakorlatban ez az egész legtobbszor
leegyszerlisodik arra a szintre, hogy ha A és C koriil nincs, B és D koriil van feltizstulasi zona,
akkor ESBL; ha A és B koriil nincs és C és D koriil van zona, akkor AmpC; ha A, B és C
koriil nincs zéna és D kortil van feltisztulds, akkor ESBL és AmpC egyszerre; ha semmilyen
feltisztulasi zona nincs, akkor ezeken tili rezisztencia mechanizmust adé enzim hordozasarol

és aktiv termelésérdl van szd.) Mindezt 6sszefoglaloan szemlélteti a 11. 4bra.

(C)

11. abra
D68C tesztek. (Sajat fotok.)

ATCC 25922 Escherichia coli referenciatorzs — nincs rezisztencia

2062/2018 (G1/79.) Escherichia coli klinikai izolatum — ESBL termel6

G1/86. Enterobacter asburiae klinikai izolatum — AmpC termel6

16616/2018 (G1/84.) Escherichia coli klinikai izolatum — nem ESBL és nem AmpC , de
rezisztens mindenre - egyéb rezisztenciamechanizmus (karbapenemaz (lasd kés6bb))

e

Léteznek ennél valamelyest bonyolultabb laboratoriumi tesztek is AmpC
enzimtermelés kimutatasara [59, 60], koztiik kisebb-nagyobb szenzitivitasi €s specificitasi
kiilonbségekkel.
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Mindezek mellet meg kell jegyezni, hogy mar léteznek, és az elsé inhibitorral
kombinalt szerek (amoxicillin/klavulansav, ticarcillin/klavulansav) 1990-es évekbeli
bevezetése utan néhany évvel mar a klinikai gyakorlatbol is ismertek olyan ESBL-enzimek,
amelyek nem gatolhatok a napjainkban 1étezé és alkalmazott ESBL-inhibitorokkal
(klavulénsav, sulbactam, tazobactam) [61]. Ezek az IRT, azaz inhibitor rezisztens TEM tipusu
béta-laktamaz enzimek neviikben hordozzak, hogy miért is veszélyesek: inhibitorokra nem
reagalnak, azaz kimutatasuk és igazoldsuk joval nehezebb. Ismert az is, hogy a TEM tipusu
béta-laktamazok a legelterjedtebb tipusu béta-laktamazok, de egyeldre csak kevés koziiliik az
IRT tipusu. Tovabbi aggodalomra ad okot, hogy a szintén elég gyakori CTX tipusi ESBL
enzimek kozott [62], s6t ami még ijesztébb, hogy a KPC-2 béta-laktamazok (karbapenemaz)
kozott is talaltak mar IR mutansokat [63].

4.2. A karbapenemazok

Az ESBL és AmpC enzimeket termel6 korokozok interpretalasakor — a karbapenemek
kivételével — minden béta-laktam tipusu antibiotikumot és inhibitorral kombinalt szert is
rezisztensként kell megadni. A karbapenemek (imipenem, meropenem, ertapenem) voltak
altalanosan azok a szerek, melyek ezeknél a multirezisztens korokozoknal sokszor egyediili
terapids megoldasként szoba keriilhettek. A mult id6 haszndlata azért indokolt, mert mar
Eurdpaban és Eszak-Amerikaban is megjelentek azok a baktériumok (egyelére féleg csak
nosocomialisan), amelyek rezisztenciat szereztek ezek ellen az antibiotikumok ellen is. A
karbapenem rezisztens izolatumok (CPE (carbapenemase-producing Enterobacteriaceae))
terjedése mar nem csak fenyegetd, de még tavoli riogatas, hanem a valoésag. Magyarorszagon
is torténtek mar izolalasok, a dokumentdlatlan esetek miatt ez a szdm pedig valosziniileg
magasabb is valamennyivel. Az eurdpai Iéptékben tevékenykedé ECDC [64] 2013-as kiadasu
tanulmanya alapjan [65] a mediterran orszdgok a leginkabb érintettek, észak fel¢ haladva a
prevalencia csokken. Magyarorszagon a dokumentalast az Orszagos Epidemiologiai Kozpont
[66] végzi, a felbukkano esetekrdl a Nemzeti Surveillance Rendszer ad hirt [67].
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12. abra
Az ECDC 2013-as adatai az eurdpai CPE izolatumokrol [65].

A karbapenemdz enzimek terjedését jelentdsen eldsegiti, hogy ugyanugy, ahogy az
ESBL enzimeknél is torténik, plazmidok segitségével horizontalis géntranszfer is lehetséges
kiilonb6z6 baktériumok kodzott konjugacio révén. Természetesen allatok is hordozhatnak ilyen
enzimeket termeld baktréiumokat, mely szintén a gyors foldrajzi szorodast segiti [68].

Karbapenem rezisztenciavizsgalat rutinszertien, az aktudlis ajanlds alapjan, csak
annyiban torténik, hogy az izolatumot a hagyomanyos korongdiffuzios modszerrel tobbek
kozott imipenemre is vizsgaljuk. Sziikségesség esetén meropenem ¢s ertapenem vizsgalatok is
torténhetnek, kérés vagy sziikség esetén MIC meghatarozas is lehetséges Etestekkel. A
karbapenem rezisztencia gyantija abban az esetben meriilhet fel az inkubacio elsé 24 6raja
utan, ha a vizsgalt karbapenem antibiotikum korong koriili feltisztulasi zona hatarérték alatti,
vagy nincs is feltisztuldsi zona. A MIC meghatarozassal természetesen igazoltnak lehet
tekinteni a rezisztenciat, de ilyenkor is lehetdség van egy specialis modszer elvégzésére,
amellyel biztosan igazolhaté a karbapenemdaz aktivitds az adott izolatumnal. Mind az
EUCAST, mind az amerikai CLSI [69] rutin mikrobiologiai ajanlasai sokaig tartalmaztak is,
hogy miel6tt karbapenemdz termeldnek interpretalunk egy baktériumot, eltte ezt az Un.
modositott Hodge-tesztet még végezziik el (mara ezt mar felvaltotta egy még ujabb modszer a
konfirmalasban). A mddszer kivitelezése viszonylag egyszerli: egy Miiller-Hinton téptalajra
standard 0,5 McF-es ATCC 25922 Escherichia coli szuszpenziot szélesztiink pazsitként. 3-10
perc mulva a taptalaj kozepére helyeziink egy karbapenem korongot (ertapenem vagy
meropenem), majd a tesztelendd izolatum 24 6ras tenyészetének telepeibdl csikban leoltast
végziink a korongtol kifelé haladva a taptalaj széléig, majd 16-24 6rdig inkubaljuk. Egyszerre
tobb izolatum is tesztelheté egy taptalajon (13. abra). Ha egy tesztelt izolatum termel
karbapenemazt, akkor a kornyezetében ndvekvd (egyébként mindenre érzékeny) ATCC
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25922 E. coli torzs novekedésre lesz képes és ezt a teszt izolatum mellé ,,benévé” E. coli
novekedés jelzi. Ha a tesztelt baktérium nem termel karbapenemazt, akkor a mellette novo
ATCC 25922 E. coli sem lesz képes extra novekedésre a karbapenem korong felé.

E. coli ATCC® 25922

Inhibition of E. coli ATCC® 25922
by ertapenem

Enhanced growth of E. coli ATCC®
25922. Carbapenemase produced by K.
pneumoniae ATCC® BAA-1705"
inactivated ertapenem that diffused
into the media. Thus, there is no
longer sufficient ertapenem here to
inhibit E. coli ATCC® 25922 and an
indentation of the zone is noted.

13. abra
Modositott Hodge-teszt [69].

1. ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae referenciatorzs — karbapenemaz pozitiv
2. ATCC BAA-1706 Klebsiella pneumoniae referenciatérzs — karbapenemaz negativ
3. Kklinikai izolatum — karbapenemaz pozitiv

Emellett 1éteznek egyéb moddszerek is a karbapenemdz termelés hagyomanyos
laboratoriumi kimutatasara. Mivel a karbapenemaz enzimek legtdbbje metallo-béta-laktamaz,
ezért hatékony gatld szeriik a metallo-béta-laktaméaz enzimek miikddéséhez sziikséges Zn?*
ionok kelatolasa révén az EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav). Az EDTA és a karbapenem és a
kivaltott ko6zos, baktériumra gyakorolt hatas detektalasa tobbféle modon is lehetséges: akar
korongokkal, akar Etestekkel (14. abra). Nagyon fontos megemliteni, hogy ez a mddszer
természetesen nem alkalmazhatd a nem metallo-béta-laktamaz karbapenemazoknal, vagyis a
modszer karbapenemaz szlirésre semmiképpen sem lehet alkalmas.
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14. abra

Metallo-béta-laktamaz NDM karbapenemaz hordozas vizsgalata kiilonb6z6 tenyésztéses
megoldasokkal Klebsiella pneumoniae izolatumon [70].

A) modositott Hodge-teszt; B) ertapenem, meropenem, EDTA és kombinacidi
korongdiffazidval; C) imipenem és EDTA szinergizmus torzult zéonaval; D) kombinalt Etest.

A karbapenem rezisztens enzimeket hordozé multirezisztens baktériumok ellen egy
viszonylag 0j anyag is rendelkezésre all: az amoxicillin/klavuldnsav példajara létrehoztdk a
meropenem/vaborbactam kombinacids szert, mely csak a KPC karbapenemazok ellen hatasos,
mivel a vaborbactam csak a szerin-karbapenemazokat képes gatolni (Ambler Class A
karbapenemazai), az Ambler B osztdly metallo-béta-laktamazaira nincs hatdssal [71, 72].
Jelenleg a kisérleti stadium végsé fazisaiban van, kialakult rezisztencia (még...) nem ismert.

4. Alternativ érzékenységvizsgalati modszerek

Mind a korongdiffuzios érzékenységvizsgalati mddszer, mind az Etest technika jol
kidolgozott, széleskoriien alkalmazott és mara mar viszonylag egyszertien kivitelezhetd, de a
jelenlévo sok valtozo és az eredményeket esetleg befolyasold tobb paraméter (taptalaj,
inokulum mennyiség, inkubacidés hémérséklet és idd) parhuzamos és folyamatos kontrollja
szilkséges a standard és mindségi eredményekhez. Ezeket a paramétereket egy jo
mikrobiologiai labor jol tudja kontrollalni, ezek a feltételek teljesithetdk, igy a modszerek jol
alkalmazhatok. Ezeken kiviill a leveshigitasos modszerek és az azokbol kifejlesztett,
kereskedelmi forgalomban 1év0 érzékenységmeghatirozasra alkalmas kitek szintén mind
megfeleld eszkozok ezen a terlileten. Viszont mindezen modszerek legnagyobb hatranya:
azok 1ddigénye; 16-24 6ras inkubacid sziikséges a mai referencia eldirasok szerint [15], ami
rédadasul csak az elso tenyésztési eredmények megszerzése €s feldolgozasa utan kezdddik, ami
szintén 16-24 6ra. A betegellatas napjainkban folyamatosan novekvd terhelddése egyébként is

17



mindinkdbb afelé tereli a laboratériumi metddusok trendjét, hogy minél gyorsabb és minél
kevesebb munkaigényl vizsgalatokkal sziikséges felvéltani a tradicionalis modszereket. A
klinikai gyakorlatban alapvetd fontossagl, hogy annal sikeresebb lehet egy terapias folyamat,
minél kordbban sikerlil azt a gyakorlatban elkezdeni. Ez gyors és pontos informacidkat
kovetel, amik alapjan célzottan és a lehetd leggyorsabban kell elkezdeni a beteg kezelését.

5.1. Kromogén alternativ érzékenységvizsgalati modszerek

E laboratoriumi folyamatok gyorsitasara tobb alternativ, gyors eredményt szolgaltatd
technika keriilt mar kidolgozédsra az érzékenységvizsgalatokban. Az egyik legegyszeriibb
ilyen moddszer a nitrocefin gyorsteszt [73, 74]. A nitrocefin egy kromogén cefalosporin,
melynek béta-laktdm gylirlijét béta-laktamaz enzimek hasitani képesek, az igy hidrolizalt
nitrocefin pedig piros szinreakciot ad (eredetileg sargas), a reakcidéidd 10-15 perc, gyengébb
enzimtermeldknél hosszabb. Legelterjedtebben papirkorong vagy papircsik formajaban fordul
eld a gyakorlatban és egyszertien ra kell helyezni a vizsgalandé baktériumtelepre, vagy ra kell
kenni egy kevés baktérium inokulumot a tesztre. Pozitiv eredményként a teszt pirosas
szinreakciot ad.

15. 4bra
Nitrocefin pozitiv BLPACR Haemophilus parainfluenzae torzs (3863/2018, G1/101.) (sajat foto).

A nitrocefin teszt jol haszndlhatdé modszer béta-laktaméazok jelenlétének egyszerii
kimutatasara, de annal tobb informaciot, hogy valamilyen béta-laktaméz aktivitas van jelen az
adott izolatumnal, nem szolgaltat, a legegyszeriibb penicillinaztol a széles spektrumu béta-
laktamazokig minden enzim hidrolizalni tudja. Kordbban hasznaltak mas kromogén béta-
laktamaz szubsztratokat is [75], de a nitrocefin valt elterjedté. Hatranya, hogy a szinvaltozas
értékelése néha szubjektiv, hogy alacsony szintli enzimtermelésnél lasst €s bizonytalan, és
hogy a csak citoplazmatikus enzimek kimutatasahoz extraktum sziikséges.

Tovabbfejlesztett valtozatban kolorimetrias technika is 1étezik nitrocefinnel, ami révén
akéar kvantifikdlhato is egy izoldtum béta-laktamaz termelése (laktamaz egység/térfogat
mértékegységben) [76]. Ez inkabb csak kutato laborokban hasznalt, viszont ennek valtozatai a
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komplikaltabban igazolhatd rezisztenciamechanizmusok kimutatasanal valoban hasznos, de
komoly infrastruktarat igényld technologidk. Nitrocefint régebben alkalmaztak még akar
extrahalt fehérje gélek festésénél is, de ez szintén inkabb csak kutatasi teriilet [77].

Hasonlo kromogén alapelvek mentén sziiletett meg a karbapenemazok detektalasahoz
is alkalmas gyors diagnosztikai eszkoz, a Carba-NP (Carbapenemase Nordmann-Poirel) teszt
[78] és a gyakorlatilag ugyanigy miikkodé ESBL-NDP (Nordmann-Dortet-Poirel) teszt [79],
melyekben enzim és antibiotikum reakcidjabol eredé pH valtozast detektalunk indikétorral
(16. és 17. abra).

Imipenem

E. coli (BG 1106 6175) wild-type |

No inoculation
E. coli (10.16) CTX-M-15

K. pneumoniae (09.200) TEM-3

Noncarbapenemase
producer
K. pneumoniae (BN 113 0227) wild-type

K. pneumoniae (ANG) DHA-1
Carbapenemase

producer

17. abra
ESBL-NDP teszt [79]. Bal oszlop: novekedési
kontroll, kdzépsd oszlop: cefotaxim, jobb oszlop:
cefotaxim + tazobactam.
1. wt E. coli — ESBL negativ.
2. CTX-M-15 ESBL E. coli — ESBL pozitiv.
3. TEM-3 ESBL K. pneumoniae — ESBL pozitiv.
4. wt K. pneumoniae — ESBL negativ.
5. DHA-1 AmpC K. pneumoniae — ESBL negativ.

16. abra
Carba-NP teszt [78]. Jobbra imipenemmel.
Feliil: negativ kontroll.
Ko6zépen: CTX-M-15 ESBL-termel§ E. coli —
karbapenemaz negativ.
Alul: NDM-1 karbapenemaz termel6 K. pneumoniae —
karbapenemaz pozitiv.

Az egyszerl korongdiffuzié alapjan sokszor még nem adhat6 ki egyértelmii eredmény
(karbapenemazoknal egyértelmiien nem), a mddositott Hodge-teszt specificitasa magas, de
szenzitivitasa elég alacsony, az inhibitorokkal folytatott kombindcios teszteknél és az ESBL
double-disc modszernél az elsé tenyésztés utani sok plusz inkubacios id6 (+16-48 dra) rohatd
fel hatranyként és némely karbapenemaz esetén nincs is ismert inhibitor (pl. OXA-48) [78]. A
Carba-NP és az ESBL-NDP teszt soran az extrakcios oldatban 30 percig inkubalt, majd
vortexelt, végiil centrifugalt izolatum feliilusz6jabol vett mintat reagaltatjuk pufferelt oldatban
karbapenemmel. Pozitiv reakcid esetén a béta-laktam gytir(i hidrolizise soran keletkez6
karboxil gyok kialakuldsa, majd a dekarboxildci6 miatt a pH csdkken, amit fenolvords
indikator sarga szinvaltozassal jelez (max ~30 perc).

A Carpa-NP és ESBL-NDP tesztek specificitdsa és szenzitivitdsa is magas, az
eredmény a tenyésztéses modszerekhez képest pedig nagyon gyors. E tesztek pozitiv
hemokultirak centrifugalt iledékébdl elvégezve gyorsasaguk miatt rendkiviili jelentéségliek.
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5.2. Nukleinsav alapu alternativ érzékenységvizsgalati modszerek

Az el6szor 1971-ben napvilagot latott [80], majd 1983-t6l kezdddden vilagszerte
folyamatosan elterjedd [81, 82] €s mara mar alapvetd metodikava valdo PCR alapu vizsgalatok
az ¢érzékenységvizsgalatokban is jelen vannak. A tenyésztéses modszerekhez képest
gyorsaknak szamitanak, de nem tipikusan gyors diagnosztikai eszkozok.

A megkozelités alapelve, hogy az izoldtum DNS-extraktumabol amplifikalunk
kiilonbozd rezisztenciak kialakuldsaért felelds géneket, azaz a genotipus vizsgalatanak
eszkdze. Akar egy modosult porin fehérjealegység génjérdl, akar egy béta-laktamaz génjérdl,
akéar egy rezisztenciaért felelds fehérjét hordozo plazmid egy fontos transzkripcids vagy
replikacios szakaszarol van szo, a PCR vizsgalatok mindig is talan a lehetd legmegbizhatobb
modszerek lesznek ezek kimutatdsdban. Nagyon fontos tovabbi lehetdség, hogy ezeket az
amplifikalt szakaszokat szekvenalni is lehetséges, ami példaul egy génben valoszinisitett
pontmutacid keresésekor vagy példaul egy ujonnan felbukkant béta-laktamaz enzim
osztalyozasa és jellemzése soran ma mar nélkiilozhetetlen.

Alapvet6 ,,probléma” a PCR alapt vizsgalatoknal, hogy tudnunk kell, hogy milyen
gént keresiink: a baktérium novekedésén latott fenotipust tobbféle genotipus is kodolhatja!

Nagy jelentdségliek a rutin diagnosztikaban az Gn. multiplex PCR vizsgélatok, amikor
egyszerre (egy extraktumbol, egy reakcioelegyben, egy idében) torténik meg tobb reakcio,
azaz tobb génszakasz egylittes vizsgalata. Ilyenkor egyetlen reakcioval kimutathat6 pl., hogy
egy baktérium a sok rezisztenciamechanizmus koziil melyiket vagy melyikeket hordozza
genomjaban. A panelekben végzett PCR reakciok nem csak az egymastol jelentdsen
kiilonb6z6 rezisztenciagének kimutatdsakor lehetnek fontosak, hanem akkor is, ha egy
enzimcsoport egyes tagjait szeretnénk mar a PCR reakci6 soran egymastol elkiiloniteni. Ilyen
reakciokban tehat egyszerre sikeriilhet kimutatni nem csak az akar ESBL, akar AmpC, akar
karbapenemaz, vagy akar csak egy barmilyen egyszeriibb béta-laktamaz enzim génjét, de még
az is lehetséges, hogy még az enzim konkrét tipusat is megtudhatjuk a vizsgalat végére [83,
84].
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18. abra

Real-time PCR vizsgalatok kiilonboz6 karbapenemaz enzimek kimutatasara [84].

A) amplifikacios gorbék kiilonbozé mérési csatornakon; B) melting curve analizisek;
C) amplikonok kapillaris gélelektroforézise.

Sok esetben azonban a leghiztosabb DNS-alapti tipizalasi modszer végiil mégiscsak a
szekvenalds. A szekvenalds végeredményeként a keresett gén minden nukleotidjarol
informaciot kapunk, a vizsgalt gének egymassal és Oriasi adatbazisok korabbi eredményeivel
nagyon precizen 0sszehasonlithatok, valtozasok €s mutaciok fedezhetdk fel a genotipusban.

Egy altalanos, rutin diagnosztikai PCR vizsgalat a mai real-time PCR-ek koraban mar
rovidebb 1d6 alatt kivitelezhetd, mint a gélelektroforéziseknél, de még igy is (extrakcios
folyamattal egyiitt) altalaban 3-8 6rdra van sziikség az eredmények megsziiletéséhez. A PCR
vizsgalatok a gyors diagnosztikai technologidk kozé tartoznak ugyan, de léteznek néluk
sokkal gyorsabb modszerek is. Eredményeit tekintve viszont kevés moddszer veheti fel a
versenyt a PCR alapu technikakkal.

Hogy fenotipusosan is jelen vannak-e a keresett fehérjetermékek, vagy csak a
genotipusban mutathatok ki, annak megvalaszoldsa mar mas modszert igényel. Ilyen
vizsgalatoknal mar nem a csak igen/nem valaszt nyujté PCR vizsgélatra van sziikség, hanem
egy gén kifejezddése mértékének mérésére. A kérdés jelentdsége abban all, hogy bizonyos
gének expresszios szintje meghatarozhatja egy rezisztenciamechanizmus jelenlétét. Lehetnek
olyan gének, melyek nem is fejezOdnek ki, és lehetnek olyan gének, melyek hatalmas
mennyiségben overexpresszalddnak. Az ilyen irdanyu vizsgalatok mar inkabb kutatési
tertileteken zajlanak, de igy 1d6t is engedhetnek példaul arra is, hogy a keresett, atirodd6 mRNS
kvantitativ eredményeit dsszehasonlitsak akar végiil a rdla transzlalodo fehérje (pl. egy porin
fehérjealegység) Western-blottal elvégzett szemikvantitativ kimutatasaval is [85].
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A nukleinsav alapu technologidk egyik nagyon hasznos, de koltségeit tekintve kozel
sem a legolcsobb moddszerei kozé tartoznak a microarray modszerek (DNS-chipként is
ismertek). A vizsgalat soran rendkiviil sok ¢és sokféle génszakasszal komplementer rovid
probakat immobilizdlunk egy szilard feliiletre (pl. tiveglapra) aprod, elkiiloniild pontokként
(spot), amire a vizsgaland6 izolatum RNS extraktumabol késziilt és fluoreszcens molekularis
festékekkel megjelolt cDNS 0sszterméket vissziik fel inkubalni. A vizsgalat eredményeként a
cDNS 06ssztermékben, azaz az mRNS-ként kifejezett gének pooljaban ténylegesen szerepld
target gének a chip komplementer spotjaihoz kotédnek, ha jelen vannak. A kotédés révén a
fluoreszcens festékek emittalni kezdenek, ennek intenzitdsa aranyos az eredeti mintaban 1évo
target mRNS mennyiségével és a kotddeés erdsségével. Még bonyolultabb elrendezésben
peroxidaz — streptavidin szubsztrat rendszert is ligaltatnak a target génekre, melyekkel viszont
egyszerlibb a detektalas [86].
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19. abra

DNS microarray [86].

A) A chipen elhelyezett egyes enzimek immobilizalt cDNS-komplementer probainak ,tervrajza”.

B-C-D) I-II-1II panelek: 9 baktérium izolatum kiilonb6zé ESBL, KPC és egyéb enzimei cDNS-ének kimutatasa.

A DNS-chip rendszerek is tulajdonképpen még a gyorsdiagnosztikai eszkoztarhoz
tartoznak, de az egyszeribb PCR mddszerekhez hasonléan itt is a ,még aznap”
eredményszolgaltatds a maximum a gyorsasagot tekintve, viszont azt tudni kell, hogy itt az
egeész microarray vizsgalatot még megeldzi egy extrakcios és reverz transzkripcidés PCR 1épés
is. A chipek altal eredményezett nagyon nagy adatmennyiségek sokszor mar komolyabb
bioinformatikai eszk6zoket €s személyzetet is igényelhetnek, amely adatfeldolgozas szintén
1dbigényes lehet.

5.2. Pontos identifikacién alapuld alternativ érzékenységvizsgalati modszerek

A sok kiilonbozé megkozelitésii érzékenységmeghatarozasi technika mellett fontos azt
is latni, hogy nem csak a direkt erre irdnyuld vizsgalatok adhatnak fontos informaciokat,
hanem az is, ha elvégezziik az adott izolatum pontos identifikélasat. Sok baktérium fajarol és
nemzetségérol ismertek ugyanis Un. intrinsic, azaz természetes rezisztencidk is. Ha tehat
ismerjiik az adott korokoz6 fajat/nemzetségét, néhany antibiotikum interpretalasat mar eleve
tudhatjuk is. Vagyis ezzel a 1épéssel néhany olyan antibiotikumot zarhatunk ki az esetlegesen
majd hasznalhatok korébdl, amik az adott baktériumnal biztosan terdpids kudarcot
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eredményeznének. Némelyik természetes rezisztencia mar az antibiogramon is lathato és
tulajdonképpen segiti is az identifikalast (pl. Enterococcus spp. — clindamycin,
Staphylococcus saprophyticus — novobiocin, Proteus/Serratia/Burkholderia — polymyxin B),
de néhany antibiotikum teljes in vivo hatastalansaga bizonyos baktériumok ellen az in vitro
eredményekkel nem mindig egyezik meg, ezért ezekre kiilonosen figyelni kell (3. tablazat).

NS EOTAN nrinsic csikkent érzékenység

aerob baktériumok

metronidazol

anaerob baktériumok

aminoglikozidok, kinolonok, cefalosporinok (kiv.: cefoxitin)

Gram-pozitiv aerobok

polymyxinek, 1. gen. kinolonok, aztreonam

Gram-negativ aerobok

penicillinek, makrolidok, linkozamidok, streptograminok,
glikopeptidek, mupirocin

Streptococcus spp.

aminoglikozidok

1. és 2. gen. fluorokinolonok

Enterococcus spp.

cefalosporinok, linkozamidok, aminoglikozidok,
clindamycin, trimethoprim-sulfametoxazol

penicillinek, aminoglikozidok,
fluorokinolonok, meropenem

Mycoplasma spp.

béta-laktamok, vancomycin

Chlamydia spp.

béta-laktamok, aminoglikozidok

Haemophilus spp.

penicillin, vancomycin, makrolidok (kiv. aztreonam)

cefalexin, cefuroxim

Bacteroides spp.

aminoglikozidok, penicillin, ampicillin

Neisseria spp.

trimethoprim

Proteus spp., Providencia spp.,
Serratia spp., Flavobacterium spp.,
Burkholderia spp.

polymyxinek

Proteus spp., Providencia spp.

tetraciklinek, nitrofurantoin

Proteus spp., Morganella morganii,
Serratia marcescens

cefuroxim

Klebsiella spp., Morganella spp.,
Yersinia spp., Aeromonas spp.

aminopenicillinek

Haemophilus influenzae

fuzidinsav

cefuroxim

Moraxella catarrhalis

trimethoprim

Stenotrophomonas maltophilia

karbapenemek, amoxicillin/klavulansav,
piperacillin/tazobactam, cefazolin, cefotaxim, ceftraixon,
ceftazidim, aminoglikozidok, fosfomycin

Listeria monocytogenes

cefalosporinok

Pseudomonas aeruginosa

penicillinek, aminopenicillinek, aminopenicillinek/béta-
laktamaz gatlé kombinacios szerek, 1. és 2. gen.
cefalosporinok, 3. gen. orélis cefalosporinok, ertapenem,
tetraciklinek, tigecyclin, chloramphenicol, trimethoprim,
trimethoprim/szulfametoxazol, clindamycin, fuzidinsav,
makrolidok, linezolid, rifampicin, quinupristin/dalfopristin

Citrobacter freundii, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes,
Morganella morganii, Pseudomonas
aeruginosa, Providencia spp,Serratia
marcescens, Yersinia enterocolitica

amoxicillin/klavulansav

Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter baumannii

ampicillin/sulbactam

Acinetobacter baumannii

aminopenicillinek, ampicillin/sulbactam, aztreonam,
linezolid, rifampicin, ertapenem, trimethoprim,
chloramphenicol, clindamycin, fuzidinsav, makrolidok,
quinupristin/dalfopristin

Staphylococcus saprophyticus

novobiocin

3. tablazat

Az ismertebb és jelentdsebb természetes rezisztenciak kiilonboz6 baktériumoknal [87, 88, 89, 90].

A kiilonb6z6 mintakbol kitenyésztett mikrobak laboratdériumi meghatidrozasa jol

kidolgozott mddszertani teriilete a klinikai mikrobioldgianak: identifikacios folyamatokkal,
kiilonbozd tesztekkel gyorsan €s viszonylag nagy biztonsdggal tudjuk meghatarozni a
leggyakrabban el6forduld baktériumfajokat. Telepmorfologia, szinek, szagok, hemolitikus
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képességek, Gram-festddés, sejtalak, oxidaz reakcio, kataldz reakcid, uredz aktivitas,
kiilonb6z6 cukrok és mas anyagok felhasznalasi képessége, ndovekedési paraméterek és még
sok kisebb-nagyobb egyéb teszttel vizsgalhatjuk izolatumaink makroszkdpos, mikroszkdpos
¢s fiziologias tulajdonsagait. Végsd soron ezeken keresztiil altalaban eljutunk a valos
megoldasig. Ha a fenotipusos médszerekkel mégsem jutunk elére, a genotipus elemzésével
mar biztosan célba ériink: PCR vizsgalatokkal, esetleg szekvenalassal mar szinte nem is lehet
tévedni az identifikalasban.

Az identifikalasok hagyomanyosan jo, de nem mindig szaz szazalékos ¢és sokszor
idoigényes moddszerei mellett egyre siirgetobb manapsag, hogy 1) megkdzelitésl
technologidkkal egyszerre gyors ¢és pontos eredményeket tudjunk szolgaltatani,
kezelhet6ségiik pedig viszonylag egyszerii legyen. Ez a technologia mara mar megsziiletett és
valészinlileg az 1970-es ’80-as években virdgkorat él6 gazkromatografias identifikélo
modszerekbdl ndtte ki magat mai, egyre szélesebb korti alkalmazéasaig. A gazkromatografias
modszereknél a baktériumok (elsésorban anaerobok) altal termelt zsirsavak és egyéb
illoolajok voltak egymastol elkiilonithetok a kapott spektrumokon, mely zsirsavosszetételbol
azutan az identifikaci6 volt elvégezhetd [91, 92] (20. és 21. abra).

Bifidobacterium eriksonii
A
a = acetic acid
b = butyric ackd
iv = isovaleric acid i
Eubacterium limosum v = valeric acid
5 @ | ic= isocaprok acd
g
Q
Q
7]
D
B E i
-6 — internal
] i
2 . b
2 v
v
) l e l Il
L
T i g i T ! d ; = 1
o 5 o 5 0 5 10°
MINUTES MINUTES
Retention Time (minutes)
21. abra
Anaerob baktériumok fermentacios termékei [91]. 22. dbra
(A: ecetsav, B: vajsav, L: tejsav) Clostridium difficile izolatum karakterizalasa termelt
Bifidobacterium eriksonii ATCC 15423. zsirsavprofilja alapjan [92].

Eubacterium limosum ATCC 8486.

Az identifikéalas gazkromatografias megkozelitése kivaldo modszer volt, de hamarosan
molekuléris biologiai és biokémiai gyorstesztek vették at helyiiket a laboratériumokban. A
mar emlitett, idokdzben ekkor mar a szarnyait probalgatd masik modszer a MALDI-TOF
tomegspektrometria volt, melyet eldszor 1975-ben probaltak alkalmazni mikrobak
azonositasara [93], az 1980-as évekig azonban még sok kezdeti problémat kellett lekiizdeni
ahhoz, hogy ez a fehérjék és egyéb makromolekuldk alapjan az egyes baktériumokrol profilok
felvételére képes modszer elfogadottd valjon. Ekkor kezdték el épiteni az elsd olyan
adatbazisokat, melyekbdl aztan identifikélasok késziilhettek [94].
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A metddus kidolgozasa, kifejlesztése Franz Hillenkamp és Michael Karas nevéhez
kothetd, az elsé prototipust 1988-ban tesztelték ilyen irdny vizsgalatokra [95]. Veliik
parhuzamosan egy masik kutatécsoport (Koichi Tanaka és mtsai.) ért el attorést a
lézerionizacids technikan alapuld 0j miszerrel, 6k 2002-ben Nobel-dijat is kaptak
tevékenységiikért [96].

A MALDI-TOF betlisz6 egy olyan specialis tomegspektrométert jelent, ahol egy
ionforrasbol szarmazd 1ézerimpulzus gerjeszt egy vivOanyagot, amely a mintdhoz
kapcsolodik, és a gerjesztett vivoanyag (a kapcsolddd mintaval egyiitt) egy tomegszam-
analizator detektora felé halad egy vakuumcs6ben: matrix-assisted laser desorption ionization
— time-of-flight.
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23. abra
A MALDI-TOF tomegspektrométer miikddése az ionizacid, deszorpciod és az iongyorsitas fazisaiban [97].

A nagy ionizacids energiat kozvetitd 1ézerimpulzusokkal, melyekkel a vivéanyagot, az
un. matrixot gerjesztjiik, tulajdonképpen szilard fazisbol robbantjuk ki a matrix anyagot gaz
fazisba (deszorpcid) a kapcsolodd mintdval egyiitt. A matrix a mintaval kapcsolodva repiil
egy iongyorsitoként szolgald 1égiires, elektromos erdtérben. Ebben az elektromos erdtérben
egy erds gyorsitofesziiltség (19-20 000 V) készteti az ionizdlt molekuldkat mozgasra, a
vakuumban torténé reptilési id6 (time-of-flight) lehetéséget ad a mintaban 1évé anyagok
tomeg/toltés szerinti szétvalasara, a vakuumcsében repiilve a kisebb méreti molekuldk
rovidebb, a nagyobb molekuldk hosszabb id6 alatt jutnak el az analizatoron keresztil a
detektorba (23. 4bra). gy torténik meg a mintdban 1évé anyagok tomeg/toltés szerinti
elvalasztasa és ezek detektaldsa. Vagyis azt a megfigyelést, miszerint a molekula mérete és a
detektor eléréséhez sziikséges repiilési id0 kozott ardnyossag all fenn, felhasznéalhatjuk a
felgyorsitott ionok tomegének a meghatdrozdsdhoz. Az igy kapott eredmény a
tomegspektrum, melyben az egyes jelek (azaz csticsok vagy peakek) a minta egy adott m/z

25



fajlagos tomegli molekulaionjat jelzik, a peakek magassiga pedig az adott molekula
mennyiségével aranyos.

Esetiinkben ezek a toltéssel rendelkez6 molekuldk, melyek a matrix-szal kapcsolodva
repiilnek a detektor fel¢é molekulatomegiliknek ¢€s toltésiiknek megfelelden, a baktériumok
sejtjeiben legnagyobb mennyiségben megtalalhat6 anyagok: a fehérjék (féleg). Mivel minden
baktériumfaj fehérjeprofilja mindségi és mennyiségi eltéréseket mutat a tobbihez képest, igy
ezek a kiilonbozo fehérjékbol allo jelsorozatok, melyeket egy baktérium MALDI-TOF-ban
val6 felhasznaldsakor kapunk, jellegzetes profilokka allnak 6ssze. Ezek a fehérjeprofilok tehat
egy-egy fajra jellemzoek, azaz alkalmasak arra, hogy ezekbdl adatbazisokat épitve, a
MALDI-TOF tomegspektrométerrel ujra €s Gjra meg tudjuk hatarozni az adott baktériumfajt
tipikus fehérjeprofiljabol kapott egyedi tomegspektruma alapjan. Természetesen még az egyes
baktérium izolatumok kozott is vannak kisebb-nagyobb eltérések a fehérjeprofiljukat tekintve
még ha egy fajhoz is tartoznak, de az identifikacio olyan altalanos mintazatok felismerésén
alapul, melyet nagyon sok, egy fajba tartozo izolatum mérésébdl alakitanak ki. A legtobb
esetben nincs sziikség arra, hogy az identifikacié soran késziilt tomegspektrum egyes jeleit,
azaz peakjeit ado fehérjékrdl ¢és egyéb molekulakrol tudjuk, hogy melyik milyen fehérjét,
milyen peptidet takarnak, a Iényeg ezeknek a peaksorozatoknak a fajra jellemzd mintazata. Ez
a mintazat az, amit a MALDI-TOF MS analizator szoftvere az identifikacional felhasznal,
adatbazisabol az ehhez legjobban hasonlitd, legtobb egyezést mutatdé mintazathoz kddolt
fajnevet adja az éppen analizalt izolatumunk fajmeghatarozasaként.

A mikrobdk MALDI-TOF tomegspektrometrids  identifikalasi  folyamata
tulajdonképpen mar egyszerli feladat: az adott izolatum friss (max. 18-24 dras) tenyészete egy
izolalt telepébdl egy steril fogpiszkald segitségével kevés mintat vesziink fel és azt egy a
MALDI-TOF MS késziilékbe helyezhet6 acéllapka, az un. plate felszinére kenjiik. Egy ilyen
plate-re (késziiléktél fliggéen) 96 minta vihetd fel, az egyes mintak felviteli helyét kis
gravirozott korok, az un. spotok jelzik.

Legegyszerlibb esetben a mintak felvitele utan az egész plate-et szobahdmérsékleten
allni hagyjuk, hogy az analitok (itt a baktériumsejtek kikent mintai) beszaradjanak. Ezutan
pipettaval 2-2 ul matrix vivéanyagot viszlink a beszaradt mintak apr6 foltjaira, majd ezt is
hagyjuk beszaradni. A matrix beszaradédsa, kikristdlyosod4sa soran torténik meg annak
fehérjékkel és az analit barmilyen mas anyagaival torténd kapcsolddasa.

Az egész procedura a baktériumsejtek felvételétdl, a kiilonb6zd oldatok pipettdzasan
€s beszaritasan at, egészen a mérésig Gsszesen nem tobb mint egy kb fél 6rds munkaidot
igényld folyamat. Ha tobb mintdval dolgozunk egyszerre (egy plate-en 96 minta dolgozhat6
fel), az nyilvan aranyosan még tobb iddt takarit meg a sorozatos mintafeldolgozas révén.

A folyamat csak laboratoriumban végezhetd el, némely felhasznalt anyag veszélyes is,
kell6 ovintézkedések, preciz odafigyelés és védofelszerelés hasznélata erdsen ajanlott!
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24. abra
Baktérium izolatum identifikalasa MALDI-TOF tomegspektrométerrel. ElOkészité 1épések ¢és a matrix
kristalyosodasi folyamata [98, 99, 100].

A matrix vivoéanyag leggyakrabban alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (a-CHCA) vagy
dihidroxi-benzoesav (DHB), funkcidja a lézer altal biztositott, az ionizacidhoz sziikséges
energia elnyelése és atadasa az analit molekulainak. A matrix-szal egyiitt kristalyosodott
analit ennek hatdsara a mintabol felszabadul (deszorpcid), és molekulaionok formajaban gaz
fazisba keriil. A kiilonb6z6é matrixok koziil az a-CHCA a leginkabb elterjedt ¢és széleskoriien
alkalmazott (alacsony molekulaméret tartomanyhoz ez ajanlott), de mas matrixok is léteznek.

Funkcionalis tulajdonsagaikat €¢s molekulatomegiiket tekintve elt

hasonl¢6 felépitésii molekulak (4. tablazat).

rom

¢éro, s

trukturalisan alapvetéen

fe} o] OH 0 NH
HaCO 2
CN HO N7
HO Ho OCHq
a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav 2,5-dihidroxi-benzoesav szinapinsav aminoacridine
CHCA DHB SA 9-AA
MW 189,17 MW 154,12 MW 224,21 MW 194,23
<5000 Da pepetidek kis molekulatomegii >5000 Da fehérjék kis molekulatomegii
molekulak lipidek és metabolitok
+ + + -
NH;
OH O S OH OH O OH
oe o o
NH, HO OH OH
1,5-diaminonaftalén trihidroxi-acetofenon 3-hidroxi-pikolinsav 1,8,9-antracéntriol
1,5-DAN THAP 3-HPA DTN
MW 158,20 MW 168,15 MW 139,11 MW 226,23
lipidek oligonukleotidok és oligonukleotidok lipidek
foszforillalt peptidek
+/- + (Li%) + +/-

4. tablazat

Gyakoribb matrixok. Név, rovidités, molekulatomeg, alkalmazasi teriilet, preferalt ionizaciés mod [101, 102].
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A mai klinikai mikrobiologidban a MALDI-TOF MS alapt identifikalas egyre inkabb
elfogadott és egyre szélesebb korben is alkalmazott modszerré kezd valni még hazankban is.
Precizitdsa, gyorsasiga messze meghaladja a hagyomanyos modszerek hatarait. A
tomegspektrométer magas ara sajnos nem teszi lehetévé, hogy minden laboratériumban jelen
legyen egy-egy ilyen eszkoz, de a kisebb laborok hasznalhatjak ,bekiildoként” a késziiléket,
azaz a plate-en elvégzik az egyszeri, elékészité folyamatokat, majd beszallitjak egy olyan
kozponti intézménybe, ahol van MALDI-TOF MS, az eredményeket pedig mar néhany oran
beliil emailen vissza is kapjak. A tomegspektrométer késziilék az anyagkoltségei és a
fenntartasa tekintetében tulajdonképpen olcso, anyagigénye alacsony, kezelése egyszerti.
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25. abra
MALDI-BioTyper® szoftveres munkafeliilet vizsgalat kozben (sajat képek).
Bal oldal: fent a 1ézeres ionizacio6 lathaté miikodés kozben a beépitett kis kameran at, mellette az éppen késziilé
spektrum, alul a vizsgalt plate rajza a rajta 1év6 analitokkal, mellette az aktualis paraméterbeallitasok feliilete.
Jobb oldal (fentrdl lefelé): egy elkésziilt MALDI-TOF MS spektrum; egy kapott spektrum 6sszehasonlitasa az
adatbazis adataival; az analizis végeredménye: az identifikacio tiz legmagasabb score értékii eredménye.

Az identifikalashoz egy szoftveres értékeld rendszer all rendelkezésre, a MALDI-
BioTyper® [103, 104], ami objektiv mddon interpretdlja a species- €s genus szint
identifikacidos eredményeket. Az értékelés naprakész €és folyamatosan frissitett adatbazisok
alapjan torténik, melyek rendkiviil fontos tulajdonsdga, hogy a felhaszndlo altal is
fejleszthetdk, azaz példaul egy teljesen Uj baktérium esetén ,megtanithatd” a rendszernek
kell6 szamu spektrum felvételével. Az 0 faj (melyet példaul szekvenalassal azonositottunk)
beilleszthetd az adatbazisba. Ennek nagyon nagy jelentdsége van, mert a hagyomanyos
identifikaldé modszerek sokszor csak a legnagyobb valoszinliség elve alapjan mikddnek,
szekvenalasra pedig csak ritkdn van mdd a rutin munkédban eléforduld izoldtumok esetén.
Latvanyos az a jelenség, hogy a MALDI-TOF MS korszak bevezetése utan sok klinikus egyre
tobbet konzultdl a mikrobiologusokkal arrdl, hogy tulajdonképpen mi is az az addig még
sosem hallott baktérium, amit a leleten megkapott, mert addig példaul csak ,,a-hemolizaléd
Streptococcus”, ,,E. coli”, vagy ,Enterobacter sp.” néven keriiltek kiadasra azok a
baktériumok, melyek a hagyomanyos moddszerekkel csak eddig a szintig voltak
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meghatarozhatdéak. Ez az ugras abbdl a szempontbol is nagyon jelentds, hogy a precizebb
identifikacids eredmények révén 1) kapcsolatok fedezhetdk fel bizonyos ,,4j” baktériumok és
bizonyos korképek kozott, ha egy ilyen 1j Osszefliggéssel egy arra nyitott klinikus szembesiil
(ez utobbi viszont még sajnos csak ritkan teljesiil). Ezek a baktériumok természetesen nem
ujak, eddig is ugyanazokban a korfolyamatokban vettek részt, de eddig nem volt lehetdség
arra, hogy felismerjiik 6ket a hagyomanyos mddszerek alapjan ilyen mélységben. Példaul egy
Achromobacter xylosoxidans vagy egy Staphylococcus lugdunensis egyaltalan nem biztos,
hogy minden mikrobiologiai laborban koénnyen azonosithat6 MALDI-TOF MS vagy
szekvenalas nélkiil a hagyomanyos, rutin biokémiai és mikrobioldgiai eszkozokkel.

Az értékelés soran a kapott spektrumot az adatbazisban szerepld spektrumokkal
hasonlitja 0ssze a szoftver, mely alapjan egy un. score értéket ad az adott izolatum
azonositasara. Ez azt jelenti, hogy egy magas score értékil azonositas erds egyezést mutat az
adatbazis adataival, azaz az identifikdci6 biztos, alacsony score érték esetén ennek kisebb a
valdszinlisége €s csak a nemzetség szintli identifikdlds a biztos. A score értékek alapjan a
MALDI-BioTyper® program 4 kategoriat kiilonboztet meg, melyeket szinkodokkal is jelez:

score értékelés interpretacio

1,9-1,7 | biztos genusszintl identifikalas Staphylococcus sp. (coag poz.

5. tablazat
MALDI-BioTyper® identifikalasi eredmények, score érték kategoriak.

A mérések (vagyis a spektrumok) mindségét jelzO score értéket jelentdsen
befolyasolja, hogy hogyan tortént a minta eldkészitése. ,,Not reliable” eredmény lehetséges
abbol az esetbdl is, ha éppen egy addig az adatbazisban még nem szerepld baktériummal van
dolgunk (és ez mar egyre kisebb valdszinliségii a mai adatbazisoknal), sokkal valdsziniibb,
hogy a minta el6készitésénél tortént valamilyen probléma.

A legegyszeriibb esetben, a mar ismertetett el6készitd 1épések utan kozvetleniil meg is
torténhet maga a mérés is, ez a modszer Gram-negativ bélbaktériumoknal még elfogadhatd
lehet, de komolyabb sejtfallal rendelkezd Gram-pozitivoknal vagy gombaknal mar biztos
gyenge eredményt ad. Egy szinttel komolyabb eldkészitésnek szamit (és a legtobb esetben
mar ez szamit az alapvetden elterjedt €s bevalt rutin identifikacidés vizsgéalatoknak) az
egyszeri hangyasavas feltaras kozbeiktatasa a mintafelvitel €s a matrix raszaritdsa kozé:
ilyenkor 2-2 ul 70%-o0s hangyasavat pipettazunk a mintak spotjaira, ezt is hagyjuk beszaradni,
majd kovetkezik a mar ismertetett matrix és a mérés. Joval drasztikusabb feltarast eredményez
(pl. gombaknal) a teljes extrakcios modszer, ahol az izolatumot elészor 96%-0s EtOH-ban,
majd 70%-os hangyasav €s tomény acetonitrilben extrahaljuk, a centrifugalt feliiluszobol
felviszlink 2-2 pl tisztitott extraktumot a plate spotjaira, majd ennek beszaradasa utan johet a
matrix és a mérés. Az egyes moddszerek eredményének mindsége ¢és a raforditott 1do
egymassal természetesen itt is egyenesen aranyos. Viszont a legkifinomultabb eredményeket
ado6 legbonyolultabb extrakcids mddszer munkaideje sem haladja meg az egy 6rat.
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A klinikai mikrobiologia egyik nagyon fontos laboratoriumi teriilete az intenziv
osztalyon apolt betegek mintdinak vizsgalata. Az eredmények gyorsasdga €s precizitasa
ezekben a helyzetekben tényleg létfontossdgu. Pozitivként jelzett hemokultira mintaknal
példaul jelentdsen meggyorsithatd a szepszist okozd baktérium azonositdsa, ha a pozitiv
hemokulturabol azonnal mintdt vesziink, a vér sejtes elemeit lizaljuk, centrifugdljuk és a
pelletként az Eppendorf-csé aljan 1év6 baktériumokat a MALDI-TOF plate-re vissziik fel a
mar ismertetett modon [105]. Ez a modszer természetesen csak olyan mintaknal valosithato
meg, ahol egyetlen baktériumfaj van jelen nagy szamban a mintdban (pl. hemokultuira,
vizelet) [106, 107], mert tobb baktérium egyiittes jelenlétét egy spektrumban a MALDI-TOF
MS sem tudja egyelére feloldani — bar mar vannak ilyen torekvések, amik ezt a problémat
igyekeznek lekiizdeni bioinformatikai eszkdzokkel [108]. Emiatt természetesen még minden
esetben sziikséges elinditani példaul egy pozitiv hemokulturandl a hagyomanyos
tenyésztéseken alapuld folyamatokat is, mely 16-24 6ra mulva ad eredményeket, és
természetesen azért is, mert az érzékenységvizsgalatok is csak az igy kitenyészett
mikrobakbol torténhetnek a hagyomanyos mddszertani ajdnlasok alapjan.

A mikrobdk azonositdsaban tehat hatalmas segitség tud lenni a MALDI-TOF
tomegspektrometria, a pontos identifikacio révén pedig az intrinsic rezisztencia viszonyok egy
része mar ebbdl a nagyon preciz identifikacidobol is tisztazhatd. De milyen plusz informéciot
adhat még a MALDI-TOF MS moédszer az érzékenységvizsgalatokban?

5. Erzékenyséovizsgalatok MALDI-TOF MS médszerrel

A MALDI-TOF MS identifikacios spektrumok azokat a peakeket tartalmazzak, amiket
az adott izolatumban nagy mennyiségben megtalalhat6 fehérjék €s egyéb molekuldk adnak ki.
A kiilonbozo rezisztencidkért felelds faktorok, mint példaul egyes enzimek, vagy modosult
citoplazmatikus fehérjealegységek ritkan fordulnak el olyan mennyiségben, hogy azok un.
marker peakekként a spektrumokban felfedezhet6k lennének. A jelenség ritka, de nem
lehetetlen.

Az Enterococcus-ok vilagszerte nagyon elterjedt, a human és allati bélfloraban is
bdségesen eldfordulé Gram-pozitiv baktériumok, a normal fléra fontos részei. Ennek ellenére
korokozoként is viselkedhetnek opportunistaként, ilyenkor természetesen korokozokként is
kell kezelni Oket, elleniik terapia indithatd. Szepszisben €s egyéb sulyos fertézések esetén az
egyik ilyen elsddlegesen hasznalt szer Enterococcus-ok ellen a vancomycin. A vancomycin a
glikopeptid antibiotikumok kozé tartozik, hatdsmechanizmusa tobbrétii: a sejt permeabilitasat
tudja megndvelni drasztikusan, illetve nukleinsavszintézis-gatld tulajdonsagai is ismertek.
Glikopeptid rezisztens torzsek elészor az USA-ban jelentek meg az 1980-as években, ahol
azutan azok nagyon gyakoriva is valtak (20-30%), nalunk még csak sporadikusan fordult el
tobb esetben [88]. A glikopeptid rezisztencianak 3 f6 formdja ismert, melyekért a vanA, -B és
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-C génekrdl atir6do eltérd szerkezeti membranfehérjéi feleldsek, a valtozas révén nem jo
targetei tobbé a glikopeptideknek.

vanA vanB vanC
vancomycin E/M
teicoplanin E/M E
gén mobil elemeken, kromoszomalis, kromoszomalis,
indukalhat6 indukalhatd konstitutiv
rezisztencia szerzett szerzett intrinsic
leggyakoribb E. faecalis E. faecalis E. gallinarum
eléfordulas E. faecium E. faecium E. casseliflavus
E. raffinosus E. flavescens
6. tablazat

A leggyakoribb Enterococcus glikopeptid rezisztenciak [88].

A szerzett glikopeptid rezisztenciat hordozd torzsek nagyon komoly veszélyt
jelentenek, mert elterjedésiik esetén nagyon sok sulyos, Enterococcus-okozta korkép valhat
sokkal nehezebben kezelhetové, ezért minél gyorsabb kimutatasuk nagyon fontos
laboratoriumi feladat. MALDI-TOF tomegspektrometria segitségével sikeriilt mar olyan
peakeket azonositani vancomycin rezisztens Enterococcus (VRE) izolatumokban, melyek
megbizhato és egyedi markereknek tlinnek ennek a tipust rezisztencianak a hordozasaban
[109]. A vizsgélatban etanolos moddszerrel extrahalt sejtek spektrumain sikeriilt megtalalni
ezeket az egyértelmiien lathat6 marker peakeket (a negativ kontrollok spektrumaihoz képest),
ez pedig azt jelenti, hogy kijelenthetdé, hogy MALDI-TOF MS segitségével sikeriilt egy
rezisztenciamechanizmust detektalni (26. dbra). Egy tovabbi kisérletben sikertilt differenciald
marker peaket talalni a vanA és a vanB tipust E. faecium torzsek kozott is (27. abra).

26. abra 27.
VRE (zold) (vanB E. faecium) és nem-VRE (piros) (ATCC
19434 E. faecium) MALDI-TOF MS spektrumainak
0sszehasonlitasa kiillonbozé mérési tartomanyokban [109].

- VRE specifikus marker peakek: ~2545, 5095 m/z

- Nem-VRE specifikus marker peakek: ~5035 m/z

abra

VanA és VanB tipusa E. faecium
torzsek Osszehasonlitasa [109].

- vanA (zo6l1d) specifikus: ~6635 m/z

- vanB (piros) specifikus: 6603 m/z

Szinte a MALDI-TOF alapu vizsgalatok létezésével egyid6és az az igény, hogy
MALDI-TOF tomegspektrométert haszndlva MRSA ¢és MSSA torzsek kozott az eldbbiek
analogidjara valamilyen egyértelmii ¢€s elkiilonité marker peakeket sikeriiljon talalni. Sajnos
ennek megoldasa még mind a mai napig csak tervek és elméletek formajaban létezik,
legtobben statisztikai alapon probaljak meg megtalalni az egyedi peakeket, mert az MRSA ¢és
MSSA torzsek sokfélesége miatt egyeldre nincsenek egyértelmii eredmények. Valoszinisitik
néhany viszonylag gyakrabban felbukkané egyedi peak nagyobb jelentdségét, de ezek is csak
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a torzsek egy részére tlinnek igaznak, az izolatumok tobbi részére nem. Bizonyos
szakirodalmi forrasok szerint [110] legvaldszintibbnek a 3784 m/z és az 5700 m/z peakek
tlinnek e kutatasok alapjan, ezek koziil az 5700 m/z peak valoban elkiilonitdnek tlinik a
vizsgalt MRSA torzseknél, de azoknak is csak egy részénél, a 3784 m/z peak viszont az
MSSA-k hasonlé peakjeihez képest altalaban inkabb csak nagyobb intenzitasu, és szintén
csak a torzsek egy bizonyos hanyaddban mutathato ki. E szerzok szerint a két csoport kozti
kiilonbség szignifikans e két marker peak jelenlétét, illetve intenzitdsat illetden. Mas
szakirodalmi forrasok viszont vitatjak mindezt és teljesen mas megkdzelitést javasolnak.
Valosziniileg el6szor az adott térzsek alaposabb megismerése (spa szekvencia és MLST
tipizalas) és preciz csoportositdsa utdn lehet csak elkezdeni feloldani ezt a tobb évtizedes
problémat, mert valdsziniileg nem csak egyetlen egy és altalanos megoldas 1étezik.

A Bacteroides fragilis izolatumok cfiA gént hordozé és nem hordozo torzseinek
differencidlasa MALDI-TOF spektrometria segitségével viszont jol mikodo és széleskoriien
elfogadott modszer. A cfiA gén egy karbapenemaz enzimet kodol B. fragilis-ben, mely
karbapenemekkel szemben rezisztenssé teheti az enzimet termelni képes baktériumot. A B.
fragilis torzsek két nagy csoportra, Un. diviziora oszthatok. Az 1. diviziodba tartozo torzsek
nem hordozzak a cfiA gént, a II. divizidba tartozok igen. Egyszeri MALDI-TOF MS
spektrum felvételével a két divizido 5 jol elkiiloniild marker peak alapjan differencidlhatéd
egymastol 4700 és 5300 m/z tartomdnyon beliil (29. abra), elkiilonitésiik révén pedig
megtudjuk, hogy izolatumunk hordozza-e a cfiA karbapenemaz gént, vagy sem [111].
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B. fragilis torzsek 1. és 1. divizidjanak elkiilonitése MALDI-TOF MS modszerrel, gel/stack view [111].
L. divizio (cfiA-) marker peakek [m/z]: 4711, 4817, 5017, 5204, 5268.

I1. divizi6 (cfiA+) marker peakek [m/z]: 4688, 4826, 5002, 5189, 5282.

Egy némileg az eddig ismertetettektdl eltérd szemléletli modszer az Gn. breakpoint
modszer. Az ilyen tipust vizsgdlatokban a mikrobakat (a modszert leird publikdcioban
Candida albicans-t) egy antimikrobialis szer higitasi soraban tenyésztik megfeleld
kortilmények kozott folyadékkultarakban [112]. A 16-24 6ras inkubacid utan mintat vesznek
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az egyes kultirakbol és MALDI-TOF mérést végeznek beldle. Azokban a higitasokban,
melyekben az adott antifungalis szer a Candida MIC értéke alatt volt, még ,,hagyomanyos”, a
fajra jellemz6 septrumokat kaptak. Azokban a higitasokban viszont, amelyekben mar a MIC
értéken illetve e folott volt a hatdanyag koncentracidja, minden esetben eltérd peak-mintazata
eredmények sziilettek. Ez az eltérés nem folyamatos degradacioként jelent meg a hatdéanyag
minden e folotti koncentracidban az eredetihez képest eltérden jelent meg. Ez a koncentracio
pedig latvanyosan jO egyezést mutatott az adott torzs valodi MIC értékével. Ebben a
modszerben ki kell emelni annak a rendkiviili fejleménynek a sulyat, hogy itt mar nem csak
annyit donthetiink el egy mikrobardl spektrometrias modszerrel, hogy érzékeny vagy
rezisztens egy bizonyos szerre, hanem pontos és a valéos MIC értékkel nagyon jol korrelald
eredményt is latunk. Ennek a mddszernek a tovabbfejlesztése, hogy mar csak 2 antibiotikum
koncentraciot vizsgalunk meg ezzel a modszerrel: egy MIC érték alatti és egy MIC érték
folotti koncentraciot és e kettdbol végezziik el a MALDI-TOF vizsgalatot.

Hasonlé elmélet mentén valosithatd meg a kdvetkez0 modszer is: egy baktériumot a
vizsgalandé antibiotikum higitasi soraban tenyésztiink, de itt a tdpoldatokba stabil izotopokkal
jelolt aminosavakat is adunk [113]. Ezek mellett mindig sziikség van egy olyan negativ
kontrollként szolgélo tenyészetre is, amely csak a baktériumot tartalmazza és antibiotikumtol
¢s izotoppal jelolt aminosavaktdl mentes. A megfeleld inkubaciés id6 wutdn a
baktériumsejteket a kultarakbdl kinyerjiik és MALDI-TOF MS spektrumokat készitiink sejtes
mintaikbol. Ha még rezisztens szinten 1€vo (vagyis MIC alatti) antibiotikum koncentraciébol
szarmazd mintakat vizsgalunk, akkor jellegzetes peak-eltolodasokat latunk a negativ kontroll
peak-mintazatahoz képest az izotopos mintakban, mert a még ¢él6 és fizioldgiasan ép
baktérium életfolyamatai sordn a stabil izotopokat fehérjéibe beépitette, azaz a peakjeit ado
fehérjéinek tomege a stabil izotopok révén koriilbeliil egyforma mértékben megndtt. Ha
azokbol az antibiotikum koncentracidkat tartalmazo6 kultarakbodl vesziink mintakat, melyekre
a baktérium mar érzékeny volt (vagyis MIC f616tti), akkor nincsen éltalanos peak-eltolodas a
spektrumokban a negativ kontroll mintdzatdhoz képest, mivel a baktérium nem volt képes
¢letfolyamatokat produkalni a rd mar karos antibiotikumkoncentracié mellett, a mar nem ¢€16
baktériumok peak-mintazata pedig ugyanaz maradt. Ebbdl a vizsgalatbol is megtudhatd a
baktérium MIC értéke, amely alapjan pedig mar eldontheté az altalanos ajanlasok alapjan,
hogy hatékony vagy nem hatékony ellene az adott antibiotikum.

Az eddig ismertetett szakirodalmi publikdciok olyan megkozelitéseket vizsgaltak, ahol
szinte minden esetben az adott mikroba valtozasait, e valtozdsokbdl eredd spektrometriai
valtozasokat tekintették elsddlegesen fontosnak. Ha abbol indulunk ki, hogy a mikrobdk nem
csak ugy képesek védekezni, hogy benniik kiilonb6z6 valtozasok sziiletnek és ezzel elkertilik
az antibiotikumok hatasat, hanem ugy is, hogy képesek aktivan is védekezni, vagyis az Oket
tdmado antibiotikumot tudjdk modositani, hatdstalanitani, akkor egy egészen 1) nézépontbol
tudjuk ezt a problémat megvizsgalni és sok esetben sokkal egyszeriibben €s rovidebb id6 alatt
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tulajdonképpen meg is oldani. Az olyan rezisztenciamechanizmusok, amelyek az aktiv,
bakterialis védekezés révén valosulnak meg, nagyon elterjedtek és emiatt nagyon izgalmas
teriilete ez a mai MALDI-TOF MS alapu érzékenységmeghatarozasi kisérleteknek.
Egyszerlibb béta-laktamazok, cefalosporinazok, ESBL- és AmpC-enzimek, karbapenemdzok,
fluorokinolon acetiltranszferdzok tartoznak bele elsddlegesen abba a nagyon széles
spektrumba, melynek vizsgalatai nagyon sok hasznos és gyors eredményt tudnak produkalni.

R.__O R.___0O R._O
;Nfljl; YHI;I YH

I HN_§ ¢ HN :
~NE T S CH3 : B S CH T S CH
| 3 _co 3
B-Lactamase 2
—N CHy — » O:Z:Nr CHj3 HN CH;
o H OH H H
OH
G S OH G OH
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Béta-laktam tipusu antibiotikum béta-laktam gylriijének enzimatikus hidrolizise és az instabil intermedier
spontan dekarboxilacidja [114].

Ezeknél a teszteknél tehat az antibiotikum ellen hatdé mikrobidlis enzimaktivitast
detektaljuk kozvetett modon, azaz az antibiotikum modositott, elhasitott, hatastalanitott
formait keressiik (lasd 30. abra a kovetkezd oldalon). Ezek az apré molekularis valtozadsok
igen finom ¢és nagy felbontdsu spektrometriai méréseket igényelnek, de a technikai
akadalyokon taljutva olyan spektrumokat kaphatunk, melyek egyértelmilen mutatjdk a
vizsgalt baktérium enzimatikus tevékenységének nyomait, st a keletkezd termékekbdl azt is
kikovetkeztethetjiik, hogy milyen enzimek milyen mddositdsokat végeztek el az
antibiotikumon, annak kiilonb6z6 ionos formain, és milyen kiilonb6zé intermediereik
keletkeztek még ezekben a biokémiai reakciokban.

A vizsgalati moédszer gyakorlati kivitelezése ugy torténik, hogy az adott baktériumot
rovid ideig a tesztelendd antibiotikum oldatdban inkubéljuk, majd nem a baktériumsejteket,
hanem a baktérium sejtjeitdl mentes, lecentrifugalt feliilluszot vizsgaljuk MALDI-TOF
tomegspektrométerrel, amiben csak az antibiotikum és esetleg egyes bomlastermékei vannak
jelen. Az ismert molekulatomegli antibiotikum spektralis mintazatdhoz képest a modositott,
elhasitott antibiotikum spektruma kisebb-nagyobb valtozasokat mutat. Ha ezek az
enzimatikus aktivitds kovetkeztében kialakuld moédositott antibiotikum marker peakek a
kisérlet utan felfedezhetéek, akkor a vizsgalt baktériumot rezisztensként kezelhetjiik adott
antibiotikummal szemben. A médszer 2011-ben Kkeriilt leirasra [115], az azodta eltelt néhany
évben sok fontos adalék, kiegészités és atfogd elemzés is sziiletett [116] az azota sajat nevet
[117] is kapott modszerhezz MBT-ASTRA, azaz MALDI BioTyper®-Antibiotic
Susceptibility Testing Rapid Assay-ként is hivatkoznak a tesztre és az egyik legmegbizhatobb
moddszernek tartjak e teriileten. (Ezen kiviil még MSBA néven is emlegetik néha). Nagyon
fontos tulajdonsadga a modszernek, hogy kivitelezése nem igényel sem sok id6t, sem til nagy
infrastrukturalis beruhdzasokat a hagyomanyosabb laboratériumokban sem, igy talan
kijelenthetd, hogy nagy valdszinliséggel ma a jovO egyik fontos vizsgélati modszerének
fejlesztési folyamatainak részesei lehetiink.
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Természetesen ennek a technologianak is vannak korlatai és hatranyai. Eldszor is
azokat a rezisztenciamechanizmusokat nem tudjuk e moédszerrel detektalni, amelyek a nem
enzimatikus antibiotikum moddositas révén torténnek, de tulajdonképpen ilyen esetben, ha
rendelkezésiinkre all példaul mar egy egyszerii antibiogramon egy rezisztencia valamely
antibiotikummal szemben és ebben a tesztben nem kapunk eredményt, akkor feltételezhetjiik,
hogy a rezisztencia a vizsgalton kiviili tipust. Masrészt technikai problémakat okozhat az is,
ha van ugyan enzimaktivitdsa a vizsgalt baktériumnak, de az csak intracellularisan vagy
periplazmatikusan torténik ennél a mikrobanal, igy a modositandd termék nem alakul ki, vagy
extracellularisan nem detektalhato. Ez a probléma feloldhatdé a sejtek permeabilitasdnak
novelésével (0,1% SDS) [118], vagy a sejtek lizalasaval.

Magénak az enzim peak-jének a hagyomanyos identifikdcids spektrumban vald
keresésére is voltak kezdetben probalkozasok [119], de e modszer I[étjogusultsaga
megkérddjelezhetd, hiszen ezek az enzimek nem mindig vannak jelen, nem mindig
konstitutivak, nem mindig elegend6 a mennyiségiik ilyen tipusi mérésekhez, a sok kozel
azonos méretil, sok egyéb fehérje peakje pedig a rutin vizsgalatokat szinte ellehetetlenitheti.

Az elsd leirés ota eltelt kozel egy évtizedben elég sok eldadas és publikacio sziiletett
mar e fejlodé témaban, sok laboratorium kutatja, sok kutaté keresi az alap modszer
kiterjesztéseit kiillonbozd antibiotikumok és kiilonb6z6 mikrobdk vizsgéalatara. Elsdsorban a
kiilonb6z6 béta-laktam antibiotikumok [118, 120, 121], koztiik a kiilondsen nagy figyelmet
érdemld karbapenemek [115, 118, 120, 122, 123, 124], valamint a fluorokinolonok [125, 126]
az egyeldre tobb-kevesebb sikerrel alkalmazhaté és viszonylag jol leirt moddszerek, de
rengeteg apro részlet ¢és optimalizalas sziikséges még annak eléréséhez, hogy a moddszer
barmely mirkobioldgiai laboratérium szdmara konnyen adaptalhatdo és jol funkcionalod
tesztként a rutin laboratdriumi folyamatokban is megallja a helyét.

30. abra (Sparbier et al. 2012) [120]

A) ampicillin intakt marker peakjei béta-laktamaz negativ E. coli torzs esetén.

B) ampicillin modositott marker peakjei egy béta-laktamazt termeld E. coli térzs mellett.

C) ampicillin intakt és modositott marker peakjei béta-laktamazt termeld E. coli torzs és béta-laktamaz enzimet gatld
klavulansav mellett.

6. A kisérletes munka tervezése és gvakorlati kivitelezése
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A projekt elsé fazisaban kivalasztjuk azokat az antibiotikumokat, illetve antibiotikum
rezisztens és antibiotikum érzékeny mikroorganizmusokat, amelyek alkalmasak a projekt
céljainak megvalositasara. A kutatdsok soran MALDI-TOF tomegspektrometridval vizsgaljuk
a kivalasztott antibiotikum mikrobialis bontasat, az antibiotikum metabolitjanak megjelenését
a tapoldatban, azaz a rezisztencia e formajanak jelenlétét az adott mikrobatdrzs esetében. Ez
alapjan a torzs rezisztenciaja (vagy annak hianya) interpretalhat6 a klinikus felé.

A projekt sordn elvégezzilk azokat az ellendrzd vizsgalatokat is, amelyekkel
bizonyitjuk a kidolgozott MALDI-TOF vizsgalati modszer megbizhatosagat. Ezen
vizsgalatokkal egyrészt azt bizonyitjuk, hogy a MALDI-TOF tomegspektrométerrel a
tapoldatban valoban a vizsgalt antibiotikum bomlastermékét, metabolitjat, illetve annak nativ
formajat detektaljuk-e. Masrészt az ellenérzé vizsgalatokkal bizonyitjuk, hogy az
antibiotikum bontést valoban az adott mikrobatorzs végezte a kisérletek soran. Az ellenérzd
vizsgalatokhoz kontrolltérzsek alkalmazasa, egyéb kontrollvizsgalatok, enzimspecifikus
inhibitorok alkalmazasa és hagyomanyos mikrobiologiai érzékenységvizsgalatok tartoznak
elsddlegesen.

Munkénk célja a MALDI-TOF MS érzékenységvizsgélati modszer rutin laboratériumi
alkalmazhatdsaganak tesztelése, optimalizalasa, adaptdlasa, az alkalmazhatdsag hatdrainak
esetleges kiterjesztése, ugyanakkor célunk a modszer korlatainak felderitése is.

7.1. Az antibiotikumok kivalasztasa:

A vizsgalatokba azokat az antibiotikumokat valogattuk be, melyek a szakirodalombol
megismert modszerek alapjan jo jeldltjei (vagy mar tobbé-kevésbé igazoltan jonak tiind
eszkozei) a MALDI-TOF MS modszerrel végzett érzékenységvizsgalatoknak.

Elsésorban a béta-laktamaz tipusi enzimek targetjeként szolgaldo béta-laktam
antibiotikumok vizsgalata volt projektiink fontos célja,

mert ezek ellen igen széles korben elterjedt rezisztencia menchanizmusok 1éteznek,

mert detektalasuk nagyon fontos laboratoriumi feladat,

mert detektalasuk nagyon fontos klinikai kovetkezményekkel jar,

¢és mert a moddszer gyorsasaga miatt valdban képes gyorsitani ezen fontos
informacioknak a klinikum felé torténd aramlasat, ami végsd soron minden ilyen irdnya
vizsgalatnak célja is kell hogy legyen.

e Penicillin

A torténetileg is elsd antibiotikum a vele szemben mar kialakult rengeteg rezisztencia
miatt klinikailag fokozatosan egyre sziilkebb korben maradt csak alkalmazhatd, van még
azonban néhany olyan kérokozocsoport, ahol még ma is teljeskori alkalmazhatosag maradt
fenn (Streptococcus pygenes, Clostridium perfringens, Treponema pallidum pallidum) és
vannak baktériumcsoportok, ahol még lehet esetleg 1étjogosultsdga alkalmazhatdésaganak (a
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legtobb baktériumcsoportndl mar nem is vizsgaljuk alkalmazhatosagat), de ez mar a
laboratoriumi vizsgalatok erredményeitdl is fiigg, mert mindegyik csoportnal vannak olyan
egyéb szerek is, amik a first line terdpidban jobbak és hatasukat tekintve sokkal
biztonsagosabbak is a penicillinnél (Haemophilus-ok, Neisseria gonorrhoeae, o- és f-
hemolizal6  Streptococcus-ok, Corynebacterium-ok). Gyorsdiagnosztikai  jelentdsége
tulajdonképpen nem tul nagy, kisérletes szempontbol viszont érdekességeket tartogat.

e Ampicillin

Ennek a viszonylag régi €s egyszerli aminopenicillinnek (csak egy aminocsoporttal
kiilonbozik a penicillintdl) a vele szemben is mar kialakult rezisztencidk ellenére még sok
baktérium ellen alkalmazhat6 valdban relevans antibiotikumként még a mai klinikumban is
(Gram-negativ  bélbaktériumok (Enterobacteriaceae), Haemophilus-ok, Staphylococcus
saprophyticus, a-hemolizalé Streptococcus-ok, Enterococcus-ok). Leggyakrabban akkor
hasznélatos, ha nem sziikséges magasabb osztalyu és erdsebb, szélesebb spektrumu
antibiotikumot hasznélni (ez kisebb szelekcids nyomast tesz a gazdaszervezet mikrobiomjara
¢s ezért nyilvan kisebb kart is okoz abban). Bevezetd kisérleteinket az ampicillin MALDI-
TOF MS vizsgalataival kezdtilk ¢és igen jo tapasztalatokat szereztiink ebben a
vizsgalatsorozatban: a modszer jol alkalmazhat6 volt, az eredmények egyértelmiiek voltak és
jol korrelaltak a hagyomanyos érzékenységvizsgalatok eredményeivel is.

e Cefotaxim

Harmadik generacios cefalosporin, sok kordbbi generacids cefalosporinnal ellentétben
a gyakoribb és egyszerlibb béta-laktamazok mar nem képesek hidrolizalni béta-laktam
gylriijét, ezért terapids jelentdsége manapsag is nagy: Gram-negativ bélbaktériumok
(Enterobacteriaceae), Haemophilus-ok,  Streptococcus  pneumoniae, B-hemolizald
Streptococcus-ok  Staphylococcus-ok,  Neisseria-k, anaerobok. Enterococcus-ok és
Pseudomonas-ok ellen nem hatasos, azok intrinsic rezisztenciaja miatt. Kisérleteink egyik
legfontosabb vizsgalt antibiotikum alanya, kivalo eszkoze ESBL és egyéb szélesspektrumi
enzimek miikodésének MALDI-TOF MS alapu tanulményozéasahoz.

e ceftazidim

A cefotaximhoz hasonloan szintén harmadik generaciés cefalosporin, hasonlo
tulajdonsagokkal és terapias spektrummal, de Pseudomonas-ok ellen is hatasos, ahol a first
line terapids protokoll része ma is. Szintén kivalo eszkoz lehet széles spektrumt béta-
laktamaz enzimek tanulmanyozasahoz.

e imipenem
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Karbapenem antibiotikum, rendkiviil széles hatasspektrummal, még Pseudomonas-ok
¢s Enterococcus-ok ellen is bevethet6 terapias eszkoz. Enterobacteriaceae, Acinetobacter-ek,
anaerobok, Actinomyces odontolyticus altalaban érzékenyek ra. Klinikai alkalmazasat
azonban nagyon fontos, hogy laboratoriumi in vitro érzékenységvizsgalat megelézze, mert
sok baktériumcsoportban eléfordulnak maér csokkent érzékenységli fenotipusok is
(Acinetobacter, Bacteroides, Pseudomonas, Enterococcus), masrészt pedig a karbapenemaz
enzimek megjelenése ota teljeskorii karbapenem rezisztenciat ¢€lveznek az ezeket az
enzimeket termelni képes baktériumok. Kisérleteink egyik legfontosabb célmolekulaja az
imipenem, a karbapenemaz aktivitas rendkiviil gyors detektalasanak alapvetd eszkoze.

e meropenem

A MALDI-TOF MS vizsgalattal végzett elsd ilyen iranyu kisérletek is ezzel az
antibiotikummal torténtek [116], hatasspektruma és jelentdsége az imipenemével egyenrangu.

e ciprofloxacin

Masodik generacids fluorokinolon antibiotikum. Hatdsspektruma nagyon széles
(Enterobacteriaceae, Pseudomonas-ok, Acinetobacter-ek, Haemophilus-ok, Neisseria-k,
Staphylococcus-ok), ezért ebbdl kovetkezden klinikai felhasznaldsa mar csak mennyiségileg
is nagyon jelentés. Csokkent érzékenységet mutatnak vele szemben a Streptococcus-ok; az
Enterococcus-ok pedig intrinsic rezisztensek ra. A kiilonb6z6 modokon megvaldsuld kinolon
rezisztenciak [43, 44] koziil a fluorokinolon acetildz enzimek kimutatasanak alapvetd eszkoze
vizsgalatainkban.

7.2. A baktérium torzsek kivalasztasa:

Vizsgélatainkhoz olyan baktériumtorzsekre volt sziikségiink, amelyekrdl az alapvetd,
hagyomanyos antibiogramok alapjan tudtuk, hogy valamely antibiotikummal szemben
érzékenyek vagy rezisztensek, illetve egyéb vizsgalatokkal felismertiink benniik valamilyen
szamunkra fontos vagy érdekes rezisztenciamechanizmust. Felhasznalt torzseink legtobbje
klinikai izolatum, mert nagyon fontos volt szamunkra, hogy a project céljaként is megjelolt
laboratoriumi adaptaciot az alkalmazott moddszerrel meg tudjuk-e valodsitani. E torzsek
legtobbje a MikroMikoMed Kft. mikrobiolégiai laboratoriumaban eléforduld klinikai
izoldtumok voltak, négy baktériumtorzs a QualiCont Kft. 4altal rendezett orszagos
korvizsgalatok révén jutott el laboratoriumunkba, egy felhasznalt torzs pedig a Szent Laszlo
Korhaz Mikrobiologiai Laboratoriuméanak ajandéka volt (Dr. Nikolova Radka, Dr. Ujhelyi
Eszter). A felhasznalt torzsek mindegyikérdl MALDI-TOF MS elvii meghatarozast is
végeztiink a pontos €s biztos fajszintli identifikacié végett, mert csak azok az izolatumok
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keriilhettek be kisérleteinkbe, melyekrdl egyértelmii faji identifikaciot sikeriilt végezni
MALDI-TOF MS hagyomanyos identifikacioval. Negativ kontrollokként (amelyekrdl
hitelesitett leirasukbol adatként ismert, hogy nem rendelkeznek az éppen vizsgalt rezisztencia-
mechanizmussal) a magyarorszagi hivatalos torzsgytijteménybdl (HNCMB) szdrmazo ATCC
referencia torzsket hasznaltunk. A felhasznalt térzsekrél késziilt listat, azok szarmazasaval és
egyéb fontos adataival egyiitt az 1. Fliggelék tartalmazza. Mindegyik felhasznalt torzs tarolasa
a MikroMikoMed Kft. mikrobiologiai laboratériumanak -70°C-os mélyfagyaszté hiitdjében
torténik megfeleld koriilmények kozott, tovabbi felhasznalas, a kisérletek reprodukalasa
ezekbOl lehetséges, a mélyfagyasztott torzsekrdl illetve azok kiilonb6z6 fontos
tulajdonsagair6l flizet és xls formatumu torzslista is 1étezik.

7. A kisérletes munka céljai

A projekt rovid tava eredményeként azt varjuk, hogy a kisérleteink soran optimalizalt
rendszerekben az egyes antibiotikumok konnyen €s megbizhatéan legyenek vizsgalhatdak a
klinikai torzsekkel és hogy az eredmények nagy megbizhatésaggal egyezzenek a standard
modszer eredményeivel.

Nagyon fontos célunk volt annak felderitése, hogy a mddszer mennyire adaptalhatéd
egy alapvetéen hagyomanyos rutin mikrobiologiai laboratérium  eszkoztaraba,
munkafolyamataiba, milyen iddbeli eldnyt jelentenek ezek a vizsgalatok a hagyomanyos
modszerekhez képest, milyen mindségbeli kiillonbségek fedezheték fel a kisérletek
eredményeként.

Hosszt tavi célként tiiztik ki a rovid tdva célok megvalosuldsa esetén annak
megteremtését, hogy ezeket a rezisztenciavizsgalatokat rutinszeriien végezziik, és hogy egy-
egy adott mikrobatdrzs elemzése soran tobb antibiotikumot is teszteljiink, hogy egy szélesebb
antibiogramot is tudjunk interpretdlni ezzel a mddszerrel. Ehhez sziikség van tobb
antibiotikum 1ilyen iranyt kisérletes vizsgalatara, az egyes antibiotikumok tulajdonsagainak
megismerésére, az elonyok €s a buktatok felderitésére, a megfeleld koriilmények egyedi
optimalizalasara.

8. A kisérletes munka eredményei

A leirt MALDI-TOF MS ¢érzékenységvizsgalati modszer rutin folyamatként
alkalmazhato kiilonboz6 rezisztenciamechanizmusok gyors detektaldsara primokultirdkbol,
azaz tovabbi tenyésztéses lépések nélkiil. A metodika lehetdvé teszi egy 16-24 oraval
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tulzéan: tulajdonképpen a betegek talélési esélyeit.

A metodika kidolgozdsa esetén lehetoség nyilik mas intézmények altal bekiildott
mikroorganizmusok MALDI-TOF MS modszerrel torténé érzékenységvizsgalatara, 3-4 éran
beliil detektalhatok és interpretalhatok bizonyos antibiotikum rezisztenciamechanizmusok, a
célzott és joval korabban elkezdett antibiotikus kezelésnek koszonhetden jelentds mértékben
keletkezett veszélyes hulladék mennyisége is, ezzel koltség- és helytakarékosabba is téve a
mikrobiologiai laboratériumi munkafolyamatokat.

9. A kisérletes munka elméleti leirasa

A projekt soran a legtobb esetben azt az alapvetd modszert hasznaljuk, hogy a vizsgalt
baktérium primokulturajabol szuszpenziot készitliink antibiotikumot tartalmazé oldatban. Ha
az adott baktérium képes ennek az antibiotikumnak a bontasara valamilyen enzimtevékenység
révén, akkor az tomegspektrometridsan mérhetévé valik a kontrollként hasznalt intakt
antibiotikum spektrum mintazatdhoz képest. Ez alapjan kimondhaté, hogy az adott
mikroorganizmus rendelkezik-e olyan fajta rezisztenciamechanizmussal, amelyben az
antibiotikum bontasa révén elkeriili az antimikrobialis hatast. A vizsgalatokat olyan torzsekkel
allitjuk be ¢és optimalizaljuk, melyekrél hagyomanyos eljarasokkal ismertek a keresett
rezisztenciamechanizmusok. Negativ kontrollokként mindezektdl biztosan mentes hiteles
referenciatdrzseket hasznalunk.

1. A projekt sordn optimalizdljuk a mikroba + antibiotikum rendszerek inkubélési
koriilményeit, majd a kapott oldatokbol tomegspektrometrids méréseket végziink.

2. A MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati modszerhez kidolgozzuk azt a
miszerkezelési protokollt, mely eltér a hagyomanyos identifikdcios mérési
protokolltol és a legoptimalisabban szolgéalja az antibiotikumrezisztencia kimutatasi
vizsgalatok céljait.

3. Kovetkezd 1épésként elvégezziik a tomegspektrometrias méréseket a kidolgozott
MALDI-TOF MS antibiotikum rezisztencia kimutatdsara alkalmas miiszeres mérési
protokollal, preciz belsd kalibracios 1épések lefolytatasa mellett.

4. A mérések utan az adatok elemzését végezziik el. Kiértékeljiik, hogy adott esetben
jelen van-e specifikus bomlastermék, illetve intermedier, azaz rendelkezik-e a mikroba
ilyen tipusu rezisztenciamechanizmussal az adott antibiotikummal szemben.

5. Minden esetben elvégezziik a sziikséges kontrollvizsgalatokat is.

6. Nagyobb mennyiségli adat 6sszegylilése utan statisztikai analizist is végziink.
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11. A kisérletes munka részletes terve

A MALDI-TOF MS alkalmazasa sordn lehet6ség van a rutin identifikacios
eljarasokban hasznalt ,default” modtol eltéré beallitdsokra is. Ilyenkor manudlisan
elvégezhetd ,,atallitast” kell eszk6zblni, ha mas mérési tartomanyban, mas mérettartomanyu
molekulak kozott, vagy mas intenzitasu jelek kozott keresgélink. A MALDI-TOF MS-sel
végzett antibiotikum rezisztencia vizsgalatokndl maga a nativ antibiotikum is nagyon
alacsony molekulasuly tartomanyba esik, a beldle enzimatikus uton keletkezett termékek
szintén ebben az alacsony moltomegii tartomanyban keresenddk, vagyis az alapbeallitas soran
a tomegspektrométert kell eldszor is olyan modon beallitani, hogy ezeket a kis moltomegi,
kis mennyiségii molekulakat legyiink képesek detektalni. Ezeknél a kisérleteknél a kdvetkezd
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e mérések pozitiv linearis tizemmodban,

e atOmeg szerinti mérési tartomany beallitdsa 100 — 1000 Da mérettartomanyra,
e 1ézer frekvencia: maximalis szintre,

e belsd kalibracio kis moltomegii jelmolekulaval (bradykinin).

A kisérletek tervezésénél felmeriilt, hogy ha nem megfelelé az altalanosan hasznalt
CHCA matrix vivéanyagként, akkor mas matrixokat is kiprobalunk, de minden vizsgalatnal
megfeleld eredményt biztositott a CHCA is, igy végig ennél a matrixndl maradtunk. Fontos a
spektrometriai mérés belsd kalibracidja is, melyet elsésorban bradykinin molekuldval
terveziink elvégezni (MALDI Biotyper Realtime Classification szoftverrel). A belsd
kalibracio lényege, hogy maga az analit tartalmazza a kalibratort, nem kell kiilon mérésként
felvinni. Ezek alapjan (és a szintén ismert tomeg/toltés szamu matrix (CHCA) adatai
segitségével) teljes biztonsaggal kezelhetOk a spektrumok a kalibralt csucsok preciz
bealltasaval. Ha az eltérés mértéke kisebb mint 1 tdmegszam egység, a kalibracio elfogadhato.

A ,bedllitasok” utan igyeksziink megteremteni azokat az informatikai és
tomegspektrometriai vezérlési modszerekhez sziikséges feltételeket, melyekkel konnyen
automatizalhaté is lesz a jovében ez a mérési metddus. Ez az automatizalhatosag
nyilvanvaldan csak azoknal a teszteknél lesz automatikusan elvégezhetd, amelyeknél gyorsan
¢s egyszerlien megoldhatd az analizise, akar mar a spektrométer computere révén is (pl. VRE
elkiilonitése nem VRE-t6l, cfiA gént hordozd és nem hordozé B. fragilis torzsek, stb). Fontos
megemliteni, hogy az automatizalhatésag sosem jelent teljes feliigyelet nélkiili interpretaciot.
Példaul a VRE-k kimutatisa kapcsan tudjuk, hogy némely VRE torzsek kimutathatok ezzel a
modszerek, némelyek viszont nem, tehat egy negativ eredmény a MALDI-TOF MS-sel nem
jelent automatikusan mindig negativ eredményt; €s ugyanitt egy pozitiv eredmény pedig
egyeldre még konfirmalando és csak preszumptiv eredményként kozolheto.
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Az antibiotikum enzimatikus bontidsan alapuld vizsgalat elméleti hattere az, hogy
vannak baktériumok, melyek bontani/modositani képesek bizonyos antibiotikumokat ¢és
ezaltal elkeriilik annak rajuk nézve negativ (és végzetes) hatdsait, vagyis e bontasi/mdodostasi
folyamat révén megvédik magukat, végsé soron rezisztensekké valnak ezekkel az
antibiotikumokkal szemben. A kisérletek soran ezt a tulajdonsagukat keressiik a vizsgalt
baktériumoknak. A kisérletben a baktérium €s az antibiotikum elegyét inkubaljuk megfeleld
(optimalizalando6) koriilmények kozott, majd MALDI-TOF MS-sel mérjiikk az elegybdl vett
mintabodl az eredeti antibiotikum jelenlétét, illetve a specifikusan az enzimtevékenység révén
1étrejové bomlastermékek jelenlétét. Az enzimtevékenység nyoman, kismértéka eltolédasok
jonnek létre a tomegspektrum egyes csucsain (,,peak”-jein) azaltal, hogy egy-egy kotést
felszakitva vagy egy-egy atomcsoportot levdgva, moddosul az eredeti molekula, azaz a
tomegspektrum megvaltozik. Ha nincsenek jelen bomlastermékek, az azt jelenti, hogy az
adott baktériumtorzs nem képes ilyen modon védekezni az antibiotikum ellen, vagyis
érzékeny ra, azaz elpusztul téle, de azt is jelentheti, hogy mads tipusi rezisztencia
mechanizmus révén valosul meg rezisztenciaja. Ha jelen vannak az inkubacié végén
specifikus antibiotikum-bomlastermékek a mintaban, akkor ez a baktériumtérzs rezisztens
ezzel a szerrel szemben, ¢és igazoltuk, hogy ezen enzimatikus tevékenység révén az. Ebben az
esetben lehet azt interpretdlni a kezeldorvos felé, hogy olyan tulajdonsagot tartunk fel az
éppen fertdzést okozd mikrobanal, mely kizarja bizonyos antibiotikumok hasznalatat, vagyis a
téves terapia esélye jelentésen csokken, a beteg életesélyei pedig a gyors €s pontos
eredményeknek koszonhetden jelentdsen ndnek.

Az egyes kisérletekben tehat a baktériumokat kis mennyiségii antibiotikum oldatban
inkubaljuk (a megfeleld térfogat megallapitasat optimalizaljuk). Az inkubéci6 koriilményeit
kontrolltorzsekkel alltjuk be, széles korli optimalizalast végziink minden reakcidtipusnal a
reakci0idd, a reakcio térfogat, az inkubacios homérséklet és a felhasznalt anyagok kiilonb6zo
koncentracidsoraival. Parhuzamosan kiilonb6z0 negativ és pozitiv kontrollokkal végzett
reakciokat is inditunk, melyekre minden kisérletsor esetében sziikség van, ugyanis mindig
tudnunk sziikséges, hogy példaul jelen van-e valamilyen apr6 szennyezddés az oldatainkban,
torténtek-e spontan nem bioldgiai folyamatok a reakcidelegyekben, rendben miitkodnek-e a
kontrollalo torzseink. Az inkubécido végén a baktériumokat az Eppendorf-csovek aljara
centrifugaljuk magas rpm fordulatszamon, majd a feliilluszobol 2 pl-t a MALDI-TOF plate-re
pipettdzunk ki. A mérések tehat nem a baktériumokbol késziilnek, hanem a baktériumok
jelenlétében lejatszodo vizes oldatokbodl vett analitokbdl. Ezért sziikséges mindenképpen a
baktérium sejtjeinek szepardldsa centrifugalassal a mérések kivitelezése elott. (Ha az igy
lemért analitokban meghagynank a baktérium sejteket, a spektrumok értékelhetetlenek
volnanak a rendkiviil nagy mennyiségii és sokféle peak zavard jeleitdl.) A target plate-re
kipipettazott 2 pl-nyi minta gyorsan beszarad (koriilbeliil 10 perc alatt), tulajdonképpen a
beszaradas — a viz hidnya miatt — allitja le az oldatokban zajl6 biokémiai folyamatokat.

A beszaradt mintdk spotjait az el6zéekben 4atallitott mérési MALDI-TOF MS
paraméterekkel vizsgaljuk a matrix oldat felpipettdzasa és annak is a beszarazasa utdn a
Wessling Kft. laboratoriuméaban taldlhatdé MALDI-TOF MS késziiléken. A méréseket
tapasztalt szakember végzi, aki a gépi okokbodl eredd hibakat rogton orvosolni is tudja. Az
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egyes plate-eken 1évé mintdk méréséhez mindig sziikséges, hogy a méréseket Osszeallitok
szolgaltassanak egy xlIs formatumu fajlt arrdl, hogy a plate egyes spotjain pontosan hol és
milyen egyes analitok vannak. Ez a fajlformatum a MALDI-BioTyper® kezeldszoftver
szamara megfeleld, kiilon konvertdlasra nincs sziikség. Az xls fajl megfeleld soraiba irt analit
elnevezések (Ekezetek és egyéb kiilonleges karakterek nélkiil!) lesznek késdbb a mérés
végeredményeként sziiletd spektrumok egyes fajljainak elnevezései (.btmsp Kkiterjesztésii
fajlok). A MALDI-BioTyper® flexAnalysis értékeld szoftverben harom kiilonb6zo
tobbszords mintavizsgalati mddszer elérheto: ,,Overlaid-", ,,Stacked”- és ,,List” view, mi ezek
koziil a ,,List view”-t talaltuk a legmegfelelébbnek vizsgalataink értékeléséhez. Az ,,Overlaid”
és ,,Satcked” nézeteknél az egyes peakek mar nehezen megkiilonboztethetok (masfajta
vizsgalatokhoz valdk), a ,,List view” joval attekinthetobb ezekben a vizsgélatokban (32. dbra).

T B Wt 0| a

32. abra
MALDI-BioTyper® kiilonb6z6 vizsgalati nézet opcidi (Balrdl jobbra: Overlaid, Satcked, List)

A mérések eredményeirdl késziilt spektrumokat a projectben résztvevok kozosen
értékelik, ebben a munkafolyamatban 6sszevetjiik a spektrumokon kapott eredményeket a vart
értékekkel, az aktudlis eredményekrdl a plate mérésének alapjaul szolgald, fent mar emlitett
xls f4jl eredetijében irjuk fel a tapasztaltakat: megvannak-e a vart peakek, vannak-e nem vart
peakek, tortént-e varatlan esemény, mennyire €rtékelhetd a spektrum, stb, stb, és végiil, de
nem utolsé sorban azt vizsgaljuk meg, hogy megtortént-€ a vart enzimatikus reakcio, azaz a
reakciot pozitivként vagy negativként értékelhetjiik.

Pozitivnak nevezziik az eredményt, ha megtalaljuk az antibiotikum enzimatikus
bontasa utani specifikus bomlastermékeinek peak-jeit és/vagy az eredeti peakeket is €s az
intermediereket is. A negativ kontrollokban nincsen a reakcid értékelhetdségét zavaro
,kontaminans peak”, a negativ és vak kontrollok eredményei pedig elfogadhatok. A vizsgalt
baktériumrol mindezek egyidejii teljesiilése esetén kijelenthetd (annak minden egyéb
interpretalasi kovetkezményével egyiitt), hogy rezisztens a vizsgalt antibiotikumra.

Negativnak nevezziik az eredményt, ha a mintdban csak a nativ antibiotikum jele (azaz
peak-je) van jelen, vagyis nem tortént meg a vart enzimatikus reakci6, az adott baktérium
érzékeny erre az antibiotikumra. A negativ kontrollokban nincsen a reakci6 értékelhetdségét
zavard ,.kontaminans peak”, a negativ és vak kontrollok eredményei pedig elfogadhatok. Ha
mas rezisztenciamechanizmus nem lehetséges, akkor az adott baktériumrol kijelenthetd

(annak minden interpretdldsi kovetkezményével egyiitt), hogy érzékeny a vizsgalt
antibiotikumra. Ha 1étezik ,,mas uton” megvaldsuld rezisztenciamechanizmus is, akkor csak
annyit allapithatunk meg a Negativ eredménybdl, hogy nem a vizsgalt mechanizmust a
baktérium rezisztenciaja, vagy esetleg érzékeny az adott szerre.
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Fals az eredmény, ha valamely pozitiv, negativ vagy vak kontroll hibat tar fel a
vizsgalati rendszerben. Ilyen esetben ismételni kell a vizsgalatot. A vak (ddH20) kontrollok
esetében kisérleteink soran kivitelezhetetlen volt, hogy valamilyen mértékli kontaminacié ne
legyen jelen a méréseknél. Ezek az altalaban kisebb intenzitdsi kontaminéns jelek (melyek
szarmazasa nem volt felderithetd) azonban sem intenzitasuk mértékével, sem m/z tengelyen

elfoglalt helyzetiikkel nem voltak kritikusan zavardak. A vizsgalatokat végigkisérd jelenséget
még jol kezelheté mértékiiként fogadtuk el.

Ertékelhetetlennek nevezhetjilk az eredményt, ha nem sziiletik spektrum (nincsenek
peakek), ha tal ,,zajos” a spektrum (tul sok a zavard peak), vagy ha egyaltalan nem olyan
peakek vannak a spektrumon, mint amilyeneket el lehetne varni (tilzott kontaminacié vagy
esetleg mintacsere, adminisztracios hiba torténhetett).

Annak igazolasat vagy cafolatat, hogy azt a bizonyos reakciot az a bizonyos enzim
végezte el, amelyiket a reakcionkbol vartuk, specifikus inhibitor anyagok segitségével tudjuk
elérni. Ilyen specifikus inhibitor anyag példaul ESBL enzimek esetén a klavuldnsav, vagy
metallo-béta-laktamaz enzimek esetén az EDTA. Ha az enzimspecifikus reakcioban sikertil
leallitani a gatolni kivant enzim tevékenységét, azaz elmarad vagy jelentdsen lecsokken az
enzimaktivitas ezen reakciokban a parhuzamosan inditott inhibitormentes reakciohoz képest,
akkor igazoltnak tekinthetjiik, hogy azt a reakcidt az a bizonyos enzim végezte el, amit
gatoltunk specifikus inhibitoraval. Némely enzim esetén sajnos nem all rendelkezésre ilyen
specifikus inhibitor, némely inhibitor pedig til sok enzimnek inhibitora is egyszerre vagyis
nem teljesen specifikus inhibitor.

Ha igazoltnak fogadjuk el, hogy ez a bizonyos keresett enzim mutat enzimatikus
aktivitast az adott baktériumban, akkor ebbdl olyan interpretacios plusz informaciokat tudunk
megadni, mellyel nagyon nagy mértékben tudjuk segiteni a klinikust abban, hogy elkeriilje a
terapias kudarcot. Ez a fajta interpretacidé nagyon hasznos abbdl a szempontbol tehat, hogy
kevés szamu mérésbdl tobb antibiotikum tiltdsat vagy engedélyezését kozolhetjiik a
kezeldorvossal. Ilyen vizsgélat példaul, ha sikeriil ESBL enzim jelenlétét igazolni egy béta-
laktamazos mérésben (azaz specifikus inhibitoraval a parhuzamos reakcidban elmaradt a
reakcio), ilyenkor az interpretacidban az 0Osszes béta-laktam antibiotikum ,letilthato” a
potencialis terapids repertoarbol.

Az antibiotikumok érzékenységi viszonyaival parhuzamosan mindig sziikség van az
adott mikroba pontos identifikdlasara is, mivel ennek ismeretében szintén tobb olyan
antibiotikum tilthato ki az alkalmazhaté szerek listajardl, melyekre az adott fajhoz tartozo
baktériumok példaul természetes (Un. intrinsic) modon rezisztensek. Emellett természetesen
nagyban segiti a pontos €s korrekt identifikdcio is a lehetséges rezisztenciamechanizmusok
jelenlétének ilyen tomegspektrometrias modszerrel torténd felismerését is.
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Az egyes antibiotikumokra vonatkozd optimalizalasok utan terveink szerint nagyobb
mennyiségli klinikkumbdl szarmazo torzson fogjuk elvégezni a modszer tesztelését. Az
eredményeket minden esetben hagyomanyos modszerekkel is kontrollaljuk parhuzamosan. A
kisérletek soran szerzett tapasztalatok alapjan olyan MALDI-TOF MS eredményeket vizsgalod
szamitogépes algoritmusok kidolgozasa is sziikségessé valhat, melyek nagy biztonsaggal és
nagy hatékonysaggal ismerik fel az automtizalt vizsgalatokban azokat a peak-eltolodasokat és
modosuldsokat, melyek a keresett enzimtevékenységekre utalnak. Nagy mennyiségli adat
Osszegylilése esetén statisztikai elemzések is végezhetdk lesznek az eredményekbdl.

12. Felhasznalt eszk6zok és anyagok

A Kkisérletek kivitelezése viszonylag kis infrastruktaralis beruhdzasokat igényel.
Laboratériumunk rendelkezésére all a sziikséges MALDI-TOF MS tomegspektrométer a
Wessling Kft laboratériumaban. A vizsgalatok kivitelezéséhez és folyamatos ,,startra kész”
allapotban tartasdhoz a 2. szamu fliggelékben szerepld eszk6zok €s anyagok sziikségesek. A
tomegspektrometrids mérések kivitelezéséhez sziikséges anyagok koltségei alacsonyak, a
segédanyagként szolgald ,,matrix” megfeleld tisztasdgl formdja viszont sziikséges paraméter.
Az antibiotikumvizsgélati modszer koltségigényét féleg a vizsgalandd, nativ antibiotikumok
adjak, amelyek a lehetd legtisztabb formaban szerzenddk be. A vizsgalatokat egy vegyész,
egy biomérndk és egy klinikai mikrobioldgus végzi, az interpretaciot klinikai orvos feliigyeli.

33. abra
MALDI-TOF témegspetrométer

13. A kisérletes munka részletes leirasa

Kisérleteink gyakorlati kivitelezését egy altalanos protokoll alapjan kezdtiik el,
melyhez [120] végig ragaszkodtunk az Osszehasonlithatosag végett, ennek részletesen
kidolgozott, munkdnkhoz adaptalt és altalunk végzett 1épései a kdvetkezOk:
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1.

© ks w

A kisérletben vizsgalni kivant antibiotikum kivalasztasa
I. milyen elméleti ismereteink vannak az adott antibiotikumrol?
ii. milyen lehetéségek vannak ennek az antibiotikumnak az ilyen iranyu
vizsgélataban?
Iii. milyen korlatok vannak ezekben a vizsgalatokban?
iv. mik a kivitelezés és az optimalizalas varhatd koriillményei?
v. adottak-e ezek az infrastrukturalis koriilmények?
vi. rendelkezésre allnak-¢ a sziikséges vegyszerek, anyagok?
vii. rendelkezésre allnak-e tesztorganizmusok?
A kisérletben vizsgélni kivant baktériumtorzsek kivalasztasa
I. rendelkezésiinkre allnak-e ilyen, vizsgalni kivant baktériumtorzsek?
ii. milyen elméleti ismereteink vannak az adott baktériumtdrzsekrdl?
lii. kivitelezhet6-e az adott baktériumok enzimatikus aktivitasanak ilyen
iranyu vizsgalata?
A kisérletekkel kapcsolatos, eddig megjelent publikéaciok tanulmanyozéasa
A kisérlet elméleti megtervezése
A vizsgélni kivant antibiotikumok ¢és egyéb vegyszerek beszerzése
A vizsgalni kivant tesztorganizmusok -70°C-os mélyfagyasztott cryo-
csovekbdl vald kioltdsa 24 oraval a kisérletek elétt az adott baktériumoknak
legmegfelelobb  taptalajokra. Az 0Osszes kisérletet csak 24  orés
primokulturakbdl szabad elvégezni, idésebb tenyészeteknél nem megfeleld
eredmények sziilethetnek.
A vizsgélni kivant antiobiotikum torzsoldatok elkészitése analitikai mérleg,
steril és egyszerhasznalatos pipettahegyek, preciz pipettdk és nagy tisztasagu
oldészer (ddH20) segitségével steril fiilke alatt.
A kisérletsorozat elméleti terveinek megfeleld antibiotikum higitasi sorok és
egyéb oldatok Osszeallitisa az egyértelmiien feliratozott ¢és steril
egyszerhaszndlatos ~ Eppendorf-csovekben a  sziikséges  inkubacios
térfogatokban steril fiilke alatt, majd mindezek és a megmaradt torzsoldatok
lefagyasztva (-70°C) tarolasa.
A MALDI-TOF MS mérést végz6 kollégak értesitése arrdl, hogy masnap egy
kisérleti mérés kovetkezik. A mérést végzd kollégaval tortént egyeztetés utan 6
felkésziil ra vagy azonnal elvégzi a sziikséges gépbeallitasokat. A mérést végzd
kollégénak eljuttatjuk a madasnapi kisérletsorozat tervét az egyértelmiien és
konnyen beazonosithatdéan elnevezett xls f4jl formatumban, mely spotonként,
egyesével tartalmaz minden sziikséges informaciét az egyes lemérendd
analitokrol az adott plate-en. Magat a plate-et tartd kis muiianyagdobozt is
egyértelmiien beazonosithatd6 moddon feliratozzuk, hogy éppen melyik
kisérletet tartalmazza. Erdemes a mérést végzé kollégak kollégait is értesiteni a
kisérlet masnapi érkezésérdl, hogy nehogy rutinszerlien, identifikalé mérésre
készitsék eld plate-iinket, itt ugyanis az identifikalo eljarasoktdl eltéréen
semmilyen hangyasavas vagy barmilyen mads feltdré és egyéb 1épés nem
sziikséges a matrix felvitele és a mérés kivitelezése eldtt.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Miésnap a kitenyészett tesztorganizmusok ndvekedésének ellendrzése,
megfelelé ndvekedésti izolalt telepek jelenléte esetén 1éphetiink csak tovabb a
kisérletekben.

A kiilonb6z6 inkubacids koriilmények bedllitdsa (termosztat hdmérsékletének
ellendrzése, szaraz hoblokk inkubatorok bedllitdsa és elinditasa), az egyéb
felhasznalt muszerek (centrifugak) mikodésének ellendrzése.

A kisérlethez el6z6 nap Osszeallitott Eppendorf-csoveket -70°C-r6l eldvessziik,
az oldatokat szoba hdmérsékletiire engedjiik melegedni. Csak egészen kis
térfogatokat tartalmaznak a csovek, igy ez 2-3 perc alatt végbe is megy.

A részletesen kidolgozott vizsgalati terv alapjan az egyes feliratozott
Eppendorf-csovekbe sterilizalt és egyszer hasznalatos miianyag fogpiszkalok
segitségével  koriilbelil ~ makszemnyi  mennyiségli  baktériumsejtet
homogenizalunk el alaposan a reakcidelegyekben. A fa anyagu fogpiszkalok
tul sok folyadékot szivnak fel az egyébként is nagyon kicsi (legtobbszor 20 pl)
reakcio térfogatokbol és vegyi tisztasdguk is erdsen megkérddjelezhetd, ezért
kisérleteink sordn végig ragaszkodtunk egy bizonyos milanyag fogpiszkald
tipushoz, melynek hajlitott vége rdadasul nagyban segiti is a baktériumsejtek
felvételét a taptalaj felszinérdl. A felvett inokulum mennyiségének megitélése
viszonylag szubjektiv, erre mas modszer nincsen, torekedni kell az allando
mennyiség bevitelére. A homogenizalast a muanyag fogpiszkaloval kell
elvégezni, vortexelni nem szabad, mert az a reakcio térfogatunkhoz képest
nagyon nagy Eppendorf-cs6ben szétszorja a folyadékcseppeket. Szintén
figyelni kell a fogpiszkaloval torténd homogenizalasnal, hogy ne kenjiik szét se
a baktériumsejteket, se a reakcidelegyet az Eppendorf-csé falara, hogy
egységes reakcio térfogatban menjen végbe a reakcio. Ugyelni kell arra is,
hogy ne Osszefolyt telepekbdl, hanem egyedi telepekbdl vegyiink mintat a
biztos tisztasag miatt. Tovabba nagyon kell figyelni arra is, hogy a reakcidba a
baktériumsejtek taptalajabol semennyi se keriiljon a fogpiszkalos felvétel
révén, mert ez szintén zavarna a reakciok tisztasagat.

Az adott kisérletsorozat elinditdsa. Tapasztalataink szerint egy MALDI-TOF
MS plate-en kb 90 minta vizsgalata végezhet6 el. Az identifikacios méréseknél
az esetleges mérési bizonytalansag kikiiszobolése miatt mindig két spotra
visznek fel egy-egy analitot. Ezt a gyakorlatot tapasztalataink alapjan nem
mindig kovettiik, mert a mérések nagyon jO hatadsfokkal miikodtek
vizsgélataink sordn végig, a spektrumot egyaltalan nem ad6 vagy tal ,,zajos”
spektrumok szdma nagyon alacsony volt az elvégzett nagy mennyiségli mérés
jo eredményeihez képest.

Az inkubacios 1dok lejartakor az Eppendorf-csoveket az inkubatorokbol
kivesszilk ¢és 13.000 rpm fordulatszamon rogton lecentrifugaljuk (2°)
(szobahon).

A lecentrifugalt mintak feliiliszojabol 2-2 pl viztiszta oldatot mériink a
kisérleti tervet kovetve a megfelel6 MALDI-TOF target plate spotjaira. Ha a
minta zavarossd valik a helytelen pipettdzds miatt, akkor Ujra le kell
centrifugalni az adott reakcidelegyet. Tapasztalataink szerint a gdmbdlyl alji
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Eppendorf-csévek alkalmasabbak ezekhez a kisérletekhez, mert a hegyes-
kupos aljuaknal a sejtek a kap végébe centrifugalodnak, e folott talalhato a
feliiluszo, amibdl a mintat kell venniink. Gombolyti alji Eppendorf-csdvek
esetén a centrifuga dolési szoge miatt a sejtekbdl allo liledék nem a csé
legaljan lesz az iilepités utan, hanem kissé attol oldalt, igy mintavételnél a
csovet kissé megdontve, sokkal konnyebb tényleg tiszta feliiliszot pipettazni
még ilyen kicsi térfogatu oldatbol is.

17. A felpipettazott mintakat szaradni hagyjuk (~10 perc). A biokémiai reakciot a
kiszaradas zarja le. Melegiteni a target plate-et a gyorsabb szdradas érdekében
nem szabad, mert akkor még ekdzben mér nem kivant tovabbi reakcidk is
torténhetnek a szaradd reakcioelegyekben. A szaradas siirgetése levegdaram
segitségével sem ajanlott, mert akkor a cseppek a légaramnak megfeleléen
eltorzulva szaradhatnak meg, ami a miszeres vizsgalatnal jelentésen
megneheziti a méréseket (az ionizacios 1ézer a spotok kdzepére iranyul).

18. Beszaradas utan kovetkezhet a matrix oldat felmérése az egyes analitokra,
majd ennek beszaradasa utan, maga a mérés. (Ha valamilyen okbdl éppen nem
lehetséges a mérés azonnal, a beszaradt oldatokat tartalmazé plate +4°C-on
hiitve eltarolhatd a mérés kivitelezéséig.)

19. A mérési eredmények kiértékelése MALDI Biotyper® flexAnalysis szoftver
segitségével.

20. Eredmények értelmezése, interpretacid

21. Visszacsatolas, a kovetkez6 kisérletsorozat megtervezése

14. A MALDI-TOF mérések kontrollvizsgalatai, validitas értékelése

Mint minden egyéb kisérletsorozatban, igy ebben is természetesen elsoként a
vizsgalatokhoz felhasznalt alapvetd anyagok: a vak kontrollként szolgdlé desztillalt viz, a
tiszta antibiotikum, és az egyéb tiszta alapoldatok (pl. klavulansav, APBA) tisztasagarol
kellett meggy6zddjiink.

Ezen vizsgalatok is ugyanazzal a proceduraval késziilnek mint a vizsgalatok
enzimologiai kisérletei, vagyis e tiszta oldatokbol is 2 pl-t pipettazunk ki a MALDI-TOF
target plate-re, ezt is hagyjuk beszaradni, majd az erre felvitt 2 pl matrix oldat beszaradasa
utan itt is ugyantgy torténik meg a mérés.

A negativ kontrollokként szolgal6 oldatok spektrumait a 34. dbra szemlélteti.
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34. abra Negativ kontrollok.
Fels6 panel: csak dH,0, vak kontroll; K6zépso panel: viz + cefotaxim; Alsd panel: csak baktérium feliiliszo.

Azok a peakek, melyek a csak tiszta desztillalt vizet és matrixot tartalmazo spotokrol
késziilt spektrumokban megtaldlhatok, minden abban az adott kisérletsorban lathatd Osszes
egy€b spektrum esetében semmisnek, kontaminans peaknek kell tekinteni. Kisérletsorozatunk
soran sajnos nem sikeriilt olyan PCR-tisztasdgi, RNaz-mentes, ,,minden-mentes” ioncser¢lt,
desztillalt vizet kiprobalnunk, mely a gyakorlatban is valoban mentes lett volna minden, ebbe
a nagyon alacsony mérettartomanyba esé kontaminaciotol. A vizsgalt mérési tartomanyban
(~100-600 m/z) minden esetben megjelent néhany kisebb-nagyobb intenzitasi kontaminans
peak a vak kontrollokban is, de ezek szerencsére szinte egyik esetben sem voltak olyan
formaban zavaroak, hogy egybeestek vagy nagyon zavaréan megkozelitettek volna
valamilyen marker peaket.

A gyakorlatban és nagy mennyiségben végzett kisérletekben nem is tlinik életszer{inek
ilyen nagyon nagy analitikai tisztasagli viz folyamatos rendelkezésre allasa, ha terveinknek
megfelelden a modszer egy szinte barmely mikrobiologiai laborban elvégezhetd rutin
metodussa valik.

Mint az a 34. abran lathat6, minden egyes mérés soran van egy nagy intenzitasu peak a
spektrumokban, mely mindig jelen van: ez a peak egy 379 Da tomegii molekulatol szarmazik,
ami pedig nem mas, mint az aktudlisan hasznalt matrix molekulank O6nmagaval alkotott
dimerje. Az a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-CHCA) molekulatomege 189 Da
(189+189+1=379). Az utobbi egyenletben szerepld +1 gy értelmezhetd, hogy az a MALDI-
TOF MS ionizéacios modjabol adodik (itt pozitiv ionizécio), azaz csak a protonalt formakat
mérjiik minden molekula esetén ebben a pozitiv ionizacids lizemmodban.
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A 34. abra fels6 paneljében a felhasznalt ddH2O spektruma lathatdo a vizsgalt
tartomanyban, a méréshez sziikséges matrix peakjén til lathatdé még néhany kisebb peak,
melyek kontaminansként vannak jelen a kisérletsorozatban, vagyis ugyanezektdl a peakektdl
el kell tekinteniink minden mas parhuzamosan lemért spektrum esetén is, mert az az altaldnos
oldoszerként felhasznalt vizbdl szarmazik. Ilyen peakek példaul a 326, 335, a 401, a 423 m/z
értéknél mért egyedi, kisebb intenzitasi peakek és a 441-445 m/z-nél talalhaté paros peak
kontaminansok. Ezen peakek tehat megtalalhatdak az dsszes tObbi mérésben is, amint az a 34.
abra kozEépso €s also paneljén is lathato. Ennek jelentdsége akkor van, ha ezek a kontaminans
peakek zavard ,helyen”, zavard intenzitassal vannak jelen. Ilyen tulsagosan zavaro, az
eredmények értékelését ellehetetlenitd kontamindciot méréseink soran alig tapasztaltunk, de
sajnos mindig jelen voltak kiilonb6z6 kisebb szennyez6 anyagok a legtisztabb ddH>O-ben is.

A tomeg/toltés spektrumokon 1évé peakek egysége az m/z, ez tehat a jelek
mértékegysége a spektrumokon. A molekuldk tomegegysége a Da (Dalton), melynek
megfeleld (vagyis azonos) m/z értékekkel lathatoak az MS spektrumokon.

A 34. dbra kozépsé paneljében a csak vizet és 0,5 mg/ml koncentracioban tiszta
cefotaximot tartalmazo oldat mérési eredménye lathat6. A nativ (azaz enzimatikusan nem
modositott) cefotaxim antibiotikum természetes, intakt oldatdban is tobb formaban van jelen
egyszerre. Egyszeres Na® ionos, kétszeres Na® ionos, spontan deacetilalodott és ezek
kombinacios formaik 1éteznek a nativ vizes oldatban természetes modon is. Ezen természetes
formak mindegyike szépen kirajzolodik a mérésben is (396, 426, 456, 478, 500 m/z (Da)), a
viz kis intenzitasi kontaminans peakjei és a matrix dimerje mellett. Més peak ezeken kiviil
nem lathatd, azaz a negativ kontroll vizsgalat mar ezek alapjan itt validnak is tekinthetd. A
validitdshoz nagyon lényeges még, hogy ebben a mérésben ne jelenjenek meg az enzimatikus
tevékenység révén vart termékek peakjei, ez ebben az esetben igy is tortént.

A 34. abra also paneljében egy vizsgalt baktérium negativ kontrolljanak az el6zdekkel
megegyezden tortént mérése lathatd. Ebben a tesztben csak a baktériumsejtek voltak jelen és a
viz, melybdl a sejteket lecentrifugalva elszeparaltuk a feliiliszot, ez képezi itt a mérés
anyagat. Ebbdl a negativ kontroll mérésbdl azt kell megtudnunk, hogy van-e olyan anyagcsere
melléktermék a feliilusz6 oldatban, mely zavarhatja az enzimatikus aktivitds vizsgélatakor
jelentkez6 peakek értékelését. Vizsgalataink soran ilyen jelentds plusz metabolit anyagot nem
tapasztaltunk, ez a tipusu negativ kontroll ilyen esetben szintén validnak tekinthetd.

15. MALDI-TOF MS mérések cefotaxim antibiotikummal

Kisérleteink kiinduldépontjaul és egyik legfontosabb céljaul a cefotaxim vizsgalatat
valasztottuk. A cefotaxim terapids jelentdsége nagyon nagy, gyors diagnosztikus
interpretacidja emiatt igen fontos. Alkalmas a széles spektrumu béta-laktamazok aktivitadsanak
vizsgalatara is, specifikus inhibitorokkal torténd parhuzamos tesztelése ezen enzimeknek a
gyors detektalasi lehetdségét is jelentheti.
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A cefotaxim intakt, protonalt formaja 456 Da. Egy illetve két natrium ionnal képzett
ionos formai 478 Da és 500 Da molekulatomegiiek (egy natrium atom 23 Da; 456-1+23=478,;
478-2+46=500). A molekula intakt formdja mellett spontan kialakul deacetilalt forma is,
ennek molekulatomege 396 Da (deacetilacio: -60 Da). (Minden nativ vizsgélatban jelen volt
egy 426 Da-os molekula is, melynek eredetét nem sikeriilt feltdrni.) A cefotaxim enzimatikus
modositasa, azaz esetlinkben szerin tipust béta-laktaméz enzim révén torténd hidrolizise tobb
modositott terméket is eredményez amiatt, hogy a nativ cefotaxim oldatban a spontan
deacetilalt és az egyszeres ¢€s tObbszords natrium ionos formai is mind jelen vannak
természetes modon is (hidrolizis esetén +18 Da a molekulatomeg valtozéas). Az ezekbdl a
formakbdl kialakuld termékek méretei 370 Da, 414 Da és 461 Da. Cefotaxim esetében tehat a
kovetkez0 marker peakeket kell keresniink a spektrumokon is: Nativ formak: 396, 426, 456,
478, 500 Da; Enzimatikusan modositott formak: 370, 414, 461 Da (35. abra).

N——OCHg
H2N\</ﬂ
CH

3
cefotaxim Na* (C16H16NsNaO+Sz, 477,45 Da)

intakt formak 396 Da 426 Da 456 Da 478 Da 500 Da
[M-Ac+H]* [1 [M+H]* [M+Na]* [M+2Na]*
hidrolizis spontan hidrolizis és
deacetilacio spontan deacetilacid
moédosult formak : [M-Ac+H]*
spontan

dekarboxilacid

35. abra
Cefotaxim nativ (z6ld), spontan modosult (z61d) és enzimatikusan moédositott (piros) formai.

A cefotaxim eredeti formdit és enzimatikusan bontott formadit tehat ismert és
kikovetkeztethetd molekulatomegeik alapjan meg tudjuk kiilonboztetni egy m/z
tomegspektrogramon is. Idedlis esetben (bizonyos szakirodalmi adatok szerint [120]) a nativ
antibiotikum formait jelz0 marker peakek intenzitasanak jelentdsen le kell csokkennie, de
akar teljesen el is tlinhetnek ezek a peakek a spektrumbdl, mig az enzimatikus tevékenység
révén keletkezé termékeket jelzd peakeknek meg kell jelenni abbdl a reakcidobol keésziilt
spektrumban, amiben béta-laktaméz enzimet termeld baktériumot ¢és antibiotikumot
inkubdlunk egyiitt megfeleld koriilmények kozott. A kisérlet eredményeit a 36. 4bra
szemlélteti:
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36. abra
Els6 eredményeink a cefotaxim enzimatikus bontasanak vizsgalataval MALDI-TOF MS spektrumokon.
Fels6 panel: csak a nativ cefotaxim (0,5 mg/ml) €s viz+matrix;
Ko6zéps6 panel: csak vizet és baktériumsejteket tartalmazo szuszpenzio feliiluszoja;
Also panel: cefotaxim és baktérium reakcioelegyének feliiliszoja.

Ebben a vizsgélatunkban azt lathatjuk, hogy a cefotaxim nativ forméjaban tartalmazza
a sziikséges peakeket: ezek a 396, 426, 456, 478, 500 Da molekulatomegli formak peakjei.
379 m/z értéknél természetesen most is jelen van a matrix dimer (felsé panel). Az Gnmagéaban
csak a baktériumot tartalmazo elegy feliiluszoja szinte csak a matrix dimer jelét adja, illetve a
vizben talalhat6é néhany kis intenzitasi kontaminans peaket (335, 401, 445) (kdzépsd panel).

Ha viszont az antibiotikum és az azt modositani képes bakteridlis enzimaktivitas
egylitt keriil inkubalasra (36. abra, alsé panel), akkor létrejohet a varva vart eredmény: a
cefotaxim nativ formai gyakorlatilag eltlinnek a spektrumbdl, helyettiik két markans peak
jelenik meg: a 370 és a 414 Da molekulatomegii termékek peakjei (a 370 m/z értékli peaket
jelzé felirat nem latszik a spektrumon, mert a legmagasabb peakre altalaban sajnos nem
tudunk feliratot irattatni a szoftverrel, de a csucs kozepe a keresett értéken van, abran
megtekintve pedig az x tengely skalaja alapjan konnyen beazonosithatd). Ez a két termeék a
deacetildlodott cefotaxim molekula hidrolizalt formaja (414 Da) és az ebbdl tovabbalakulo,
spontan dekarboxilacion atesett forma (370 Da).

Az eredmények tehat Onmagukért beszélnek, a vizsgalt baktérium igazoltan
rendelkezik olyan enzimmel, mely képes a cefotaxim antibiotikumot mddositani, és ez a
modositas a béta-laktam gytiri hidrolizise, majd lathat6 a hidrolizalt intermedier koztitermék
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spontan dekarboxilacioja a keletkezett termékek alapjan, azaz ez a baktérium biztosan
rezisztens cefotaximra, az eredmény igy interpretalhato.

Ebben az esetben az inkubacido 3 ora volt 36°C-on, a kisérlet Osszeallitasaval és a
MALDI-TOF MS méréssel, ¢és egy gyors, mar rutinos értékeléssel egyiitt a folyamat
koriilbeliil 4 6ranyi munkaiddt vett igénybe. Reakcidt optimalizald kovetkezd kisérletiinkbol
kideriilt, hogy a fent vizsgalt baktérium ugyanezt a reakciot mar 30 perces inkubacid utan is
produkalta (de a nativ formak teljes eltlinése csak 60 perces inkubacio utan volt teljes), azaz
idedlis koriilmények kozott koriilbelil mésfél ora alatt megsziilethet egy ilyen tipusu
eredmény egy primo kulturdban kitenyészett baktériumtelepbdl, ha rendelkezésre és készen
allnak anyagok és eszkozok a vizsgalat lefolytatdsdhoz. Sajnos azonban, mivel nem minden
enzim dolgozik ,.egyforma gyorsan”, azaz hasonldéan nagy aktivitassal, és mivel a vizsgalat
kezdetén elvileg nem tudjuk, hogy milyen enzimet tartalmaz az adott korokozo, ezért ennél
hosszabb reakci6 ajanlott altaldnossagban (2-3 o6ra), hogy a kisebb aktivitasii enzimek lassabb
folyamatai nehogy fals negativ eredményeket adjanak.

A vizsgalatok optimalizaldsat ugyanezzel a folyamattal végeztiik el ugy, hogy a
kiilonbozo paraméter értékeket fokozatosan, 1€pcsdzetesen eltoltuk a vart optimumtol mindkét
iranyban tobb parhuzamosban és duplikdlt mérésekben. Ezek a vizsgalt paraméterek az
inkubéciods 1d6, az inkubacidés homérséklet, az antibiotikum koncentracio, és a reakcioelegy
térfogata voltak. Az optimalizalas révén el tudtunk késziteni egy olyan szilard protokollt,
mellyel nagy hatékonysaggal tudunk sziirdvizsgalatszerlien, nagy mennyiségli baktériumot
vizsgalni az ilyen tipusu reakciokban.

Az optimalizalads értékelése sordn problematikus volt kvantitativ értekekkel
Osszeegyeztetni az eredményeket, mert a peakek intenzitisa sok esetben nem korrelal a
reakcid hatékonysagaval (és ez igaz a mindig egyenld mennyiségben jelenlévd matrix dimer
379 m/z értékii peakjére is!), sokkal inkdbb a miiszeres mérés aktudlis mindségével, amely a
legprecizebb kisérletek sordn is néha varatlanul jobb vagy kis mértékben rosszabb lett. Emiatt
nem a peakek intenzitasanak vagy AUC értékének eredményeit vettiik figyelembe, hanem a
peakek egyértelmiiségét, rutin vizsgalatokban valdé konnyl felismerhetdségét értékeltiik és
rendeltiik hozz4a egy egyszerli szdmsorhoz:

nincs peak: 0

nagyon kis intenzitassal, de van peak: 1
egyértelmi peak: 2

kimagaslo intenzitast és egyértelmii peak: 3.

Az optimalizalasi folyamatokat minden esetben duplikalt mérésekkel végeztiik el a
mérési bizonytalansadgok kikiiszobdlése okan, az igy kapott score értékek emiatt tovabb
finomodtak. Ezek alapjan készitettiik el az alabbi optimalizalasi grafikonokat az elséként
vizsgalt izolatum (G1/4 E. coli) és a cefotaxim reakcioirdl (37. abra) (grafikonokhoz
kapcsolddo eredeti spektrogramok a 3. Fiiggelékben is lathatok).
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37. abra

G1/4 E. coli és cefotaxim id6fiiggésének optimalizalasa (36°C, 20 ul térfogat, 0,5 mg/ml cefotaxim)

Az idofliggést vizsgald optimalizald vizsgalatsorbdl lathatd, hogy ez az izolatum mar
30 perc inkubacios id6 utan is megfeleld eredményeket tud mutatni, bar ebben a duplikalt
reakcioban még jelen vannak nativ antibiotikum formak is. A 90 perc inkubécios ideji
mintakban szintén jelen vannak, s6t még tobbféle nativ forma is lathatd és még nagyobb
intenzitassal, ezért véleményiink szerint a 60 perces mintdkban ezek hidnya az, ami a
kisérletben hibaként felmeriilhet, vagyis inkdbb ennek eredménye kérddjelezhetd meg, nem
pedig a masik kett6é. A két legtobbszor eléforduldé nativ forma (426 és 456 m/z)
megjelenésérdl és relativ intenzitdsardl késziilt trendvonalak alapjan egyértelmii lassu fogyas
allapithatd meg a nativ formakat tekintve az egyre hosszabb inkubacios idékkel
parhuzamosan.

Erdekes jelenség a 461 m/z értékii peak hianya és a 30 perces mérésben mégis
felbukkand, kis intenzitasu jelenléte (amely egyébként a kétszeres Na® ionos forma
deacetilalodott és hidrolizalt formaja). Felmeriilhet, hogy ez valdsziniileg nem egy stabil
intermedier és ezért nem mutathato ki a mérések soran. Dekarboxilacidja esetén -44 Da volna
az elvart valtozas, de 461-44=417 m/z értéknél egyik vizsgalatban sem talaltunk peaket. (A
441 és 445 m/z értekeknél megjelend peakek a tiszta viz spektrumdban is megtalalhatok.) Az
is elképzelhetd (€s ezt késdbbi vizsgalataink soran sikeriilt is alatamasztani, hogy a kiilonb6z6
enzimeknek a kiilonb6zd formdkhoz kiillonb6zé mértékben van affinitdsa, azaz némely
enzimtipus egyes nativ formakat tud hidrolizalni, masokat nem tud, vagy csak kisebb
affinitassal (lasd: karbapenemazzal folytatott késObbi kisérleteink).

Mivel a 90 perces és ez alatti inkubdacids idejii mérésekben még tobb nativ forma is
jelen volt viszonylag nagy intenzitdssal és mivel egy vizsgalat elinditasakor normal esetben
még nem ismerjiik, hogy milyen enzimtipust fogunk a mérések révén detektalni, ezért annak
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ellenére, hogy a G1/4 E. coli izolatum egyértelmii béta-laktamaz aktivitast tud mutatni mar 30
perces inkubacid utan is, a megfeleld inkubacios idonek a 120 percet allapitottuk meg.

A reakcid homérsékleti fiiggését (38. abra, 4. Fiiggelék) ugyanilyen modszerrel,
duplikatumokban, 4-, 25-, 30-, 36- ¢és 40°C inkubalasi hdmérsékleteken vizsgaltuk standard
egyéb koriilmények mellett. Az értékelési mod itt is az el6z6 score-rendszeren alapult.
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38. abra
G1/4 E. coli és cefotaxim homérsékleti fiiggésének optimalizalasa (20 pl, 05 mg/ml cefotaxim, 120 perc)

A megfeleld hémérséklet megallapitdsa viszonylag egyszerli feladat volt, az
eredmények a vartakkal nagyban meg is egyeztek. A G1/4 E. coli torzs a jelek szerint mar a
4°C-on 120 percig inkubalt mintdkban is tudott a mérési eredmények alapjan hidrolizalt
termékeket 1étrehozni, ezt viszont mi inkdbb annak tudjuk be, hogy a kisérlet 6sszeallitasakor
kortilbelill negyed oran 4t szobahdmérsékleten voltak ezek a mintdk 1s, illetve a
reakcidelegyek lecentrifugalasa, majd a feliiluszok kipipettazasa utdn a 2 ul-es cseppek
beszaradasig szintén szobahdn voltak koriilbeliil 10-15 percet. A végig 25°C-on inkubalt
mintdk eredményei alapjan jol lathato, hogy mar szobahdmérsékleten is van ennek a térzsnek
béta-laktamaz enzimaktivitdsa, de ugyanugy, ahogy a 30°C-os mintak esetében, itt is jelentds
még a nativ formak jelenléte is (396, 426, 456, 478, 500 m/z), vagyis ezek nem optimalis
koriilmények. 36°C-on viszont az eredmények egyértelmiiek: a nativ formak teljes eltlinése
mellett nagyon nagy intenzitassal jelennek meg a hidrolizalt formak és azok modosulatai
(370, 414 m/z). A 40°C-on inkubalt mintaknal tobb nativ peak is jelen volt és lathat6 ugyan
enzimaktivitas, ennek mértéke joval elmarad a 25-36°C-ig vizsgalt mintakéihoz képest. Ezek
alapjan a hdmérsékelti optimumot 36°C-ban allapitottuk meg.
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Ismét érdekes jelenség figyelhetd meg a homérsékleti optimalizalds soran felvett
spektrumokon a 461 Da tomegi hidrolizalt termékkel kapcsolatban: csak a 4°C-on ¢s a 40°C-
on inkubalt mintadkban volt kimutathat6 ez a béta-laktamaz aktivitas kovetkeztében kialakulod
termék [Mhigr-Ac+2Na]*. 40°C-on nagyon alacsony, 4°C-on viszonylag nagyobb intenzitassal.
Ennek okai nem ismertek, feltételezésiink szerint a béta-laktamaz aktivitason tal, mas
enzimtevékenységek is torténhetnek egy ilyen reakcidelegyben, azaz tovabbi bontédsa is
elképzelhetd ennek a terméknek, ami a 4°C-os inkubdalas alatt egyaltalan, a 40°C-os inkubalas
alatt pedig csak kisebb mértékben tudott megvaldsulni.

A kovetkez6 optimalizalasi 1épés a cefotaxim antibiotikum legmegfelelébb
koncentracigjanak beallitasa. 0,125 mg/ml-t6]1 4 mg/ml koncentracioig vizsgaltuk standard
egyeb koriilmények kozott a reakciokat (120 perc, 36°C, 20 pl). Az értékelési mod itt is az
elézéekben mar hasznalt score-rendszer volt (39. 4bra, 5. Fiiggelék).
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39. dbra
G1/4 E. coli és valtozo cefotaxim koncentraciok optimalizalasa (20 pl, 36°C, 120 perc)

A szakirodalmi ajanlas [120] 0,5 mg/ml cefotaxim értéket allapit meg optimumként.
Vizsgalataink alapjan nem feltétleniil ez a legmegfelelobb cefotaxim koncentracid, mert mint
az a 39. 4bran is jol lathaté az ennél alacsonyabb koncentraciokon is tokéletesen eredményes
¢s egyértelmiien értékelhetd eredmények sziiletnek. Igaz ugyan, hogy a 0,25 mg/ml érteknel
vizsgalt duplikalt mérések egyikénél kimutathatd volt egy nativ forma kis intenzitasi peakje
is (396 m/z), de ettdl fiiggetleniil, altalanossagban, a peakek intenzitasa, értékelhetdsége 0,125
¢s 0,25 mg/ml értéknél ugyanolyan jo, rdadasul a korabban mar vitatott okok miatt
,elokerilé" 461 Da-os  enzimatikusan  hidrolizalt termék ezeknél a  kisebb
koncentraciotartomanyoknal jelen van ¢és egyértelmii jeleket mutat, a koncentracio
novekedésével fokozatosan csokken a mérhetdsége (kék trendvonal a 39. abran). Ezek alapjan
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ismét arra a megallaptasra jutunk, hogy valészintileg egyéb enzimtevékenységek révén ennek
a terméknek a mennyisége az inkubacio soran csokkenhet. A két masik marker termék (370 és
414 Da) minden esetben jelen van, értelmezhetdségiik a koncentracié emelkedésével szintén
folyamatosan csokken (fekete trendvonalak). 2 mg/ml koncentracionidl mar megjelennek a
nativ formak jelei is, csokkent mértékben ugyan, de lathatdoak a modositott formak nyomai is,
itt valosziniileg mar olyan magas koncentraciot ér el az antibiotikum, hogy annak hatdsat még
ez a rezisztens baktérium sem tudja kivédeni. 2 mg/ml értéknél is lathato, hogy a matrix dimer
(379 m/z) értéke is jelentdsen lecsokkent, 4 mg/ml értéknél pedig a mérést mar nem csak
zavarja a til magas antibiotikum koncentracio, de szinte meg is hiusitja azt. Mindezek alapjan
a legmegfelel6bb cefotaxim koncentracidonak a 0,25 mg/ml értéket gondoljuk.

A legegyszeriibbnek tlind optimalizald 1épés a megfeleld reakcidtérfogat megkeresése.
Eldzetes vizsgalataink kivaldéan mitkddtek a legtobb publikécioban leirt 20 pl térfogatban, de
vannak kozlemények, melyek ettdl eltérd térfogatokat hasznalnak [118, 120, 125, 126, 127].
Mi 10-, 20-, 50-, 100-, 200- és 400 pl reakcio térfogatokat teszteltiink (40. abra, 6. Fiiggelék).
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40. abra

G1/4 E. coli valtozoé reakcid térfogatok optimalizald vizsgalataiban (36°C, 120 perc, 0,5 mg/ml cefotaxim)
Ezt a tesztet még a szakirodalmi ajanlasban 1évé standard 0,5 mg/ml cefotaxim koncentracioval végeztiik el.

A novekvd térfogatokkal latvanyosan né a nativ formdk mennyisége (fekete
trendvonalak) és ugyanigy csokken az enzimatikusan moddositottaké (piros trendvonalak). Az
altalunk ismert szakirodalmi publikaciok 10-t6l 50 pl-es reakcio térfogatokrol szamolnak be,
ennek oka a mi kisérletiink eredményei alapjan is jol lathaté. A 10 és 20 pl-es térfogatok
eredményei nem sok kiilonbséget mutatnak, a 20 pl-es térfogattal valo munka (centrifugalas
utani 2 pl lepipettazasa tisztan a sejtiiledék foliil) joval egyszertibb. 50 pul-nél mar csokkennek
a modositott termékek peakjeinek intenzitasai €s ezzel egyiitt egyre tobb és intenzivebb nativ
forma révén keletkezd jel lathatd, ez a trend egészen a maximalis 400 pl-ig folytatodik.
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Ezeknél a nagy térfogatoknal mar nehézkes aranyosan ndvelni a bevitt baktérium inokulum
mennyiségét is, ezért ezek a nagyon nagy reakcid térfogatok mar nem is redlisak ilyen
vizsgalatokban, hiszen gyakran el6fordul, hogy csak egy-két kitenyészett, apro, valdoban csak
makszemnyi méretii baktériumtelepbdl lehet csak mintat prezentalni a teszthez. Mindezek
miatt tovabbra is a 20 pl-es reakcio térfogatot fogadjuk el optimalisként a vizsgalatokhoz.

Az optimalizalas utan, kovetkez6 1épésként azt teszteltiik, hogy eléfordulhat-e, hogy a
felhasznalt cefotaxim antibiotikum nem csak enzimatikus aktivitds, hanem h6 hatasara is
elbomlik és ad esetleg fals pozitiv eredményeket. Ennek kivitelezésére nativ cefotaxim
antibiotikum oldatot inkubaltunk az enzimatikus reakcional optimalis 36°C-on 180 percig (41.
abra).
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41. abra
Tiszta cefotaxim (0,5 mg/ml) 4°C-on és 36°C-on inkubalva 180 percig.

A tiszta cefotaxim 36°C-on torténd inkubdldsa sordn gyakorlatilag semmilyen
valtozdst nem mutatott a 4°C-on inkubdlt mintdhoz képest, ezért kijelenthetd, hogy a
cefotaximnak nincs jelentds spontan bomlasa hosszl inkubécids 1d6 utan sem. Ugyanazok a
nativ formakhoz tartozo peakek lathatok mindegyik mérésben.

Emellett leteszteltiink két olyan, a késObbiekben felhasznalasra keriild molekulat is
(klavulansav és APBA), melyek majd a reakcioelegyekbe keriilnek mas témaju vizsgéalatok
soran, de még nem tudtuk (illetve inkdbb csak ki kellett zarnunk ennek lehetdségét), hogy
ezek a cefotaxim barmelyik formdjaval valamilyen nem bioldgiai folyamat révén reagéalnak-e,
esetleg lesznek-e modosulasok lathatok a nativ cefotaxim spektrumahoz képest (42. abra). A
klavulansav 199, az APBA (3-aminofenil-borat) pedig 155 Da tomegli molekulak, vagyis
ebben a mérési tartomanyban (~300-600 m/z) nem is latszodhatnak ezektdl az anyagoktol
szarmazo jelek. Ha nincsenek nem bioldgiai reakciokbol szarmazd jelek ezekben az
inkubéciokban (szintén 4°C-on és 36°C-on 180 percig), akkor a két anyag biztonsaggal
hasznalhat6 a tovabbiakban.
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42. abra
Fels6 panel: tiszta APBA (3-aminofenil-borat) (0,3 mg/ml) és tiszta klavulansav (0,05 mg/ml) oldatai.
Also panel: cefotaxim (0,5 mg/ml) + APBA (0,3 mg/ml) + klavulansav (0,05 mg/ml), 4°C és 36°C, 180 perc.

Mint az az abran lathatd, sem az APBA, sem a klavulansav nem képez 6nalloan olyan
peakeket a mérési tartomanyunkban, melyek zavarnak a reakciok értékelését. Cefotaximmal
tortént egyiittes inkubacidjuk soran szintén nem tortént valtozas a cefotaxim nativ formdinak
legtobbjében. Egy kivétel volt ez aldl: az 500 m/z jelli nativ forma csak nagyon minimalis
jelként volt detektalhaté mindkét parhuzamosnal, de ez a peak mar az eddigi mérések soran is
mindig csak nagyon alacsony intenzitassal volt detektalhat6. Bomlas vagy egyéb, nem
biologiai reakcio nem tortént a hosszu, 180 perces inkubélasok soran, sem 4°C-on, sem 36°C-
on.

Az APBA ¢és a klavulansav enziminhibitor molekuldk. Inhibitor (azaz gatlo)
aktivitasukat specifikusan, bizonyos béta-laktamaz enzimek ellen képesek kifejteni. Ennek
jelentésége abban all, hogy ha egy enzimatikus reakciot egy enzimspecifikus inhibitorral
gatolni tudunk és emiatt elmarad a reakcio, akkor bizonyitottnak vehetjiik, hogy az adott
inhibitor molekula altal specifikusan gétolhatdé enzim van jelen a vizsgalati anyagunkban
(baktériumunkban). Klavulansavval az Ambler-féle Class A szerin tipust béta-laktamazok
(pl. ESBL-¢k) gatolhatok specifikusan, az APBA pedig az AmpC tipusu béta-laktamaz
enzimek specifikus inhibitora. Ha tehat egy reakciopart vizsgalunk és az egyik reakcidban
csak az enzim ¢és antibiotikum szubsztratja van, a masik reakcidban ugyanezek, plusz a
specifikus inhibitor, akkor ha csak az elsébdl kapunk a fentiekben ismertetett, enzimatikusan
modositott, hidrolizalt termékeket, a masodikbol pedig nem, akkor biztosan tudhatjuk, hogy
az a bizonyos enzim milkddik a vizsgalt baktériumban, aminek specifikus inhibitora
meggatolta a masodik parhuzamosban a reakci6 lezajldsat. Ha az adott baktériumrél nem
tudjuk, hogy ESBL- vagy AmpC-termel6-e, akkor harom parhuzamos reakcidt inditva ez
elméletileg kiderithetd. Kovetkezo kisérleteinkben ezeket a lehetdségeket jartuk kortil.
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Az elsO kisérletet a mar hasznalt és lathatéan massziv béta-laktamaz aktivitassal
rendelkez6, cefotaximra mar bizonyitottan rezisztens G1/4 E. coli torzzsel végeztik el. A
reakciok Osszedllitdsa eddigi munkaprotokollunk alapjan tortént: a baktérium 24 Oras
tenyészetébol vett minta 0,5 mg/ml cefotaxim oldatban torténé inkubalasa 36°C-on 180
percig. (A paramétereket itt még megtartottuk az irodalmi adatoknak megfeleléen.) A négy
parhuzamos ugyanazon koriilmények kozott (+ a kotelezd negativ kontrollok!):

1. 0,5 mg/ml cefotaxim

2. E.coli +0,5 mg/ml cefotaxim

3. E. coli + 0,5 mg/ml cefotaxim + 0,05 mg/ml klavulansav

4. E. coli + 0,5 mg/ml cefotaxim + 0,3 mg/ml APBA
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43. abra
G1/4 E. coli + cefotaxim és inhibitorokkal végzett kisérletek spektrumai.

A 43. 4bréan lathaté panelek koziil a legfels6 a tiszta cefotaxim, alatta a baktérium +
cefotaxim reakcio, alatta a baktérium + cefotaxim + klavulansav, legalul pedig a baktérium +
cefotaxim + APBA lathato. Az eredmények tablazatban talan szemléletesebben
Osszefoglalhatok:

tiszta CTX

G1/4 + CTX
G1/4 + CTX + klav
G1/4 + CTX + APBA

7. tablazat
G1/4 E. coli reakcioi inhibitorok jelenlétében.
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A baktériumtorzs a cefotaximmal szemben egyértelmii enzimaktivitdst mutat, ha csak
a baktérium ¢és a cefotaxim van jelen. Ha a cefotaxim mellett még ESBL-enzimre specifikus
inhibitor anyag is van a reakcidoban, akkor az enzimaktivitas rendkiviil nagy mértékben
visszaesik, a nativ antibiotikum formak nagy mennyiségben megmaradnak a reakcid utan is,
enzimatikus bomlastermékek csak nagyon kis mennyiségben mutathatok ki (370 és 414 m/z).
Ha nem az adott enzimre specifikus inhibitor van a rendszerben, akkor az enzim nem
gatlodik, a reakcio zavartalanul végbemegy.

A vizsgalattal bebizonyitottuk, hogy a G1/4 jelti Escherichia coli izolatum cefotaxim
valoszinlileg nem tartalmaz AmpC tipusu béta-laktamaz enzimet. Legfoképpen pedig
megtudtuk, hogy egy ilyen Osszeallitasu, néhany parhuzamos reakciobdl allo teszttel egy
izolatumrdl bizonyitd adat nyerheté ESBL enzim termeld képességérdl. A reakcio itt 3 oOras
volt, korabbi vizsgalatainkbol tudjuk, hogy a G1/4 E. coli ennél sokkal kevesebb id6 alatt is
képes ezeket az eredményeket mutatni ilyen koriilmények kozott, azaz kijelenthetd, hogy
néhany ora alatt interpretalni tudjuk egy izolatumrél a klinikus felé MALDI-TOF MS
modszeriinkkel, hogy ESBL-termel6-e vagy sem. Az egyetlen cefotaximos és inhibitoros
antibiotikum vizsgalatbol egyrészt tehat bizonyitottuk, hogy ESBL-termelés interpretalhatd,
masrészt mindez azzal a kovetkezménnyel is jar, hogy szintén interpretalhatd, hogy ez ellen a
baktérium ellen nem hasznédlhatok sem az egyszerlibb penicillinszarmazékok, sem a béta-
laktamazgatloval kombinalt aminopenicillinek (pl. Augmentin), sem cefalosporinok, sem
pedig monobactam antibiotikumok (pl. aztreonam). 1 antibiotikum mérésébdl koriilbeliil 10-
15 egyéb antibiotikum interpretalasa valik lehetdvé ebben az esetben. Nagy valdszintiséggel
karbapenemek alkalmasak lennének a terapia soran, mert mas enzimtevékenység nem latszik
a vizsgalatokbol, de ezt még biztosan kijelenteni nem lehet, mert ennek megerdsitéséhez vagy
kizarasdhoz az eddigi tesztek mellett még egy parhuzamos reakcio is sziikséges (lasd késobb).

ESBL ¢és AmpC enzimtermeld izoldtumok kozott kiilonbségek allapithatok meg a
hagyomanyos antibiogramon lathato in vitro eredmények alapjan is (a nem mindig egyértelmii
kuleslyuk fenotipuson kiviil), pl.: AmpC: cefepim-E, cefoxitin-R; ESBL: cefepim-R,
cefoxitin-E, de ezek az antibiotikum korongok nem képezik az alapvetden vizsgalandé panel
részeit Enterobacteriaceae-nél, vagyis egy tjabb antibiogram készitendé emiatt és ha a fenti
fenotipusos jegyek (44. dbra) nem lathatéak egyértelmiien, akkor kétséget kizaroan még ezek
ismeretében sem tudhatd, hogy milyen béta-laktamaz enzim van jelen (ezeken kiviill még

egyéb enzim is lehetséges €s akar tobbféle is lehetséges egyszerre ugyanazon baktériumban!).
2 / ESBL¥ AmpC

ESBL AmpC ESBL és AmpC

44. abra

ESBL-termel6 [128]: cefepim R, cefoxitin E, ceftazidim R, klavulansav felé kulcslyuk fenotipus.
AmpC-termeld [129]: cefepim E, cefoxitin R.

ESBL- és AmpC-termel6 [130]: cefepim E, cefoxitin R, klavulansav felé kulcslyuk fenotipus.
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Az AmpC-termelés kimutatidsat az ESBL-termelés kimutatdsdhoz hasonlé moddszerrel
probaltuk meg elvégezni. Kordbbi vizsgalatainkbdl ismert volt, hogy a G1/86 jelu
Enterobacter asburiae klinikai izolatumunk AmpC termeld (lasd 14. oldal: 11. abra). A
parhuzamos MALDI-TOF MS vizsgalatokat itt is az el6z0 paraméterekkel és inhibitorokkal
végeztik el egy olyan kiegészitéssel, hogy egy plusz reakcidban mind a két inhibitor is jelen
volt egyszerre:

1. 0,5 mg/ml cefotaxim

E. asburiae + 0,5 mg/ml cefotaxim

E. asburiae + 0,5 mg/ml cefotaxim + 0,05 mg/ml klavulansav

E. asburiae + 0,5 mg/ml cefotaxim + 0,3 mg/ml APBA

E. asburiae + 0,5 mg/ml cefotaxim + 0,05 mg/ml klavulansav + 0,3 mg/ml APBA
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45. 4abra
G1/86 Enterobacter asburiae AmpC-termelésének vizsgalata inhibitorokkal.

tiszta CTX

G1/86+CTX
G1/86+CTX+klav
G1/86+CTX+APBA
G1/86+CTH+klav+APBA

8. tablazat
G1/86 Enterobacter ashuriae AmpC-termelésének vizsgalata inhibitorokkal.
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A 45. 4bran ¢és 8. tablazatban lathaté eredmények alapjan nem tudtuk egyértelmiien
eldonteni, hogy ezzel a metodikaval az AmpC-termelés kimutathaté volna. Az izolatum
lathatéan rendelkezik béta-laktamdz enzimmel, mellyel a cefotaximot hidrolizalni képes, de
(ilyen korilmények kozott a G1/4 ESBL-termeld E. coli enzimaktivitasahoz képest joval
szerényebb hatasfokkal) a hidrolitikus termékek jeleinek intenzitdsa nagyon alacsony, a nativ
termékeké pedig nagyon magas. A hidrolitikus termékek mindegyik, inhibitorral gatolt
reakcioban megjelentek, tehat elméletileg nem ESBL és nem AmpC enzimtermeld torzzsel
van dolgunk, de az eldzetes vizsgalatok alapjan mégis AmpC-termelonek kellene lennie
(D68C teszt: 11. abra/3. kép). A klavulansavval végzett reakcioban kissé emelkedettebb és
egyértelmiibb eredményeket latunk a hidrolitikus aktivitds nyomait illeten. Ezt
magyarazhatja az, hogy az AmpC tipust enzimeket a klavulansav nem gatolja, hanem éppen
ellenkezdleg, kis mértékben indukalhatja is termelddésiiket. Ez azonban itt csak kozvetett és
nem is elégséges bizonyiték az AmpC termelés igazolasahoz.

Erdekes jelenség még a kisérletben a mindkét inhibitort tartalmazo reakcié: mindegyik
hidrolitikus termék jele még az eddigi szinthez képest is jelentdsen visszaesett, viszont
megjelent a spektrumon az eddig itt nem tapasztalt (és mas reakciokban is egyeldre
szabalytalanul megjelend) 461 Da-os enzimatikusan mddositott cefotaxim termék. A 461 Da-
os termék kialakulasaval kapcsolatban elképzelhet6, hogy kisebb affinitassal rendelkeznek a
némely béta-laktamazok az 500 Da-os nativ forma spontan deacetilalodott formajahoz és ezért
jelenik meg féleg olyankor a 461 m/z termék, amikor a két masik (379 és 414 m/z) eltlinik
vagy jelintenzitasa lecsokken.

Az eddigi mddszer szerint tobb torzs screeneld tesztelését végeztiik el parhuzamosan,
a torzsek kozott ismert és ismeretlen rezisztenciamechanizmusu izolatumok is szerepeltek.
Eredményeiket a 9. tdblazat szemlélteti, egyes spektrumaik a 7. Fiiggelékben talalhatok meg.

G1/49 + CTX
G1/49 + CTX + klav
G1/49 + CTX + APBA

ATCC 25922 E. coli

G1/28 + CTX
G1/28 + CTX + klav
G1/28 + CTX + APBA

ESBLE. coli

G1/20 +CTX
G1/20 +CTX +klav
G1/20 + CTX + APBA

ESBLE. cloacae

G1/7 +CTX
G1/7 + CTX + klav
G1/7 + CTX + APBA

ESBLE. coli

G1/54 + CTX
G1/54 + CTX + klav
G1/54 + CTX + APBA

MDR C. koseri

G1/45 +CTX

G1/45 + CTX + klav - - - - - ESBL+!? P. geruginosa
G1/45 + CTX + APBA

9. tablazat
Kiilonbozo torzsek cefotaxim rezisztencia vizsgélata enziminhibitorok mellett (lasd 7. Fliggelék).
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A 7. Fliggelékben lathat6 spektrumok eredményeit a 9. tdblazatban foglaltuk 6ssze. A
tesztek sordn mar ismert rezisztenciamechanizmusu €s ismeretlen torzseket is felhasznaltunk.
Elséként — az adatai alapjan béta-laktamaz enzim negativként igazolt — ATCC 25922 E. coli
referenciatdrzset vizsgaltuk, garantdlt negativ kontrollként. Az eredmények ennek
megfelelden alakultak: a nativ formak jelei voltak csak kimutathatok mindegyik esetben, a
baktérium ezek alapjan is igazoltan érzékeny cefotaximra. Az eddigi tapasztalataink alapjan
csak kisebb intenzitasu jelekként megjelend 478 ¢és 500 m/z peakek intenzitasbeli ingadozasan
kiviil mas jelenség nem is volt tapasztalhato. Ezek alapjan viszont megallapithatd, hogy ezek
az aprobb intenzitasvaltozasok az egyébként is alacsony intenzitasu peakeknél nem feltétleniil
fiiggnek csak a vizsgalt baktérium barmilyen aktivitdsatol, hanem a miszeres detektalas
mindségében torténd kisebb-nagyobb valtozasoknak is betudhatok.

Kovetkezoként két Escherichia coli (G1/28, G1/7) és egy Enterobacter cloacae
(G1/20), ismert ESBL-termeld torzsek Osszehasonlitasat végeztiik el. Mindharom torzs
egyértelmiien ESBL-termelének bizonyult a kisérletek tanulsaga szerint, klavulansavas
inhibiciojuk mindegyiknél szinte teljes volt. A kapott spektralis peak-mintazatok szinte
tokéletesen egyformak voltak, még a tablazatos abrazolasban is szemléletes a hasonldsag
mindharmuknal.

A G1/54 Citrobacter koseri torzsrél elézetes vizsgalataink alapjan csak annyit
tudtunk, hogy multirezisztens: karbapenemeken, fluorokinolokon és Sumetrolimon kiviil
gyakorlatilag mindenre tokéletesen rezisztens. Izolalasakor az AmpC gyanu meriilt fel, de ezt
a D68C teszttel nem lehetett igazolni: a teszt alapjan se ESBL, se AmpC. MALDI-TOF MS
vizsgalatunkban lathatd, hogy jelen van valamilyen béta-laktaméaz, mely révén rezisztens
cefotaximra, de kimutatni, hogy ezt milyen enzim okozza, ezzel a teszttel sem sikeriilt, az
ESBL-termelés viszont mar biztosan kizarhaté6 mindezek alapjan. A bomlastermékek jelenléte
egyértelmil, de jelen vannak a nativ formak is, illetve altaldnos jelenség a 370 m/z forma
hidnya is, azaz ebben a baktériumban az eddigiektdl biztosan eltérd enzimtevékenységek
folyhatnak, sajnos azonban ebbdl a kisérletsorbol csak ennyi allapithaté meg.

A G1/45 jelti Pseudomonas aeruginosa torzsr6l tudtuk, hogy ESBL-termeld,
fenotipusosan (antibiogram) egyértelmiien annak volt értékelhetd, ez alapjan interpretalhato is
volt széleskorli béta-laktdm rezisztencidja. MALDI-TOF MS tesztiinkkel viszont az
eredmények nem ezt mutattdk (7. Fiiggelék, jobb alsé panel): a 414 m/z értékli peak
intenzitdsa barmelyik inhibitor mellett ugyanolyan maradt, a 370 m/z peak pedig
gyakorlatilag mindekettdben minimalisan észlelhetd szintre esett vissza. Ez alapjan elvileg ez
a baktérium nem ESBL-termeld, de mivel a hagyomédnyos antibiogram fenotipusos jegyei
egyértelmiiek voltak (klavuldnsav felé mutatd kulcslyuk torzulés), ezért feltételezhetjiik, hogy
ez a baktérium az ESBL enzimen kiviil mas, a cefotaxim rezisztenciaért felelés enzim
termelésére is képes. Az ismert, hogy a Pseudomonas-ok alacsony szintii AmpC-termeléssel
rendelkeznek, de az APBA-val végzett kisérletek ezt itt latszolag kizartak (bar az eddigi
AmpC meérések altalanos bizonytalansaga miatt, ez erésen vitathatd is). Ilyen esetben tehat
egy olyan specifikus inhibitor anyag hasznalata volna evidens egy parhuzamos reakcioban,
mely azt a bizonyos enzimet is tudja valdéban gatolni, de sajnos nem ismerjiik, hogy mi is
lehet ez a bizonyos masik béta-laktamaz aktivitasu enzim, vagyis ilyen helyzetben, amikor
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lehet, hogy egyszerre tobb enzimet is termel a baktérium, a MALDI-TOF MS egyszerlibb
néhany inhibitoros vizsgélata sem elegend6 minden informdcié megszerzésére. Raadasul
maga az ESBL-termelés ,elsé ranézésre” még cafolhatd is volna a spektrumok alapjan, ha
nem ismernénk a hagyomanyos eljarés eldzetes eredményeit. Ez alapjan azt allapithatjuk meg,
hogy a tomegspektrometrids modszer sem elegendd dnmagéban ilyen izoltdmok megfeleld
értékelésére, de a felhasznalt inhibitoros parhuzamosok kibovitésével ezt a problémat lehet,
hogy feloldhatjuk, vagy legaldbbis csokkenthetjiik.

Abban a ritka esetben, ha a hagyomanyos korongdiffuzios és egyéb eredmények
(kulcslyuk torzulas, cefoxitin-E, cefepim-R, ceftazidim-R, D68C) nem mutatjak egyértelmiien
vagy egybehangzodan a jellegzetes ESBL fenotipust, ettdl fiiggetleniill még mindig fennall
annak lehetdsége, hogy ESBL enzimet termel az izolaltum, ilyenkor még egy un. IRT, azaz
inhibitor rezisztens TEM tipusu ESBL enzim is lehet az ellentmondas megoldasa (Class A
2br) [61, 62, 63]. Es ebben a ritka, de val6jaban nem kizarhatd esetben még az inhibitorokkal
kiegészitett MALDI-TOF MS kisérletek sem vezethetnek semmilyen eredményre.

Kovetkez6 panelként ismét hat baktériumot screeneltiink az elézdekben leirtak szerint:

G1/36 +CTX
G1/36 + CTX + klav
G1/36 + CTX + APBA

ESBLE. coli

G1/38 + CTX
G1/38 + CTX + klav
G1/38 + CTX + APBA

ESBL K. pneumoniae

G1/46 + CTX
G1/46 + CTX + klav
G1/46 + CTX + APBA

ESBL E. cloacae

G1/57 +CTX
G1/57 +CTX + klav
G1/57 + CTX + APBA

ESBL E. cloacoe

BLPACR
H. parainfluenzae

G1/101 + CTX
G1/101 + CTX + klav
G1/101 + CTX + APBA

G1/84 + CTX.
G1/84 + CTX + klav
G1/84 + CTX + APBA

- NDM E. coli

10. tablazat
Kiilonbozo torzsek cefotaxim rezisztencia vizsgalata enziminhibitorok mellett (1asd 8. Fliggelék).

Az elsé négy izolatum ESBL-termeldként keriilt a vizsgalatokba. Az eddigi ESBL-
termelé Enterobacteriaceae baktériumok spektruma (peak-mintdzata) gyakorlatilag nem
mutatott emlitésre méltd kiilonbséget egymashoz képest. Ugyanebbe a csoportba tartozik az
itt vizsgalt két els6 baktérium is (G1/36 E. coli és G1/38 K. pneumoniae) azzal a
kiilonbséggel, hogy a 461 m/z értékii peakek kisebb-nagyobb intenzitassal eléfordulnak a
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hidrolitikus termékeik k6zott. Ez kiilonosen a G1/38 K. pneumoniae torzsre igaz, amelynél a
csak cefotaximot tartalmazd reakcidelegyben, illetve a cefotaximot és ESBL enzimére nem
specifikus gatloszert tartalmazott, ezeknél ez a 461 Da-os termék mar hatarozottan jol
detektalhaté volt, ami ismét arra utalhat, hogy enzim és enzim kozott kisebb-nagyobb
kiilonbségek fedezhetdk fel termékeik alapjan is. Ez a magyarazat konnyen elfogadhato annak
ismeretében, hogy a 3 nagy csoportra feloszthato ESBL enzimeket tobb mint 200 eddig ismert
enzimtipus alkotja [131]. Egy masik megkdzelités szerint feltehetjiik még azt is, hogy az
ESBL enzimen kiviil még egy klavulansavval nem gatolhat6, de viszonylag gyenge hatasfoku
egyéb enzim is jelen van a baktériumban. Ennek eldontésére ez a gyors diagnosztikai
MALDI-TOF MS vizsgalat nem elegendo.

A két kovetkez6 ESBL-termel6 E. cloacae izolatum (G1/46 és G1/57) latvanyosan
nagy kiilonbségeket mutat peak-mintazatdban minden eddigi ESBL aktivitasi eredményhez
képest. Mindkét torzsnél mindegyik reakcioban végig megmarad mindegyik nativ forma jele
is. A nativ form4ajaban mindig nagy intenzitassal jelen 1év6 456 Da-os termék gyakorlatilag az
eddig vizsgalt 6sszes ESBL enzimnél szinte mindig tokéletesen eltlint az enzimaktivitas
nyoman, itt ez egyaltalan nem figyelheté meg (lasd 8. Fiiggelék, bal also és jobb felso
panelek). A 461 Da-os hidrolizistermék pedig még nyomnyi mennyiségben sem észlelhetd
egyik reakcidban sem. Ezeknél tehat nyilvanvaléan ESBL, de mas tipust ESBL enzim van
jelen. Azaz a modszeriink alkalmas arra is, hogy a hasonl6 peak-mintazatok dsszehasonlitasa
alapjan felvet6djon benniink a gyanu, hogy az egyes vizsgalt baktériumokban mdas és mas
ESBL tipusok vannak jelen.

A G1/101 Haemophilus parainfluenzae izolatumrdl ismertiik, hogy BLPACR, azaz
béta-laktamaz pozitiv amoxicillin/klavuldnsav rezisztens torzs (nitrocefin pozitivitds mellett
Augmentin rezisztens). Ebbe a vizsgalatba tulajdonképpen negativ kontrollként kertilt be (a
cefotaxim ¢és a ceftriaxon a Haemophilus-ok elleni terapias protokollok részét is képezik), de
az eredmények erre bizonyos mértékben racafolni latszanak: a cefotaxim egyik nativ
formajaval szemben (2Na*-ionos forma) lathatdan valamennyi hidrolitikus aktivitast képes
kifejteni (461 m/z jeld hidrolizdtum) a baktérium és erre az enzimaktivitdsara a
klavulansavnak és az APBA-nak nincsen gatld hatdsa. ESBL enzimek leginkdbb az
Enterobacteriacae csoportban fordulnak elé, Haemophilusok-ban elméletileg lehetséges az
eléfordulasuk (ampicillin rezisztenciaért felelds génjeik is az Enterobacteriaceae csoportbol
szarmaznak), de a gyakorlatban ez nagyon nagyon ritka jelenség [132, 133], AmpC
hordozasrol pedig ismereteink szerint még esetleiras sem sziiletett. Cefotaximra a
Haemophilus-ok altalanosan érzékenyek, a jelenséget egyelére nem tudjuk megmagyarazni.
Feltételezésiink szerint a sejtben 1€vé béta-laktamaz aktivitds modositani képes bizonyos
mértékben az antibiotikumot (lasd 461 Da-os forma kialakuldsa), de a nativ formak nagy
mértékli megmaraddsa miatt valdsziniileg nem ez elegendd mértékli ahhoz, hogy ezzel
megvédje a baktériumot az antibiotikus hatastol.

Végiil az eddigiektdl egy teljesen eltérd enzimet termeld baktréiumot vizsgaltunk: a
G1/84 Escherichia coli izolatumrdl ugy tudtuk, hogy NDM karbapenemaz enzimet termel
(NDM = New Delhi metallo-béta-laktamaz) (a torzs a Szent Laszld6 Korhaz ajandéka a
kisérleteinkhez). Ez az enzim gyakorlatilag szinte minden béta-laktam tipust antibiotikummal
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szemben rezisztensé teszi az azt termelni képes baktériumot, ez aldl egyetlen kivétel van: az
aztreonam. A metallo-béta-laktamazok az Ambler-féle Class B csoportba tartoznak, béta-
laktam gyftriivel torténd hidrolitikus reakcidjuk is eltér a ,,hagyomanyos” (Class C) szerin
tipusu béta-laktamazokétol [134]. Klavulansavval nem gatolhatok (de EDTA-val igen), az
APBA hatasa vitatott, de eredményeink alapjan ez sincs ra hatassal. Mind a spektrumain (8.
Fiiggelék, jobb alsé panel), mind az eredményeket szemléltetd tablazatban jol lathato, hogy a
G1/84 E. coli altal termelt béta-laktamaz enzim aktivitasa, miikkddése teljesen mas az eddig
latottaktol. Mindegyik hidrolitikus termék peakjének intenzitdsa erds és egyértelmi, de
emellett er6sek maradtak a nativ formak jelei is. Egyik inhibitor sem fejtett ki semmilyen
hatast az enzimre, sem gatlas, sem indukci6 nem tortént, a vizsgalt enzim biztosan nem ESBL
vagy AmpC tipusu enzim (bar ez utdbbi a korabbi kisérleteink tanulsédga szerint bizonytalan),
az viszont bizonyithaté a kisérlettel, hogy valamilyen béta-laktamazt termel, mely révén
cefotaximra rezisztens. Metallo-béta-laktamazokat specifikusan gatlé anyaggal (EDTA) ez a
kérdés megvalaszolhato lenne.

Jellegzetesen jol lathatd mindegyik reakcioban a 461 Da-os hidrolizistermék jele is,
tehat ez az enzim is nagyobb hatdsfokkal képes ezt a terméket generalni, vagyis
megallapthatjuk, hogy bizonyos termékek megjelenése ¢és intenzitdsa nem csak az
optimalizaci6tol vagy a korilményektdl fligg, hanem magatél a vizsgalt baktériumban
termel6dé enzim tipusatol is, annak kiilonb6zé mértékii affinitasatol a kiilonb6zé nativ
formakhoz.

Az optimalizadld kisérletek eredményei és eddigi tapasztalataink alapjan mar
leirhattunk egy olyan protokollt, mellyel laboratériumunkban j6 hatasfokkal reprodukalhatoak
a cefotaximmal kapcsolatos gyors diagnosztikai MALDI-TOF MS vizsgalatok, elsésorban az
ESBL-termeldkre vonatkozoan:

1. Optimalis reakciotérfogat: 20 pl; cefotaxim koncentracio: 0,25 mg/ml;
klavulansav koncentracio: 0,05 mg/ml. (APBA koncentracio: 0,3 mg/ml.)
Reakcidelegyek Osszeallitasa az egyértelmiien feliratozott és steril, gombolyii alja Eppendorf-
csovekben steril flilke alatt, majd mindezek és a megmaradt torzsoldatok lefagyasztasa (-70°C).
(eltarthatosag: ~3 honap)
2. A MALDI-TOF MS mérést végzd kollégak értesitése arrél, hogy siirgds mérés kovetkezik, a
kisérletsorozat tervének elkiildése x1s formatumban.
3. A kiilénbozd inkubacios koriilmények beallitasa (termosztat hémérsékletének ellendrzése),
centrifuga mitkddésének ellendrzése.
4. A vizsgalatokhoz 24 oras primokultirak sziikségesek.
5. A kisérlethez el8z8leg dsszellitott, megfelelé mennyiségii Eppendorf-csd part és kontrollokat
-70°C-16l eldvessziik, szobahémérsékletiire enged;iik:
= csak viz vak kontroll (egy plate-en egy elegendd)
= csak CTX negativ kontroll (egy plate-en egy elegendd)
»  viz+ CTX + ESBL pozitiv kontrollként hasznalt torzs (egy plate-en egy elegendd)
= csak viz + tesztorganizmus negativ kontroll
= viz+ CTX + tesztorganizmus reakcidelegy
»  viz+ CTX + klavulansav + tesztorganizmus inhibicios reakcioelegy
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6. A részletesen kidolgozott vizsgalati terv alapjan az egyes Eppendorf-csovekbe steril miianyag
fogpiszkalok segitségével koriilbeliil makszemnyi mennyiségii friss baktériumsejtet tesziink és
homogenizalunk el a reakcidelegyekben.

7. A kisérletek elinditdsa. A reakci6idé pontos mérése.
8. Optimalis inkubacios hdmérséklet: 3621°C, inkubacios ids: 120 perc.
9. 3 perc centrifugalas 13.000 rpm fordulatszamon (szobahén).

10. A lecentrifuglt mintak viztiszta feliilisz6ibol 2-2 pl-t mériink a kisérleti tervet kovetve a
megfeleld MALDI-TOF target plate spotokra (steril pipettahegyekkel!). Els6 harom spot iiresen
marad a kalibratorok szdmara!

11. A felpipettazott mintdkat szaradni hagyjuk (~10 perc). A szaradés siirgetése levegéaram
segitségével nem ajanlott!
12. Beszaradas utén a plate-et MALDI-TOF MS-hez vissziik (+4°C).

13. A MALDI-TOF miiszeres mérést végzé kolléga a kalibratorokat is felméri a plate-re, majd
beszaradas utan a matrix oldatot is raméri a mintakra is.

14. Beszaradis utdn mérés: elszor kalibracio, majd a tesztek.
15. A mérési eredmények kiértékelése MALDI Biotyper® flexAnalysis szoftver segitségével.
16. Eredmények interpretalasa (,,ESBL termelés megallapithato” ,,-nem allapithaté meg”).

A cefotaximmal kapcsolatos egyik legalaposabban kidolgozott irodalmi forras [120]
adataival megegyez6en mi sem taldltuk meg méréseink soran azt az enzimatikus
bomlésterméket, amelynek elméletileg a 456 Da molekulatomegii nativ protonalt forma
[M+H]* kozvetlen hidrolizisébdl kellene szarmaznia: 456+18=474 Da. Valdsziniisitjiik, hogy
a deacetilalodas még a hidrolizis eldtt lejatszodik €s alakul ki a hidrolizalt, deacetilalodott,
protonalt forma (414 Da) [Mhidar-Ac+H]".

Ugyanebben az atfogd tanulmédnyban a cefotaxim kis mértékli spontan hidrolizisét is
lerijak, mely révén nativ cefotaxim mintdkban is el6fordulhat a 414 Da-os termék. Ezt a
megallapitast is ald tudjuk tdmasztani, de ez az intenzitds kisérleteink soran mindig szinte
csak minimalis volt, ha eléfordult (lasd 36. abra, legfelsé panel): példaul a 36. abran lathato
nativ cefotaxim két nagyobb intenzitasii 396 és 426 m/z értékli peakjer kozti apro jelek
figyelhetok meg, melyek kozt valdban 414 m/z-nél is van egy ilyen kis intenzitasu jel (az alsd
panel erds 414 m/z jele segitségével beazonosithatd). Tobb volt azonban az olyan mérésiink a
nativ cefotaximmal, ahol ez a jel egyaltalan nem is volt észlelhetd.

A tanulmény arrdl is ir, hogy a 396 Da-os termék teljes eltinése figyelhetd meg
minden altaluk vizsgalt cefotaxim rezisztens baktérium esetében (vagyis ez alapjan definialjak
a cefotaximra is kiterjedd béta-laktamaz pozitivitast). Ezt mi hatdrozottan cafolni tudjuk: sok
cefotaxim rezisztens torzsnél talaltuk meg ezt a terméket a hidrolizalt termék mellett is,
példaul az ismeretlen béta-laktamazt tartalmazé G1/54 Citrobacter koseri (9. abra, 7.
Fuiggelék), vagy a két ESBL termeld Enterobacter cloacae izolatumunk (G1/46 és G1/57)
(10. abra, 8. Fliggelék), de példaul a metallo-béta-laktamaz termel6 G1/84 E. coli (szintén 10.
abra, 8. Fliggelék) is tokéletesen rezisztens cefotaximra (is), ettdl fliggetleniil a mérések soran
megtalaltuk a hidrolizalt termék €s a nativ formak jeleit is a baktérium reakcioelegyébdl.
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Az ESBL pozitivitas definidlasahoz nem sziikséges feltétel tehat a 396 Da-os termék
jelének teljes eltiinése az ESBL-termelé Enterobacter cloacae (G1/46, G1/57) izolatumok
kisérleteinek tanulsagai szerint, és ez valdsziniileg mas béta-laktamazokra is igaz (G1/84).

A cefotaximra kiterjedd béta-laktamdz pozitivitas definialasdhoz mi csak megengedo
feltételként hasznaltuk a nativ formak jeleinek eltiinését a mintakbol, de tapasztalataink
alapjan lehet ez csak intenzitdscsokkenés is (G1/84 karbapenemazandl még ez sem teljesiilt,
pedig ennél szélesebb spektrumu és aktivitasu béta-laktaméaz enzimmel kisérleteink soran nem
sikeriilt dolgoznunk). Sziikséges feltételként definialtuk viszont valamely hidrolizalt termék
jelének megjelenését, de ez alol kivételt képez a 461 Da-os termék, ha az csak dnmagaban
mérheté mas hidrolizistermékek nélkiil, mert a GI1/101 BLPACR Haemophilus
parainfluenzae esetében ez karakterisztikusan megfigyelhet6 volt.

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a cefotaxim és a klavulansav kiilon és egyiitt
végzett parhuzamos reakcioelegyeivel jo hatasfokkal detektalhato ESBL enzimaktivitas, mely
alol azért talaltunk kivételeket, mert tobbszorods és tobbféle enzim hordozasa, vagy ismeretlen
béta-latamdz, vagy IRT ESBL esetén még ez a modszer sem ad megbizhaté eredményeket. Az
AmpC kimutatast ebben a kisérletsorozatban sikertelennek nyilvanitottuk. De mivel az ESBL-
termeld baktériumok ardnya messze meghaladja az inkabb ritkdbbnak szamit6 AmpC-
hordozést, ezért még mindig nagyon hasznos és nagyon gyors diagnosztikai eszkozként
tekintlink a cefotaximmal és ESBL-inhibitorral végezhet6 MALDI-TOF MS MBT-ASTRA
tesztekre.

16. MALDI-TOF MS mérések ceftazidim antibiotikummal

A ceftazidim a cefotaxim mellett egy masik fontos, a cefalosporinok harmadik
sz¢€lesebb, azaz tobb olyan baktériumcsoport ellen is van alkalmazhatosagi potencialja,
melyek ellen a cefotaxim kevésbé hatasos. Ilyen fontos korokozdcsoportok a Pseudomonas-
ok és Burkholderia-k, melyek ellen mas hatékony cefalosporin (a cefoperazonon kiviil) nem is
szerepel a terapids eszkoztar lehetdségei kozott. Alkalmazéasa legtobbszor célzott, ezért fontos
laboratoriumi vizsgélat a ceftazidim érzékenység vagy rezisztencia megallapitasa és miel6bbi
interpretalasa. A Pseudomonas-ok az altalanos cefalosporinokkal és penicillinszarmazékokkal
szembeni rezisztencidjat a benniik intrinsic kodolt, alacsony szinten termel6dé AmpC béta-
laktamazok biztositjak, az anti-Pseudomonas cefalosporinokkal szembeni rezisztenciaknal
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ezen enzimek over-expresszidja, efflux pumpak tevékenységének noévekedése és egyéb
enzimek (pl. ESBL) jelenléte lehet még a felelds.

A ceftazidim MALDI-TOF MS MBT-ASTRA inhibicids vizsgalatai — a cefotaximhoz
hasonléan — lehetOséget biztosithatnak a kiilonb6zd béta-laktamaz  aktivitasok
megkiilonboztetésére ¢és igy végsd soron egyetlen antibiotikum vizsgalataval egész
antibiotikum csoportok terapias interpretalasra.
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ceftazidim (C22H22NeO7S2, 546,58 Da)
468 Da 547 Da
[M-pir+H]* [M+H]*

(spontan) hidrolizis

spontan
dekarboxilacio

intakt formak

modosult formak

46. 4abra
Ceftazidim nativ (z61d), és enzimatikusan modositott, moédosult (piros) formai.

A ceftazidim nem stabil molekula. A cefotaximndl ezt a jelenséget nem figyelhettiik
meg, ceftazidimnél viszont fontos tulajdonsag, hogy jelentdsebb spontdn bomlast mutat
szobahOmeérseklet folott, ami kisebb részt a béta-laktam gylirli spontan hidrolizisében,
nagyobb részt a béta-laktam gytirit védo piridin gytirli leszakaddsaban mutatkozik meg. A
béta-laktdm gyliri hidrolitikus bomlasa az antibiotikus hatds elmaradasat is jelenti, a piridin
gylrti elvesztése pedig nemcsak az antibiotikus hatast csokkenti (béta-laktam gytirit védo
hatasa miatt van a molekuldn), de a felszabadult piridin még rdadéasul vese- és majkarositd
hatast is a gazdaszervezetre [132].

A ceftazidim intakt molekuldja 546 Da, protonaltan 547 Da. Kiilonb6z6 ionokkal nem
képez mérhetd formakat. A piridin gylri leszakaddsa egy 468 Da tomegli molekulat
eredményez, ennek spontan vagy enzimatikus hidrolizise utan egy 486 Da-0s molekula
keletkezik, mely tovabb dekarboxilalodik: egy 441 Da-0s molekula is létrejon. Ezek alapjan
tehat a nativ ceftazidim oldatbdl nagy intenzitast jelként varjuk az 547 és 468 m/z értéki
peakeket, kisebb intenzitassal pedig a degradalodo termeékek jeleit: 486 és 441 m/z értékeknél.
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A vizsgalatok kivitelezési folyamata az el6zdekben leirtaknak megfeleléen zajlott
ebben az esetben is: ceftazidim oldatokban inkubaltunk kiilonb6z6 baktériumtorzseket, majd a
sejtmentes felliluszokbol elvégeztiik a MALDI-TOF MS méréseket.
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47. abra
= tiszta ceftazidim (0,25 mg/ml) negativ kontroll (A)
= tiszta ceftazidim (0,25 mg/ml) negativ kontroll (B)

Mint az a 47. abran lathatdo, mar az intakt, 4°C-on tarolt és csak a Kkisérlet
Osszeallitasanak 10-15 perces id6tartamara szobahdre keriilt ceftazidimben is jelentds spontan
események torténtek: a 441 m/z értékli peak [M-pirniar-COO+H]" gyakorlatilag 6sszemérhetd
intenzitasu a két masik detektalhatd peak intenzitdsaval. Viszont a 486 m/z értéki jel érdekes
modon lathatéan nagyon minimalisan van jelen ((A) felsé piros spektrum) az ajanlott 0,25
mg/ml antibiotikum koncentracion [120], ha egyaltalan jelen van, ugyanennek a mérésnek a
duplikatumaban ez a peak egyaltaldn nincs is jelen ((B) alatta 1év0 kék spektrum). A jelek
altalanos intenzitasa nem tul magas, valosziniileg az értékeléseknél ez Gijabb problémakhoz
fog vezetni. A matrix dimer jele most a spektrogramok bal szélére tolodva lathatd (379 m/z),
ez viszont tehat most egyaltaldn nincs zavard hatassal. Az antibiotikum legelsd mérésébdl
szarmazo spektrumadatok azonban nagyon rosszak, az eredmények egyaltaldan nem biztatoak.

A ceftazidim bakteridlis enzimtevékenység melletti viselkedését és mérési lehetdségeit
tobbféle megkozelitésbél indulva vizsgaltuk meg. Olyan pozitiv kontroll torzseket
hasznéltunk ennek tesztelésére, melyek az eldzetes korongdiffuzios érzékenységvizsgalatban
biztos ceftazidim rezisztencidt mutattak. A vizsgalatok célja elsdsorban a ceftazidimmel
végzett MALDI-TOF MS MBT-ASTRA reakciok optimalizalasa, méasodsorban pedig a két
fontos enzimcsalad, az ESBL-ek és az AmpC enzimek tevékenységének valamilyen mdodon
torténd megkiilonboztetése. Ezekben az eldzetes tesztekben végeztiik el tehat a ceftazidimes
reakciok paramétereinek optimalizaldsat is: inkubdcidos hdémérséklet, inkubacids ido,
antibiotikum koncentréaciok, inhibitorok/induktorok koncentracioja, stb.
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48. abra

Ceftazidim reakciok optimalizalasa G1/4 ESBL E. coli torzzsel.

Az optimalizalasi eredmények értékelésére és szemléltetésére itt is az eddigi score-
rendszeriinket hasznaltuk (nincs peak: 0; nagyon kis intenzitassal, de van peak: 1; egyértelmii:
2; kimagasl6 intenzitast: 3). (Az ide vonatkozoé egyes spektrumok a 9. Fiiggelékben lathatok.)
A vizsgélatokba rogton be is épitettiink egy a cefotaxim vizsgélataibol kovetkezd panelt is:
inhibitorok hatéasat is igyekeztlink felderiteni a tesztelt baktériumok enzimaktivitasanal.

A 48. abran (és a 9. Fiiggelékben) lathatd eredményekbdl az alabbiakra
kovetkeztettiink. Eldszor is az a sajnélatos jelenség latszodik szinte mindegyik kisérletben,
hogy mind a nativ termékek, mind a modosult termékek szinte mindig jelen vannak
valamilyen alacsonyabb intenzitasu jelként, vagyis tovabb erdsddik a gyanunk, hogy ez az
antibiotikum nem fogja bevaltani a hozza flizott reményeket és a tul sok bizonytalansag miatt
végiil negativan fogjuk értékelni a vele folytatott kisérletsorozatot.

Az alkalmazott inkubacios homérséklet az enzimreakciot nyilvanvaléan befolyasolja
¢s a legrealisabb 36°C-on a legoptiméalisabb, de a spontdn bomlas mértéke is hasonld volt a
bevezetd kisérletek tanulsaga szerint, igy ez tulajdonképpen 0j adatokkal nem szolgélt. Az
inkubacios id6 a cefotaxim inkubacids idejéhez képest joval hosszabb, a legoptimalisabbnak
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latszd értéken 180 perc. Az alkalmazott ceftazidim antibiotikum koncentracido a vizsgalt
tartomanyban lathatéoan egyenes aranyossagban all a detektalhatdsaggal, igy valosziniileg a
szakirodalmi forrasoktol [120, 121] eltérden mi az 1 mg/ml ceftazidim koncentraciot fogjuk
elfogadni optimalisnak. Az inhibici6 jelensége miikodni latszott mar 0,05 mg/ml klavulédnsav
koncentraciotol 1 mg/ml értékig (f6lotte mar a mérést zavard volt a magas koncentracio), bar
az itt alkalmazott antibiotikum koncentraci6 még az ajanlas szerinti 0,25 mg/ml volt,
amelynél (lasd bal also grafikon) még az altalanosan alacsony jelintenzitds miatt a még kisebb
intenzitasu bomlasi termékek jelei is kevésbé lathatok és emiatt ezek a kapott jelek még
betudhatok spontan bomléastermékek megmaradt jeleinek is. Mindezek alapjan, a G1/4 ESBL-
termeld E. coli izolatum segitségével végrehajtott kisérletek eredményeibdl és a megel6z6
validitasvizsgalatok tanulsdga révén nem tudtunk egyértelmi definiciét adni arra, hogy
hogyan kellene értékelni a cezftazidim rezisztenciat biztositd béta-laktamaz aktivitast. A nativ
peakek eltiinése sosem valosult meg, a modositott termékek jeleinek megjelenése pedig a
spontan abiotikus eseményektdl nem volt egyértelmiien elkiilonithetd. Ugyanezt a
vizsgalatsort elvégeztikk a G1/86 AmpC E. asburiae torzs segitségével is, de az eredmények
szinte tokéletesen hasonloak lettek, mint az imént ismertetettek. A G1/86 E. asburiae esetében
az inhibitor anyag APBA volt, egy plusz indukciés kisérletben pedig klavulansavat
hasznéltunk, de sem inhibicid, sem indukci6 nem volt objektiven detektalhatdo az adott
baktérium reakcidelegyeibol.

Eddig elvégzett kisérleteink alapjan Ggy tapasztaltuk, hogy a 441 m/z jelii peak koriil
tobb olyan kontaminans peak is van, melyeknek az eredetét nem ismerjiik ugyan, de
jelenlétiik ebben az esetben mar valdoban zavaro.

Az enzimaktivitas egyik esetben sem volt elkiilonithetd a spontan kialakuld termékek
mintazatatol, ezért az optimalizalo 1épések alapjan mar lathatd, hogy a ceftazidim nem
valoszinli, hogy megfeleld eszkoz lenne egy ilyen, nagyon preciz molekuléris valtozasokat is
¢szleld rendszerre épitett modszerben.

Mindezek ellenére természetesen screenelési kisérletsort is végeztiink ceftazidim
enzimatikus bontasahoz potencidlisan megfeleld torzsekkel, mely kisérletekbdl az aldbbi
eredmények sziilettek (11. tablazat, az egyes spektrumok a 10. Fiiggelékben lathatok).

# faj R

G1/49  Escherichia coli (ATCC 25922)

G1/101 Haemophilus parainfluenzae ~ BLPACR

G1/126 Escherichia coli ampicillin R

G1/7 Escherichia coli ESBL _T
+klavulansav +/- + _ +

G1/28  Escherichia coli ESBL, MDR - + - +/-
+klavuldnsav +/- + +/- +

G1/36  Escherichia coli ESBL A - el -
+klavulansav +/- + +/- +

G1/46  Escherichia coli ESBL - + R +/-
+klavuldnsav +/- + - +/-

G1/57  Escherichia coli ESBL [T + - +
+klavuldnsav +/- + +/- +

G1/71  Escherichia coli ESBL [T + - +
+klavulansav +/- + R -

G1/79  Escherichia coli ESBL _ + - +
+klavulansav + + +/- +
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G1/96  Escherichia coli ESBL 7 + - +/-
+klavulansav - + - +/-
G1/20  Enterobacter cloacae ESBL - + ﬁ
+klavulansav +/- + - +
G1/110 Klebsiella pneumoniae ESBL m
+klavuldnsav - + - +
G1/125 Klebsiella pneumoniae ESBL _T
+klavulansav +/- + - +
G1/38  Klebsiella pneumoniae ESBL - +/- - -
+klavuldnsav - + - -
G1/45  Pseudomonas aeruginosa ESBL _T
+klavulansav +/- + - +/-
G1/44  Pseudomonas aeruginosa ESBL, MDR _ + - +/-
+klavulansav + + - +/-
G1/53  Pseudomonas aeruginosa indAmpC - + - +
+APBA +/- + - +/-
G1/86  Enterobacter asburiae AmpC _T
+APBA +/- + - +/-
G1/59  Chryseobacterium gleum MDR - +/- _T
+klavulansav - + + +/-
G1/54  Citrobacter koseri MDR _T
+klavulansav +/- + +/- +
G1/84  Escherichia coli karbapenemaz _ i - +
+klavulansav +/- + +/- +
G1/56  Morganella morganii MDR - +/- - +/-
+APBA + +/-

11. tablazat
Kiilonbozo torzsek ceftazidim rezisztencia vizsgalata enziminhibitorok mellett (lasd 10. Fiiggelék).

A 11. tablazatban szemléltetni probalt eredmények sajnos valoban nem egyértelmiiek.

A negativ kontrollok esetében zold szinnel emeltiik ki az elvart eseményeket, sargaval
a nem vartakat. Egyik negativ kontroll torzs sem mutatott olyan aktivitast, mellyel a nativ
termékeket elbontotta volna, viszont a bomlastermékek a ceftazidim spontan, nem bioldgiai
bomlésa révén szinte mindig jelen voltak kisebb intenzitasokkal.

A pozitivként a kisérletbe keriilt baktériumok mindegyike ceftazidim rezisztens volt.
Az elvart hidrolitikus aktivitas révén létrejott eseményeket piros szinnel jeldltiik, a nem vart
eseményeket pedig itt is sarga szinnel. A nativ ceftazidim formdk jelenléte szinte minden
reakciodelegybdl (95%!) kimutathatd volt ceftazidim rezisztens baktérium esetében (19/20).
Az inhibicios parhuzamosokbodl minddssze ketté mutatott vart értéket (G1/96 ESBL E. coli és
G1/110 K. pneumoniae) a 441 Da-os termékre vonatkozoan (2/20; 10%), ami viszont kozel
sem elegendd arany annak elfogadasahoz, hogy itt valoban az elvart reakcio zajlott volna le,
valoszinlibb, hogy a mérések kisebb-nagyobb intenzitasbeli ingadozdsa miatt egyszeriien csak
nem volt észlelhetd az amigy is gyenge intenzitasu jel. A 486 Da-os terméknél ez az arany
valamivel jobb: 6 esetben volt ,,gatoltnak latsz6” a reakcid az inhibitort nem tartalmazé
parhuzamosahoz képest (30%). A G1/110 ESBL K. pneumoniae reakcioi felelhetnének meg
leginkdbb az elvardsoknak, ha elfogadnank, hogy akkor pozitiv egy reakcio ceftazidimmel, ha
a nativ formédk jelenléte mellett megjelennek a bomlastermékek és a bomlastermékek
megjelenése inhibitorral gatolhato, de sajnos ez az egy reakcid csak kivétel a tobbihez képest.

Tulajdonképpen a negativ és a pozitiv kontrollokként hasznalt torzsek eredményei
egymastol nem voltak megkiilonboztethetéek. A modszer alapjaiban sem volt megfeleld, rutin
vizsgalatokhoz a ceftazidim gyors, spontdn bomldsa miatt nem biztonsdgos, az enzimatikus
aktivitas az abiotikus eseményekt6l nem volt differencialhato. A cefotaxim vizsgalata mellé
terveink szerint kiegészitonek, sOt alternativanak szant antibiotikum, a ceftazidim,
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vizsgalataink alapjan nem megfeleld kiindulasi anyag MALDI-TOF MS MBT ASTRA
érzékenységvizsgalatokhoz rutin munkat végz6 mikrobiologiai laboratérium szamadra, igy ezt
a témat tovabbi lehetdségek és tervek nélkiil lezartuk.

17. MALDI-TOF MS mérések ampicillin antibiotikummal

Az ampicillin az egyszeriibb béta-laktamok koziil manapsag még talan a
leggyakrabban alkalmazott antibiotikum. Az 1960-as évek 6ta hasznaljak, hatasspektruma
sz¢éleskorli, de sok baktérium rendelkezik mar ellene valamilyen enzimatikus védekezd
mechanizmussal. Azokban az esetekben viszont példaul, amikor bizonyos Gram-negativ
bélbaktériumok nem rendelkeznek ilyen béta-laktamaz enzimekkel, még szamitasba johet az
ampicillin is mint terdpias szer. Ennek fontossaga abban all, hogy mivel az erésebb és késébbi
fejlesztésii béta-laktam antibiotikumok (cefalosporinok, karbapenemek, monobactamok, stb)
tulhasznalata egyértelmiien hozzajarul az elleniik kialakuld panrezisztenciak kialakuldasdhoz,
az egyszeriibb antibiotikumok viszont a gazdaszervezet mikrobiomjara nem helyeznek ekkora
szelekcidos nyomast, de terapiasan ett6l fliggetleniil még hatasosak lehetnek, ezért — ha erre
mod van! —, ezeket az antibiotikumokat érdemes is eldnyben részesiteni.

Az el6bb emlitett Enterobacteriaceae-n kiviil hatasos lehet még az ampicillin
Haemophilus-ok, Streptococcus-ok, Enterococcus-ok, Staphylococcus saprophyticus,
Listeria-k, Pasteurella-k, Aerococcus-ok, Burkholderia-k, Gardnerella-k, Salmonella-k,
Actinomyces-ek és anaerobok ellen is.

Vizsgélatainkban az ampicillint els6sorban az alapvetd béta-laktamaz aktivitas
detektalasra, illetve a Haemophilus-oknal el6forduld kiilonboz6é béta-laktamaz aktivitasok
kimutatasara és esetleg differencialasara kivantuk hasznalni (BLPAR, BLPACR vs. BLNAR).
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ampicillin (C16H19N304S, 349,40 Da)
intakt formak 350 Da 372 Da 388 Da 394 Da
[M+H]* [M+Na]* [M+K]* [M+2Na]*
hidrolizis hidrolizis hidrolizis
spontan
dekarboxilacio

49. 4abra
Ampicillin nativ (z6ld), és enzimatikusan modositott (piros) formai
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Az ampicillin alapmolekuldja 350 Da (protonaltan), kiilonbozé egyszeres ¢&s
tobbszords ionokkal kialakitott nativ formaja is 1étezik természetes vizes oldatban is. Ezen
formak legtobbjének hidrolizise révén, majd egyikiik tovabbi spontan dekarboxilacidja révén
alakulnak ki az enzimatikusan moédositott termékek.

Az ampicillin vizsgalatsorozataban tehat a nativ jelek a 350, 372, 388 ¢és 392 m/z
értékeknél keresenddk, a mddositott és mddosult formak pedig a 386, 390, 412 és 324 m/z
értekeknél. A vizsgalatok kivitelezési folyamata az el6zéekben leirtaknak megfeleléen zajlott
ebben az esetben is: ampicillin oldatokban inkubaltunk kiilonb6z6 baktériumtorzseket, majd a
sejtmentes feliiliszokbol elvégeztik a MALDI-TOF MS méréseket.

A vizsgalatokat ebben az esetben is a validitas értékelésével kezdtiik: vak viz kontroll,
nativ ampicillin, ampicillin spontan bomlas.
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50. abra
Ampicillin vizsgalatok negativ kontrolljai:
=  vak viz kontroll
= tiszta ampicillin (1 mg/ml) negativ kontroll
= tiszta ampicillin (1 mg/ml) spontan bomlas 25°C 3 o6ra
= tiszta ampicillin (1 mg/ml) spontan bomlas 36°C 3 6ra

A 48. abran lathato spektrumok tanulsadga szerint az ampicillin harom fontos marker
peakje koziil a 394 m/z értékil jel [M+2Na]* csak minimdlis intenzitassal detektalhatd. A
350 Da-0s [M+H]" nativ molekula dominansan jelen van mindegyik oldatban, az egyszeres
Na*-ionos 372 Da-os forma [M+Na]* és az egyszeres K™-ionos 388 Da-os forma [M+K]*
detektalhatok, de mindig csak kis intenzitasu jelként. Fontos észrevenni, hogy mindegyik
alapoldatban jelen van valamennyi spontan bomlasbol eredd termék is: még a kiilonbozo
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inkubaciokon at sem esett tiszta ampicillin oldatban is megtalalhaté alacsony intenzitassal a
368 Da-os hidrolizistermék és az ebbdl keletkezd 324 Da-os dekarboxilalodott termék jele is.
A 412 Da-os hidrolizatum jelét egyik eldzetes mérésben sem tudtuk felismerni. Ezek alapjan
mar a baktériumtorzsekkel végzett kisérletek eldtt kijelenthetjiik, hogy az ampicillin
enzimatikus bontasan alapulé MALDI-TOF MS vizsgalatok értékelését nagyon
koriiltekintden kell végezni ¢és nem lehet elégséges feltétel a béta-laktamaz pozitivitas
kimondasdhoz, ha egyik-masik bomlastermék a reakcidelegyek mérésébdl megjelenik
alacsony intenzitassal.

Pozitiv kontrollként elézetes vizsgalatban egy BLPACR Haemophilus parainfluenzae
baktériumtorzzsel (G1/3) végeztiik el az enzimatikus MALDI-TOF MS mérési reakciot, mely
nitrocefin hidrolizis teszttel és hagyomanyos korongdiffuziés modszerrel is ampicillin
rezisztensnek, azaz béta-laktamaz pozitivnak bizonyult.
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51. abra
Ampicillin enzimatikus bontasanak vizsgalata BLPACR H. parainfluenzae (G1/3) térzzsel.

A 49. abran egyértelmiien lathaté az enzimatikus tevékenység révén létrejovo valtozas
az ampicillin oldatanak peak mintdzataban: a jelenlévé nativ formakat képviselé peakek (350,
372 m/z) mindegyike teljes mértékben degradalodott az oldatbol, a hidrolitikus termékek
intenzitasai viszont kis mértékben emelkedtek, bar ez az emelkedés nem volt jelentds.
Emellett fontos részlet még az eddigiekhez képest, hogy a 412 m/z értékii peak is jelen van a
hidrolizalt oldatban. Az elsé mérések alapjan tehat a béta-laktaméz aktivitas definidlasahoz ez
esetben a nativ termékek eltlinésének vagy nagyon jelentds csOkkenésének detektalasa
szilkséges. Egyelére csak feltételezésként allapithatjuk meg, hogy a 412 Da-os termék
megjelenésének is lehet diagnosztikai szerepe.

A modszer optimalizalasat is ezzel az ismert BLPACR baktériumtorzzsel végzetiik el
(G1/3 H. parainfluenzae). A vizsgalt paraméterek itt is az inkubaciés homérséklet, id6 és
antibiotikum koncentracio voltak. Optimalis paramétereknek a kovetkezoket talaltuk:

*  Optimalis hdmérséklet: 25°C, 36°C és 42°C-os homérsékleteken 180 percig
inkubalva mindegyik vizsgalatban a 47. abran 1év0 eredménnyel gyakorlatilag
egyezd peakmintazatokat kaptunk: sem intenzitdsukban, sem a spektrumok
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mindségében nem volt emlithetd kiilonbség. A Haemophilus-ok a legtobb esetben
TEM-tipust béta-laktamazt hordoznak, melyek homérsékleti optimuma 37°C [133,
136], igy az eleve legrealisabb 36°C-os inkubacios hdmérsékletet itt is elfogadtuk.
Optimalis inkubaciés idé: 30°, 60°, 120°, 150’ ¢és 180’-es inkubacids iddket
vizsgalva megallapithattuk, hogy mar a 30 perces inkubacidbodl sziiletett mérési
eredmények is mutatjak az enzimatikus tevékenység jellegzetességeit, a reakcid
azonban csak a 60 perces inkubacios reakciotdl tekinthetd teljesnek, igy a 120
perces optimumot fogadtuk el. 30 percnél még detektalhatok kis intenzitassal a 350
¢és a 372 m/z peakek, ennél hosszabb inkubacioknal mar nem (lasd 11. Filiggelék).
Antibiotikum koncentracié: az ampicillin alapvetd oldhatoésagi problémai miatt a
koncentraciosort csak 1 mg/ml értékig tudtuk megfelelden elkésziteni. Ennél
magasabb koncentraciokban mar telitddik az oldat, a koncentraci6 pedig emiatt
mar nem is lesz pontos. Irodalmi adatok [120] szerint 10 mg/ml volna a megfeleld
optimalis érték, ezt mi nem tudtuk reprodukdlni. Eredményeinkbdl egyértelmiien
lathatd, hogy a reakciok az 1 mg/ml értékkel is tokéletesen mitkoddképesek, és a
legegyértelmiibb felbontast spektrumok is ebbdl a koncentraciobol késziiltek, igy
ezt az értéket fogadtuk el optimalisként. A MALDI-TOF MS antibiotikum
mérések 0,1 mg/ml érték alatt nem mutattdk a nativ peakeket sem, 1 mg/ml f6l6tti
értekeknél pedig semmilyen pozitiv tendencia nem lathat6 (lasd 11. Fiiggelék).

Ezt kovetden, a kialakitott optimdlis reakciokoriilményekkel az ampicillin bontasat és
annak detektalasat kiséreltik meg kiilonboz6 klinikai izolatumokkal, melyek kozott az
egyszeri ampicillin-rezisztenstél az ESBL-termeld Enterobacteriaceae-kig és multirezisztens
Haemophilus-okig sokféle baktérium keriilt screenelésre.

SN o WEGEN sz sss ESOMN o+ RN
faj R

G1/49

amp01

ATCC 25922 Escherichia coli ampicillin € +/- + +/- + +/- +/- +/-

amp02

amp21

G1/3424/2015 | Escherichia coli ampicillin E + + + + + + +/- +/-
T/505/E Escherichia coli ampicillin € - + - + o

amp03

G1/311/2015 Escherichia coli

ampl4

G1/2828/2015 | Escherichia coli

ampl6

G1/3246/2015 | Escherichia coli

ampl8

G1/3300/2015 | Klebsiella oxytoca

amp19

G1/3265/2015 | Citrobacter braakii

G1/4

amp04

G1/3024/2015 | Escherichia coli

G1/20

G1/4119/2017 | Enterobacter cloacae

G1/38

G1/361/2018 Klebsiella pneumoniae

amp24

G1/4013/2015 | Escherichia coli

G1/125

G1/6195/2018 | Klebsiella pneumoniae

amp15

QC 51/2015/11 Stenotrophomonas maltophilia

G1/86

G1/2978/2018 | Enterobacter asburiae + +/- - +/-

G1/84

LK/16616/2018 | Escherichia coli +/- +/-

amp05

G1/3246/2015 | Klebsiella pneumoniae

amp20

G1/3412/2015 | Escherichia coli

G1/76

amp10

ATCC 9334 Haeomphilus influenzae ampicillin E +/- +/- +/-

ampl2

G1/246/2015 | Haemophilus parainfluenzae ampicillin € +/- +/-

amp07

G1/3238/2015 | Haemophilus parainfluenzae BLNAR o +/-

amp13

G1/3256/2015 | Haemophilus parainfluenzae BLNAR +/- +/-

G1/3

amp06

T o o I
+ |+ |+ |+
P o o I
+ |+ |+ |+

+/-
G1/3255/2015 | Haemophilus parainfluenzae -

amp08

G1/3154/2015 | Haemophilus parainfluenzae

ampl7

G1/3235/2015 | Haemophilus parainfluenzae

G1/85

G1/2944/2018 | Haemophilus parainfluenzae +/-

G1/89

G1/3278/2018 | Haemophilus parainfluenzae BLPAR - BLNAR? + +/- + +/-

amp09

G1/3064/2015 | Haemophilus parainfluenzae BLPACR? - BLNAR + + + +/-

ampll

-

G1/3270/2015 | Haemophilus parainfluenzae MDR, nem BLPACR + + + +/-

12.

tablazat
Kiilonb6z6 baktériumtoérzsek ampicillin rezisztencia vizsgalata MALDI-TOF MS méréssel (1asd 12. Fiiggelék).
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Az ampicillin hidrolizisére nagyon sok egyszeriibb béta-laktamaz enzimtipus is képes,
ezért specifikus inhibicios vizsgalatokat ebben az esetben elméletileg nincs értelme
alkalmazni, féleg azért nincs, mert gyakran egyszerre tobb ilyen enzim is mikddik egy-egy
baktériumtérzsben, ¢€és a potencidlisan szoéba jovO inhibitor (klavuldnsav) tobb
enzimcsoportnak is inhibitora egyidejiileg, mely ampicillindz aktivitasu, igy a differencidlasuk
nem is lenne lehetséges (1asd 9. oldal: 2. tablazat).

Mint az a 12. tablazatbol szemléletesen és egyértelmiien latszik (az egyes spektrumok
a 12. Fiiggelékben megtekinthetdk), az ampicillin érzékeny ¢és ampicillin rezisztens
izolatumok jellegzetesen €s nyilvanvaloan kiilénb6zo peak-mintazatokat mutatnak.

A tablazat nagyobb, felsd paneljében az Enterobacteriaceae csaladbol szarmazo
izolatumok lathatok. A zdld szinnel jelolt ampicillin érzékeny fenotipust mutatd térzsek (a
fels6 harom sor) mindegyike jellegzetes modon és kovetkezetesen olyan peak-mintazatot
adtak, melyekben a nativ termék jelei legtobbszor megtalalhatok, a 350 és 372 m/z értékii
formaké pedig valéban mindig. A 388 és 390 m/z értékii termékek csak az esetek egy kisebb
részében lathatok egyértelmiien (de ez a tiszta ampicillin oldataban is ugyanigy tortént). A
bomléstermékeket képviseld peakek altalaban kisebb intenzitassal szintén megjelentek, de ez
a spontan bomlast vizsgalo kisérletbdl hozott szabaly miatt nem okoz interpretalasi zavart,
ezek a mintdk ebben a tesztben is negativok.

Az ampicillinnel szemben barmilyen rezisztencia fenotipust mutato torzsek esetében
viszont (piros sorok a felsé panelben) a peak-mintdzat az elézéekhez képest karakteresen
eltérd: a nativ formdak peakjei csak két kivételes esetben vannak jelen, a 324 és 368 m/z
peakek az Osszes esetben egyértelmiien detektdlhatok. Tobb esetben lathatdo egy 351 m/z
értékii peak (lasd 12. Fiiggelék), amelynek eredetét nem ismerjiik, valoszinilileg kontaminans
peak, mert a tiszta oldatokban is jelen kis intenzitassal, de az biztos, hogy nem azonos a kozeli
350 m/z peakkel; itt nagyon kell figyelni, nehogy Osszekeverjiik a két kozeli peaket! A 390
m/z termék peakjei az esetek 80%-aban (12/15) egyértelmiiek, a maradék néhany esetben
bizonytalanul ugyan, de lathatok. A 412 m/z termék peakje itt is, mint ahogy az egész
kisérletsorozatban végig, latszolag véletlenszerlien jelenik meg, de eléfordulasa szinte mindig
csak a pozitiv izolatumoknal figyelhetd meg (csupan egy kivételt talaltunk a kisérletek soran).
Az eddigiek alapjan az a szabaly lenne megéllapithatd, hogy az ampicillin bontasan alapulo
MALDI-TOF MS mérésekben azok az Enterobacteriaceae izolatumok definialhatok
pozitivként, azaz ampicillin bontasara képes béta-laktamaz termeldként, amelyeknél a nativ
peakek koziil egy sem marad meg a reakcioelegy feliiliszojaban, mig a hidrolizistermékek
koziil a 324 és 368 m/z mindig, a 390 m/z ~80%-ban, a 414 m/z pedig ~70%-ban jelen van,
de a legutébbi nem mindig egyértelmiien detektalhato intenzitdssal. Negativként pedig azokat
definidlhatnank, amelyeknél a nativ formdk nagy jelintenzitassal megmaradnak, a
bomlastermékek pedig kis intenzitdssal a spontan bomlés révén még detektalhatok lehetnek.

A béta-laktamaz pozitiv fenotipussal a kisérletbe kertiilt izolatumok koziil kettében
viszont taldlunk érdekesebb eltérést is az el6zdekhez képest. Az ESBL-termeld ¢és az
egyszeriibb aminopenicillindzokat termeld baktériumok 4&ltal generalt peak-mintazat
egymastol nem is mutat kiilonbséget, nem megkiilonbdztethetok. Az AmpC ¢és karbapeneméaz
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enzimeket termel0 két torzs viszont a nativ termékek peakjeit is ,,meghagytak”, azaz az eddigi
szabalyok alapjan akar negativként is lennének definialhatok, de a spektrumok alapjan lathato,
hogy a 350 m/z peak csak az AmpC G1/84 torzsnél egyértelmii, a karbapenemdz pozitiv
G1/86-nal mar csak nagyon hatarozatlan intenzitasu peakként van jelen; a 372 m/z értékii
peak pedig mindkét esetben csak minimalis kis kiugrasként latszik a spektrumokon. Ebbdl
arra kovetkeztetlink, hogy a peakek intenzitdsa ebben az esetben nagyon is fontos tényezo az
értékelés szempontjabol és emiatt kiegészithetd az eldzéekben létrehozott ,,pozitiv definicid”
azzal, hogy az emlitett bomlastermék peakjeinek egyértelmii jelenléte mellett vagy nincsenek
vagy ritkan csak kis intenzitasu jelekként vannak jelen a nativ formak peakjei. Ez a két enzim
egyébként a 8. és 10. tdblazatban (61. és 64. oldal) szerepld eredmények alapjan a cefotaxim
bontasi mintazataban is eltérd (€s ehhez hasonldan eltérd!) mintazatokat mutatott.

A 12. tablazat als6 paneljében a Haemophilus torzsek aminopenicillinaz termelésének
vizsgalati sémaja lathat6. Haemophilus térzseknél az ampicillin- és amoxicillin/klavulansav
rezisztencia és a nitrocefin hidrolizis hagyomanyos eljardsai alapjan kiilonithetjiik el az
izoltdumokat harom nagy csoportra: ezek a BLNAR, a BLPAR és a BLPACR. A metddus
végeredményeként megismert csoport alapjan pedig kiilonbozéképpen interpretalandok az
egyes izolatumok (52. abra):

‘ Haemophilus influenzae ‘
| Benzylpenicillin-1U screen
[ s2t2mm | béta-laktamaz béta-laktamaz
negativ pozitiv
ampicillin E l M
ampicillin R ampicillin R, ampicillin R,
¥ BLNAR amox/clav-R amox/clav-E
— BLPACR BLPAR
Kiadni: l
ampicillin, - 3 ¢
amox/clav, Kiadni: Kiadni:
pip/taz, ampicillin, ampicilllin
cefixim, amox/clav, rezisztens
ceftriaxon, pip/taz, amox/clav.
meropenem rezisztens - — pipftaz !
érzékeny Vizsgalni: ér'zéken’
cefixim,ceftriaxon, y
BLNAR —béta laktamaz negativ,amp.R meropenem
BLPACR- béta laktamaz pozitiv.amox/clav -R
BLPAR - béta laktamaz pozitiv,amp R,

52. abra
Haemophilus izolatumok BLNAR, BLPAR és BLPACR csoportjainak elkiilonitése és interpretacioja [137].

A 12. tdblazatunkban szerepld elsd két torzs negativ kontroll (egy ATCC torzs és egy
klinikai izolatum) (szintén zold szinnel jelolve). Ezek eredményei egybevagnak a negativ
Enterobacteriaceae izolatumok eredményeivel: a nativ peakek koziil a 350, 372 és 388 m/z
értékli peakek nagy intenzitassal és mindig jelen vannak, a 394 m/z nativ peak mindig, de
csak gyenge jelként detektalhat6. Bomlastermékek jelei szintén az ampicillin enyhe, spontan

oo

bomlasanak betudhat6 szinten mozognak, szintén az elézéekhez hasonlé mddon.
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BLNAR, vagyis béta-laktamaz negativ, de ampicillin rezisztens torzseknél az
ampicillin rezisztencia nem béta-laktamaz aktivitas révén valosul meg (hanem PBP3) [133],
vagyis kisérleteinkben itt nem is volt varhaté pozitiv eredmény. Két ilyen vizsgalt BLNAR
torzs lathatdo a negativ kontrollok utdn (szintén zold szinnel jeldlt sorok). A kapott peak-
mintazatok nem mutattak eltérést a negativ kontrollokéhoz képest, igazoltuk tehat, hogy e két
BLNAR torzsiink valoban nem termel ampicillin hidrolizisére képes béta-laktaméz enzimet.

A kovetkezd harom izoldtum (piros sorkiemelés) a hagyomanyos moédszerek alapjan
(lasd 52. abra) BLPACR torzsek, azaz béta-laktamaz pozitivitas mellett rezisztensek
amoxicillin/klavulansavra is, vagyis rendelkezniiik kell aminopenicillinek hidrolizisére képes
enzimmel. Ez a kisérletek alapjan igazolddott is: tokéletesen eltint minden nativ forma a
reakcidelegyekbdl ¢és szinte kivétel nélkiil minden bomléastermék meg is jelent ezzel
parhuzamosan (a 412 m/z peak itt is tobbszdr, de csak bizonytalanul detektalhato).

BLPAR torzsekkel végzett kisérleteink eredményei nem egyértelmiiek. Mar a 324 és
368 m/z bomlastermékek peakjeinek detektalhatosdga is problémas, a 390 és 412 m/z peakek
pedig nagyon alacsony intenzitdstiak. A nativ formak ugyanakkor jorészt eltiintek az egyik
torzs esetében (G1/85) a reakcioelegybdl, a masik izoldtumnal viszont (G1/89) sajnos szinte
mind jelen voltak az inkubacié utan is. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy ez utobbi torzs
valosziniileg nem BLPAR csoportba tartozé Haemophilus, bar a fenotipusvizsgalatok erre
utaltak, itt kapott peak-mintazata alapjan nagyobb valdszintiséggel BLNAR. A G1/85 torzs
valosziniileg tényleg BLPAR, de ezt az allitdst a MALDI-TOF MS vizsgalattal nem tudtuk
sem megerdsiteni, sem kizarni: lathatdan van béta-laktamdz aktivitasa, de az enzim aktivitasa
¢s affinitdsa kiilonbozonek tlinik a BLPACR-ekétdl.

A 12. tablazat utolsod két sora két olyan izolatum eredményeit szemlélteti, melyekrol
hagyomanyos fenotipusos vizsgalatokkal csak nagyon bizonytalan eredmények sziilettek, de
éppen az ilyen bizonytalansdgok kikiiszobolésé miatt keresiink 1j modszert ebben a témaban
is. Mindkét torzs esetében tehat ellentmondasosak voltak a hagyomanyos tesztek: az ,,amp09”
izolatum esetén végiil BLPACR (nitrocefin teszt bizonytalan), az ,,ampl1” esetén pedig
BLNAR (nitrocefin teszt negativ) csoportot allapitottunk meg ¢€s ezek alapjan interpretaltunk
a leleteken izolalasuk idején. A MALDI-TOF MS vizsgalatokkal mindkét torzsnél hasonld
peak mintazatokat nyertiink: mindkét baktérium reakcidelegyében megtalalhatok maradtak jol
detektalhat6 intenzitassal a nativ formak peakjei is, a bomlastermékek pedig mind alacsony
intenzitasu jelekként voltak csak jelen. Ezt a mintazatot a BLNAR és a negativ kontrollként
hasznalt Haemophilus-ok esetében lattuk, ezek alapjan tehat nagyon valdszinii, hogy mindkét
izoldtum BLNAR torzs volt. Ez esetben tehat olyan MALDI-TOF MS méréseket sikeriilt
elvégezniink, melyek igazolhatoan feliil tudtak birdlni a hagyomanyos modszerek bizonytalan
eredményeit és megfeleld interpretaciora adtak volna lehetdséget (sajnos utdlag és nem az
izolalaskor tudtuk csak elvégezni a kérdéses torzsbdl a vizsgalatot).

A MALDI-TOF MS MBT ASTRA vizsgalatrél tehat kijelenthetjiik, hogy alkalmas
arra, hogy a BLNAR ¢és BLPACR/BLPAR Haemophilus izolatumokat egymastol
egyértelmiien és nagy hatékonysaggal elkiilonitse. Ez kiilondsen fontos amiatt, hogy a
leggyakrabban alkalmazott hagyomanyos modszer szerinti nitrocefin teszt sok esetben nem
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teljesen objektiv (a valtozé mértékii szinintenzitds €s a valtozo aktivitasu vizsgalt enzimek
miatt), értékelése sokszor bizonytalan. A BLPAR torzsek esetében egyértelmii eredményeket
nem sikeriilt kapnunk, de a BLNAR csoporttdl valo megkiilonboztetésiik ezzel a mddszerrel is
megoldhatonak latszik. BLPAR ¢s BLPACR csoportok esetén lathatok ugyan kiilonbségek a
kapott mérési spektrumokon, ezek a kiillonbségek azonban csak kis szami mintabol
szarmaznak ¢és nem elégséges mindségliek a biztos differencialashoz.

Elméleti feltételezéslink volt, hogy mivel a BLPACR tdrzsek (neviikbdl is érthetd
okok miatt) a klavuldnsavas gatlasnak ellendllnak, és a BLPAR torzsek klavulansavval
gatolhatok (mivel szerin tipusu penicillindzokat tartalmaznak), ezért inhibicids parhuzamos
reakciokkal elvileg e két csoport differencidlhatdo lehet. Megkiséreltiik tehat egy olyan
vizsgalatsor elvégzését, melyben az ampicillin bontési reakcioit inhibitoros parhuzamosokkal
kombindltuk. A vizsgéalatokba pozitiv kontrollokként egyszerli ampicillin rezisztenciaval
rendelkez6 és ESBL-termeld E. coli izolatumokat is bevontunk, hogy a klavulansavas
inhibici6 okozta peak-mintazat valtozasa nyomonkdvethetd legyen (13. tablazat; az egyes
mérések spektrumai a 13. Fiiggelékben megtalalhatok).

372 333 ES0 394

# faj

G1/118 + AMP Escherichia coli
G1/118 + AMP + klav + +
G1/125 + AMP Klebsiella pneumoniae >
G1/125 + AMP + klav & g o
G1/101 + AMP ) X -
H hil ]
G1/101 + AMP + klav aemophilus parainfluenzae of- 7
G1/32 + AMP ) . - -
G1/32 + AMP + Klav Haemophilus parainfluenzae of- N "
G1/106 + AMP . . - +/- +/-
61/106 + AMP + klav Haemophilus parainfluenzae ; . ’
G1/85 + AMP -
G 1;85 : AMP + klav Haemophilus parainfluenzae N

13. tablazat
Ismert izolatumok ampicillin bontési ¢és klavulansavas inhibiciés parhuzamos vizsgalata MALDI-TOF MS
méréssel (lasd 13. Fiiggelék).

A vizsgalatok eredményeibdl lathatd, hogy az ampicillin bontasdért felelds szerin
tipusu béta-laktamazok klavulansavas inhibicidval egyértelmiien gatolhatok, a kisérlet eddig
tehat sikeresnek mondhatd. A csak az egyszerli aminopenicillindz aktivitassal rendelkezd
G1/118 E. coli torzs inhibicidja is tokéletesen miikddott, az inhibitoros parhuzamosban a
bomlastermékeknek csak kis intenzitdsu peakjei voltak detektdlhatok, az inhibitormentes
parhuzamosban pedig csak a bomlastermékek jelei vannak jelen és mind egyértelmi
intenzitassal. Az ESBL-termel6 K. pneumoniae (G1/125) vizsgalata soran az el6z6hoz nagyon
hasonlité peak-mintazatot kaptunk, de a inhibiciés reakcioban a 324 m/z értékli bomlastermék
viszonylag nagyobb mértékben maradt meg (de még igy is alacsony intenzitasu).

A hagyomanyos moddszerek alapjan BLPACR-ként jellemzett H. parainfluenzae torzs
(G1/101) szintén nagyon hasonlé eredményeket produkalt, ami viszont nagyon nem vart
eredmény egy BLPACR baktériumnal, hiszen ezek az enzimek klavulansavval elvileg nem
gatolhatok. Emiatt azt gondolhatnank, hogy a torzs valdjaban BLPAR enzimet termel,
melynek az itt alkalmazott inhibitora — a klavulansav — gatolja aminopenicillinaz aktivitasat,
ahogy az a MALDI-TOF mérési eredményekbdl is lathatd, de a hagyomanyos eljarasok
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szerint amoxicillin/kalvulansav antibiotikumkorong modszerrel rezisztens volt. A két
eredmény egymadsnak ellentmondo, emiatt feltételezziik, hogy taldn tobb enzim is miikodhet
az adott baktériumban (BLPAR és BLPACR egyszerre).

Ugyanezt a mintazatot koveti a BLPAR-ként identifikalt H. parainfluenzae torzs is
(G1/32), mely ezek szerint valoban BLPAR enzim termelésére képes.

A két tovabbi BLPAR-ként azonositott izolatumunknal (G1/106 és G1/85) (utols6 két
sor a tdblazatban) nem talaltuk értelmezhetének az eredményeket.

Mindezek alapjan a BLPACR ¢és BLPAR torzsek biztos differencialasa MALDI-TOF
MS inhibicios modszerrel a rendelkezésiinkre allo torzsekbdl nem volt megoldhato.

Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalatok a legtobb
esetben egyértelmii és jo értelmezhetd eredményeket adtak. Sikeriilt definiciot alkotnunk a
pozitivitas és a negativitas kimondasara, azaz hogy az adott térzs rendelkezik-e ampicillin
bontasara  alkalmas  enzimaktivitassal vagy sem.  Enterobacteriaceae  esetén
aminopenicillinazok ¢és ESBL enzimek mikodése kivaloan kimutathatdé (de nem
megkiilonboztethetd!), AmpC és karbapenemaz enzimeknek az ampicillin kiilonb6zd formait
hidrolizalé aktivitasa kissé eltér a leggyakoribb béta-laktamazokétdl (penicillindzok, ESBL-
ek), ezért itt (is) nagy precizitassal kell értékelni a nyers adatokat, viszont a modszer mindent
egybevetve egyértelmiien miikodoképes €s eredményes.

Mindezek ellenére alapvetéen megkérddjelezhetd, hogy Enterobacteriaceae esetén
mennyire relevans egy ilyen vizsgalat a klinikai gyakorlatban, hiszen tulajdonképpen a béta-
laktamaz aktivitas igazolasan vagy elvetésén tul nem ad egyéb informaciot. Gyakorlatilag egy
egyszerll ampicillin rezisztenciat okoz6 aminopenicillinaz és egy ESBL enzim ugyanolyan
peak-mintazatot és ugyanolyan eredményeket ad ampicillinbontasos MALDI-TOF MS
vizsgalatban, s6t klavulansavas inhibicids kisérletben is, és egy ,béta-laktaméaz pozitiv”
eredmény nyilvanvaldan kozel sem elegendd informécié sok esetben. Mivel elég népes
enzimcsaladrol van sz6, ezért nagyon nagy jelentdsége van annak, hogy milyen enzim is végzi
valdjaban az ampicillin hidorlizisét az adott izoldtumnal, mert ez nyilvanvaloan alapvetd
modon befolyasolja a megfeleld interpretaciobol szarmazod célzott terdpia lehetOségeit a
klinikus szdmara is.

Haemophilus térzsek BLNAR, BLPAR ¢és BLPACR tulajdonsaganak felderitése
hagyomanyos eljarasokkal is nehézkes, sok esetben nem teljesen objektiv a nitrocefin
hidrolizis kiilonb6zd mértéke, sebessége €s egyéb tényezok miatt, igy a keletkezd piros
szinreakcidé sem ad mindig egyforma és egyértelmiien azonosithatd eredményt. Kisérleteink
soran megprobaltuk megkiilonboztetni e harom rezisztens csoportot egymastél MALDI-TOF
MS MBT-ASTRA modszerrel is. Eredményként egyeldre kijelenthetjiik, hogy a BLNAR ¢és a
BLPACR/BLPAR torzsek legtobbje egyértelmii és szépen differencidlhaté eredményeket
adott, a béta-laktamaz termeld torzseket viszont (BLPAR és BLPACR) egymastol egyelore
nem tudtuk elkiiloniteni inhibcids vizsgalatokkal sem.
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18. MALDI-TOF MS mérések penicillin antibiotikummal

A penicillin a legels6 olyan antibiotikum volt az emberiség torténetében, melyet nagy
mennyiségben €s célzottan alkalmaztak kiilonb6z6 baktériumok okozta megbetegedések,
fertézések ellen. Hosszu multja okan ma mar alig talalunk néhany olyan baktérium csoportot,
melyek ellen biztonsdgosan bevethetd lenne maga a penicillin vagy egyszeribb szintetikus
valtozatai, de azért vannak még ilyen baktériumok: a Streptococcus pygenes, a Clostridium
perfringens és a Treponema pallidum pallidum fert6zései esetén még manapsag IS az
els6dlegesen alkalmazand6 szerek kozott szerepel a penicillin. Az emlitett harom koérokozo
penicillinnel szemben mindig érzékeny, tehat a penicillin kiilonb6z6 vizsgélatainak szerepe
foleg csak diagnosztikus, mas korokozoknal viszont, ahol alternativaként lehet hasznalni a
penicillint, mar van jelentésége. Ezek a baktériumok els6sorban a Haemophilus-ok, a
Neisseria gonorrhoeae, az a- és -hemolizal6 Streptococcus-ok és a Corynebacterium-ok.

A kisérleteink megtervezését ebben az esetben is az alapmolekula, a penicillin-G, azaz
a benzilpenicillin molekula és lehetséges bomlastermékeinek megismerésével kezdtiik.

OV‘ OH
benzilpenicillin (penicillin-G) (C16H18N204S, 334,40 Da)
-kt formik 335 Da 357 Da 380 Da
[M+H]* [M+Na]* [M+2Na]*
hidrolizis hidrolizis hidrolizis
spontan
dekarboxilacio

53. dbra
Benzilpenicillin nativ (z6ld), és modosult (piros) formai

A benzilpenicillin nativ molekulatomege 334 Da, protonalt formdja 335 Da, natrium
ionokkal alkotott formai pedig 357 és 380 Da. Ezek tehat az intakt penicillin oldatban
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detektalhatdé molekulak. Bomlastermékei mindezek hidrolizatumai: 353, 375 és 397 Da, a 353
Da-0s [MniartH]" forma spontan dekarboxilacidéval pedig tovabb modosul egy 309 Da-0s
molekulava. Elézetes validitasvizsgalatunkban ezeket a peakeket kell keresniink.
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54. 4abra
Penicillin validitasvizsgélatok.
Vak viz kontroll; benzilpenicillin 1 mg/ml 4°C; benzilpenicillin 1 mg/ml 36°C 240°.

Mint ahogy az az 54. abran lathatd, a penicillin keresett nativ formai mind szépen
sorban detektalhatok MALDI-TOF MS méréssel. Sajnalatos moédon azonban ezek mellett az
0sszes bomlastermékhez tartozd peak is jelen van ugyanilyen szépen, tehat az értékelés

penicillin esetében is varhatoan nehézkes lesz.

A Dbomlastermékek nagy intenzitdsu jelenléte mellett (mely az ampicillinnél
tapasztaltak mértékét egyebként joval meg is haladja) két masik problémat is észlelhetlink
mar ezekbdl a validalo spektrumokbdl is:

Egyrészt a 335 Da-os [M+H]" alapmulekula egybeesik egy szinte minden
kisérletben jelenlévé kontaminans peakkel, mely szintén éppen 335 m/z értéknél
talalhat6 kisebb-nagyobb intenzitassal kisérleteink soran. Az oldatunkbdl szarmazo
penicillin 335 m/z értékii peakjének intenzitdsa nyilvanvaldan joval nagyobb (az
abran lathatdé mértékben) a kontaminansétol, de ez az egybeesés komoly
problémadkat okoz, a két peak ilyen megkozelitésii differencidlasa nem objektiv.
Masrészt a 380 Da-0s [M+2Na]® forma peakje jelentds atfedésben van a
kisérletekben hasznalt a-CHCA matrix dimer molekula 379 m/z értéki jelével, ami
szintén hatraltatja a mérések értékelhetdségét. Sok esetben lathatd a kiilonbség, a
felbontds novelésével ez a kiilonbség jobban is lathatdo, de a matrix dimer
peakjének altalaban nagyon nagy intenzitasa a varhatoan valtozd intenzitast kozeli
peak detektalhatosagat erdsen ronthatja. Ha mindeképpen sziikség volna ilyen
penicillines MALDI-TOF MS MBT-ASTRA mérésekre, akkor masfajta matrix
hasznalatat javasoljuk.
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Mindezek miatt, ismerten béta-laktamaz pozitiv torzsekkel végeztiink egy olyan gyors
attekintésre lehetdséget ado tesztsorozatot, melyben igyekeztiink felmérni, hogy egyaltalan
alkalmazat6-e, van-e létjogosultsaga a felsorolt komoly hatranyok ellenére a penicillinnel
végzendd MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalatoknak.

EEN s:s N v DEEE 0 DES

# faj R
= = tiszta penicillin 36°C 240" + + + + + + +

amp21 | T/505/E Escherichia coli ampicillin E + + +/- + +

amp19 G1/3265/2015 Citrobacter braakii + +/- +

amp15 QC 51/2015/I1 Stenotrophomonas maltophilia + +/- +
G1/20 G1/4119/2017 Enterobacter cloacae + - +
G1/38 G1/361/2018 Klebsiella pneumoniae + +
G1/4 amp04 G1/3024/2015 Escherichia coli + +
G1/84 LK/16616/2018 Escherichia coli + +
G1/86 G1/2978/2018 Enterobacter asburiae + - +
G1/3 amp06 G1/3255/2015 Haemophilus parainfluenzae + +/- +

amp08 G1/3154/2015 Haemophilus parainfluenzae + +/- + I - | + I

14. tablazat
Penicillin enzimatikus bontasanak vizsgalata MALDI-TOF MS mérésekkel (spektrumok a 14. Fiiggelékben).

A vizsgalatsor eredményei alapjan nem taldltunk olyan egyértelmii marker peaket,
mely révén az enzimatikus tevékenység biztonsaggal elkiilonithetd volna a penicillin spontan
hidrolizisének nyomaitdl. Sem a nativ formak hianyabol, sem a bontési termékek jelenlétébdl
nem lehet olyan egységes szabalyszerliséget alkotni, amely segitségiinkre lehet az
eredmények megfeleld értékelésében. Egyetlen jellegzetességet észleltiink: a 357 m/z értékii
peak a béta-laktamaz termeld torzsekkel valod inkubécid utan az esetek 55%-aban teljesen
eltlint, 89%-uknal pedig vagy egyaltalan nincs meg vagy maximum csak nyomokban
detektalhatd. Ez valdsziniileg jo irdny lehet az értékelésben, de a korabbi vizsgéalatokban
egyértelmiien pozitivnak itélt torzsek koziil tobbnél is kaptunk ellentmond6 eredményt erre
vonatkozolag is.

Az alap molekula spontan bomlasanak elfogadhatatlanul nagy mértéke és az ebbdl
ad6do bomlastermékek allandéan nagy intenzitdsu jelenléte, a vart peakek atfedése a
matrixként hasznalt molekula jelével, az értékelésnél felmeriil6 nehézségek és nyilvanvalo
ellentmondasok, és nem utolsé sorban az antibiotikum vizsgalatanak alacsony relevancidja
miatt azt a dontést hoztuk meg, hogy a benzilpenicillin MALDI-TOF MS MBT-ASTRA
vizsgalatokra nem megfeleld.
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19. MALDI-TOF MS mérések imipenem antibiotikummal

Az imipenem az egyik legszélesebb korben és valdsziniileg a leggyakrabban hasznalt
karbapenem antibiotikum. A karbapenemek szintén a béta-laktam antibiotikumok csoportjaba
tartoznak, hatasmechanizmusuk is ugyanugy a sejtfalszintézis gatlasa révén valosul meg.
Szerkezetiik kis mértékben kiilonbozik: az 1. helyzetben 1évé S-atom helyett itt C-atom van a
karbapenem gytriiben és ebben az Ottagu gylirliben egy telitetlen kotés is megtalalhato.
Eredetileg Streptomyces-termékként fedezték fel a karbapenemeket (thienamycin), ma mar
szintetikus szarmazékokat hasznalunk (imipenem, meroprenem, ertapenem). Klinikai terapias
jelentdségiik rendkiviil nagy, mert a szélesspektrumt béta-laktaméaz enzimek legnagyobb ¢és
leggyakoribb csoportjaba tartoz6 ESBL enzimek a karbapenemeken kiviil minden egyéb
hagyomanyos béta-laktdm antibiotikumra rezisztensek, azaz olyan esetekben, ha ESBL-
termeld korokozo kertil izoldlasra, altaldban karbapenemek jelentik az elsddleges lehetdséget
egy sikeres terapia fel¢.

Karbapenemekkel szembeni rezisztenciat a baktériumok szamara, ha a ritkdbban
eléforduld, valamilyen enzimatikus antibiotikum modositds révén elért rezisztenciar6l van
sz0, a béta-laktamaz enzimcsoportnak foként két tipusa képes biztositani: egyrészt a Class A
2f csoportba tartozo enzimek koziil példaul a KPC Klebsiella penumoniae-ben, masrészt a
Class B metallo-béta-laktamazok (pl. VIM, IMP, NDM). A két csoport enzimeinek miikddése
kiilonbozo specifikus inhibitorokkal gatolhato: az elsé csoportnal az APBA, a masodiknal az
EDTA lehet a specifikus gatloszer.

Az imipenem nativ molekulatdmege 299 Da, ennek protonalt [M+H]" formaja 300 Da
(pozitiv 1onizacios MALDI-TOF MS mérésben a protondlt formak mutathatok ki).
Hidrolitikus terméke elméletileg 318 Da (300+18=318), tehat 318 m/z értékii peak
formajaban jelentkezhet enzimatikus hidrolizisre utald jel a spektrumokon. Imipenem
esetében nincsenek egyéb természetes formak a nativ és intakt imipenem oldatokban sem.

NH
HO H v
H H N
S
@)
OH
O
imipenem (C12H17N304S, 299,347 Da)
intakt formak [3'\(/)3_3]6;
modositott hidrolizis

forméak -
55. abra

Imipenem nativ (z61d) és enzimatikusan médositott (piros) formai.
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A spektrometriai mérések értékelése tehat ezek alapjan végteleniil egyszeriinek tiinik:
mig nativ formaban a 300 m/z jele, addig hidrolizatum esetén ennek eltiinése és a 318 m/z
hidroizistermék megjelenése varhatd imipenem rezisztencidért felelés enzimaktivitas
detektaldsakor a MALDI-TOF MS mérés soran az elmélet szerint.

Kisérleteinket egy karbapenemaz termeld torzzsel kezdtik (G1/84 karbapenemaz
termel6 E. coli), mely a Szent Laszlo Korhazban kertilt izolalasra (16616/2018). A torzs (a mi
vizsgélataink szerint is) hagyomanyos korongdiffuzids antibiogramon ¢és moddositott Hodge-

teszttel is karbapenemaz termelének bizonyult.

©

O

56. abra (sajat fotok)
Balra: Mddositott Hodge-teszt karbapenemaz termeld E. coli izolatummal (16616/2018, G1/84).
Jobbra: 50 mg/ml EDTA inhibicids hatasa karbapenemaz aktivitasra (MER, ETP, IMP) (16616/2018, G1/84).

(10 ul 50 mg/ml EDTA az alsé steril korongra cseppentve, majd szaradas utan a felkent pazsitra helyezve; a
fels6 korong csak az antibiotikumot tartalmazza)

A kisérletek elsé 1épésében lemértiik a vizsgalatok validitasahoz sziikséges teszteket
(vak kontroll, nativ antibiotikum negativ kontroll, nativ antibiotikum inkubalas utan).
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57. abra

Imipenem bevezetd mérések:

Felso panel: csak viz vak kontroll.

Ko6z¢ps6 panel: csak imipenem (0,5 mg/ml) intakt oldat.

Als6 panel: csak imipenem (0,5 mg/ml) 36°C-on 240 percig inkubalt oldat.
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A kezd6 mérések eredményeként azonosithatok a vizben 1évé kis intenzitast
kontaminans peakek. A nativ imipenem oldatdban jol lathaté a 300 m/z érték(i [M+H]"
molekula, alacsony intenzitassal a spontan hidrolizalt forma is kiveheté a spektrumon Kis
jelerdsséggel. A 240 percig 36°C-on inkubalt tiszta imipenem oldatbo6l ugyanezeket a jeleket
mértiik. Az intenzitas itt alacsonyabb, de ez az eltérés a miiszeres mérésnek tudhaté be (lasd a
spektrumok bal oldali skalabeosztasat!). Mindkét mérésnél jelen van még egy 414 m/z értékii
jel is imipenem oldatokban, melynek eredetét nem ismerjiik. Mindezekbdl azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy az imipenemnél kis mértékii spontan hidrolizis tapasztalhat6, de a hosszu
idejli 36°C-os inkubacio ennek mértékét a mérést ellehetetlenitd mértékben nem befolyasolja.
(379 m/z értékkel, nagy intenzitassal, itt is az a-CHCA matrix dimer peakje lathato.)

Az 58. abra alsé paneljén lathaté az imipenemmel végzett els6 valds eredmény: a
G1/84 tokéletesen elbontotta a 300 Da-os terméket, a hidrolizistermék jele nem volt
detektalhato.
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58. 4abra
Karbapenemaz aktivitas detektalasa imipenemmel (G1/84 karbapenemaz termel6 E. coli).

A reakcid optimalizal6 1épéseit ezzel a torzzsel végeztik el és a tobbi antibiotikummal
végzett kisérleteknél is hasznalt score rendszer mintajara értékeltiik. Az Osszesitett
eredményeket az 59. dbran szemléltetjiik (hémérséklet és imipenem koncentraciok):

m300 W300

5 w318 15 m3s

05 05 I
] 0 T T

T T
4 25°C 30°C 36°C 40°C 0,125 mg/ml 025mg/ml 05mg/ml  Img/ml  2mg/ml

59. abra
Karbapenemaz aktivitds mérésének optimalizalasa (hdmérséklet és imipenem koncentracid) (G1/84).
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Az optimalizalas soran nyert adatokbol lathatd, hogy az adott karbapenemdz enzim
aktivitdsa 25°C-on még nem teljes, 30 és 36°C-on éri el maximumat. A 40°C-on ismét
megjelend 318 Da-0s hidrolizistermék megjelenésébdl arra kovetkeztetliink, hogy annak
eltinése a reakcidelegyekbdl valdsziniileg tovabbi enzimtevékenység eredménye, mely
enzimmikodéshez ez a homérséklet mar nem megfeleld. Az optimalis koncentracio
beallitasabol kapott eredmények alapjan ismét a 0,25 ¢és 0,5 mg/ml koncentraciok a
legmegfelelobbek (egyetlen nagyon kis intenzitasu, nativ jel volt észlelhetd az egyik mérés
spektrumaban), az 1 és 2 mg/ml-es oldatoknal ismét egyre er6sodo €s a mérési hatékonysagot
mar zavard effektus latszik a spektrumokon. Az inkubaciés i1d6 irodalmi leirasok alapjan
[120] mar akar 30 perc is lehet, a mi eredményeink is igazoltdk ezt, vagyis valoban egy
gyorsdiagnosztikai eljarasrol van szé itt is. Ennek ellenére tovabbra is ragaszkodtunk az
eddigi 120 perces inkubacios id6hdz, mert nem csak a speicifikus karbapenemazok
kimutatdsa lehet célunk, de azoknak az enzimeknek is, melyek lassabban ugyan, de
mutathatnak karbapenemaz aktivitast.

Megkiséreltiink egy APBA inhibitoros vizsgalatot is a torzzsel, noha az APBA nem
specifikus inhibitora az NDM tipust metallo-béta-laktamazoknak. Az eredmények viszont
megkérddjelezik, hogy a térzsben valoban metallo-béta-laktamaz enzim miikodik-e, ugyanis
valddi, gatolt reakciokat kaptunk alacsonyabb APBA koncentraciokon, ezek alapjan
felmertilt, hogy a hordozott enzim valdjdban a Class A 2f csoportba tartozik, azoknal
lehetséges ugyanis az inhibicid eldidézése APBA-val. Ennek tisztdzasira elvégeztiik a
metallo-béta-laktamaz enzimek specifikus inhibitoraval, EDTA-val is az el6z6eket:
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60. abra
Karbapenemaz aktivitas gatlasa APBA emelked6 koncentraciosoraiban (G1/84 E. coli).

Az elvégzett vizsgalatok alapjan kijelenthetd, hogy az adott torzsben egy olyan enzim
is miikodik, mely APBA-val gatolhatd, ilyen enzimek a Class A 2f tipusu karbapenemazok.
Kovetkeztetésiink szerint az adott E. coli izolatumban kétféle karbapenemaz is miikodik:
egyrészt a gyorsan, gyors diagnosztikai eszkozokkel is kimutathat6 NDM metallo-béta-
laktamaz, masrészt egy Class A 2f karbapenemaz.

Mindezek utan egy screen jellegli vizsgalatsort hajtottunk végre olyan tovabbi,
torzsgylijteményi izoldtumainkkal, melyeknél az el6zdleg elkészitett hagyomanyos
antibiogramjaikon felmeriilt az imipenemmel szembeni rezisztencia vagy csokkent
érzékenység.
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E. coli G1/28 + IMP r E. coli

G1/49 + IMP

G1/49 + IMP + APBA ATCC 25922 G1/28 + IMP + APBA +/- - ESBL, MDR, IMP-E
G1/2 + IMP E. cloacae G1/60 + IMP P. peruginosa
G1/2 + IMP + APBA IMP-M G1/60 + IMP + APBA IMP-R

G1/5 +IMP E. coli G1/86 + IMP - E. asburiae

G1/5 + IMP + APBA IMP-R G1/86 + IMP + APBA - AmpC, IMP-M

15. tablazat
Karbapenemaz aktivitas screen kiilonb6z6 baktériumtorzseken.

A vizsgalat eredményeit a 15. Fiiggelék is szemlélteti. A negativ kontrollként hasznalt
ATCC 25922 E. coli természetesen teljesen negativ reakciot mutatott: sem a csak imipenemet,
sem az imipenemet és APBA gatldszert tartalmazo reakcidelegybdl sincs hidrolizisre utalo jel.

A G1/28 E. coli torzs in vitro imipenem ¢érzékenyként ismert izolatumunk, de
sz¢leskori egyéb MDR jellege miatt kertiilt be a vizsgalatba, mint érdekesebb negativ kontroll.
A csak imipenemet tartalmazé reakcioelegyben nem volt képes bontani az imipenemet, a
nativ forma jelintenzitasa csokkent a gatloszerrel kiegészitett parhuzamosban, de hidrolizatum
jele egyik esetben sem detektdlhatd. Azaz ez a baktérium is negativ ebben a vizsgalatban,
valdban nem termel karbapenemaz aktivitasu enzimet.

Mivel a torzsek legtobbje a csak imipenem antibiotikummal val6é inkubalas utani
reakcioelegybdl nem adott semmilyen, a hidrolizisre utalé peakmintizatot, ezért ezekrdl
kijelenthetd, hogy imipenem rezisztencidjukat nem béta-laktamaz aktivitds alapjan nyerik,
hanem valoszinlileg egy Osszességében egyébként is gyakoribb karbapenem rezisztencia-
mechanizmus révén: egy porin fehérje hidnya vagy jelentdsen csokkent expresszidja valtja ki
rezisztencidjukat vagy csokkent érzékenységiiket (ennek eredményeként semennyi vagy csak
kevesebb antibiotikum jut be a sejtbe). Ezt Pseudomonas-oknal az OprD porin fehérje [138],
Enterobacteriaceae tagjainal az Omp fehérjékhez tartozo porinok génjeinek elvesztése vagy
expressziojuknak féleg kiilonbozd genetikai okok miatt torténd visszaesése okozza [139].
Ilyen, porin fehérje eltérés okan imipenem rezisztens vagy csokkent érzékenységet mutatd
torzsek tehat: a G1/2 E. cloacae, a G1/5. E. coli és a G1/60 P. aeruginosa izolatumok.

A G1/86 Enterobacter asburiae esetében azonban olyan eredményt latunk, amilyet a
kisérlet megtervezésekor vartunk (ilyen jelmintdzatot produkélt a pozitiv kontrollként az
optimalizalasnal és eldzetes vizsgalatoknal hasznalt G1/84 karbapenemaz pozitiv E. coli torzs
is). Eldzetes D68C tesztiink alapjan tudjuk, hogy a térzs AmpC-termeld, bar ezt a cefotaxim +
APBA inhibicios MALDI-TOF MS Kkisérletek soran nem sikeriilt a miiszeres modszerrel is
igazolni (lasd a 61-62. oldalon). A most kapott spektrumokon (15. Fiiggelék) a csak
imipenemet €s baktériumot tartalmazd reakcioelegybdl tokéletesen eltiint a 300 m/z értékli
peak, azaz volt imipenem ellen iranyuld hidrolitikus enzimaktivitds, mig az APBA-t is
tartalmazo reakcioelegyben megmaradt ennek a 300 Da-os nativ forméanak a jele hidrolitikus
termék pedig nem volt, azaz a reakciot sikeriilt gatolni. Ez pedig bizonyiték arra, hogy APBA-
val gatolhatd enzim révén tortént az elsd reakcidban lezajlott tokéletes hidrolizis. Ez azonban
itt még nem elégséges bizonyiték arra, hogy ez az enzim valdban karbapenemaz lenne!
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Az APBA-val gatolhatdo enzimek, melyek képesek karbapenemeket hidrolizalni a
Class A 2f csoport tagjai. Ismert volt torzsiinkr6l megbizhaté D68C teszteredmény révén,
hogy AmpC-termeld, vagyis Class C csoportba tartozd enzimmel rendelkezik, amelyik
viszont szintén gatolhatok APBA-val (vagyis most az APBA itt nem ,.eléggé” specifikus
inhibitor). Féleg Pseudomonas aeruginosa-nal ismert [140], de Enterobacteriaceae tagjainal
is eléfordul [141] az a jelenség, hogy az AmpC enzim nagyon nagy mennyiségl termelésével,
un. over-expresszidjaval a baktérium karbapenem rezisztencidt vagy csokkent érzékenységet
is tud szerezni. Az over-expresszio indukcioja pedig valamilyen antibiotikum is lehet.
Feltételezésiink szerint, az imipenem itt igy viselkedhetett.

Nagyon nagy jelentdsége van annak a ténynek, hogy az AmpC enzimek taltermelése
karbapenem rezisztenciat vagy csokkent érzékenységet hozhat létre egyes baktériumokban,
mert az ESBL ¢és az ,egyszerlibb” AmpC termel6d izolatumokndl az elséként felmeriild
lehetséges terapids irany a karbapenemek haszndlata. Vagyis mindenképpen eldontendd
kérdés az, hogy az AmpC-termelés taltermelés-e, mely a tobbi béta-laktam antiobiotikummal
szembeni rezisztencian kiviil okozhat karbapenemekkel szembeni rezisztenciat is!

A kisérletek alapjan tehat a karbapenemaz aktivitas igazolhaté ugyan APBA és EDTA
gatloszerek alkalmazasaval MALDI-TOF MS és mas vizsgalatokban, de ha az APBA
inhibiciés reakcioibdl kapunk pozitiv eredményeket, és Osszesen csak ennyi informacié all
rendelkezésiinkre, akkor még ez nem elegendé annak eldontésére, hogy vajon Class A 2f
karbapenemaz enzim, vagy overexpresszalt Class C AmpC enzim miikodik-e az adott
izolatumban, mely a karbapenem rezisztenciat eldidézi.

Ha viszont a vizsgalati moddszereket kombinalva hasznaljuk, és tudjuk, hogy
izoldtumunk AmpC-termeld (pl D68C teszt), hagyomanyos korongdiffiizioval imipenemre
csak mérsékelten érzékeny, esetleg még a nem tul megbizhatonak tartott modositott Hodge-
teszttel is kétes, de pozitivnak tlind eredményt ad, mindezek mellett pedig MALDI-TOF MS
inhibiciés mddszerrel bizonyitjuk, hogy imipenem hidrolizisre képes a torzs, mely APBA-val
gatolhato, akkor az eddigi adatokbdl nagy valdszintiséggel megallapithatd, hogy az izolatum
AmpC over-expresszald és ellene emiatt semmilyen karbapenemet nem szabad hasznalni,
mert az biztos terapids kudarcot jelentene az igy kezelt betegnél.

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az imipenem enzimatikus hidrolizisén alapuld
MALDI-TF MS moddszer 6nmagédban kivaléoan miikddik, specifikus inhibitor parhuzamos
reakcidk alkalmazéasa azonban mindig kételezd a csak imipenemet tartalmazo reakcioelegyek
mellett. Akar AmpC over-expresszalo, akar valos karbapenemdz aktivitasti a vizsgalt torzs,
egyik esetben sem indulhat nala karbapenem terdpia, de nem szabad abba a tévedésbe esni,
hogy karbapenemazként interpretalunk egy AmpC taltermel6 izoldtumot.

A kérdés itt azért nem csak elméleti szOrszalhasogatds, mert ennek a tesztnek a
hagyomanyos szerepén til (vagyis azon kiviil, hogy megallapitsuk vele egy izolatumroél, hogy
van-e benne imipenem hidrolizisére alkalmas enzim vagy nincs), még arra a célra is nagyon
fontos eszkoz lehet, hogy az AmpC enzimekrdl megéllapithassuk azok tovabbi tipusat az
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adott baktériumban. Es mint lattuk, AmpC gyanus torzsek esetében erre sziikség is lenne,
hogy elkertiljiink egy terapias kudarcot, ha karbapenemet kap a beteg, de a kérokozd6 AmpC
enzime over-expresszalt és ezt az over-expressziot az imipenem még indukalja is.

A cefotaximmal és APBA-val végzett vizsgalatok soran nem sikeriilt igazolni a D68C
teszt révén AmpC-termel6ként ismert G1/86 Enterobacter asburiae torzsiinkr6l, hogy
valéban AmpC-enzim termeld volna vagy sem. Voltak kozvetett jelek ezekben a MALDI-
TOF MS vizsgélatokban is arra, hogy valdban az, de biztosan igazolni ott még nem tudtuk. A
konkrét bizonyiték érdekes mddon itt, az imipenemmel folytatott kisérletek soran keriilt eld.

Az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati modszer 6nmagaban tehat
tokéletesen mitkkddoképes, de nagy figyelemmel kell lenni az inhibitoros parhuzamosokkal
kapott eredményekre és ezek tiikkrében szabad csak biztosan karbapenemaz enzim termelését
interpretalni az eredmények alapjan.

Emellett, mint lathattuk, az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalat nem
csak az imipenem rezisztencidk kozvetlen kimutatdsara lehet alkalmas, hanem eredményeit
mas tesztek eredményeivel kombindlva, végiil sokkal részletesebben is megismerhetjiik a
vizsgalt baktériumok rezisztenciaviszonyait.

20. MALDI-TOF MS mérések ciprofloxacin antibiotikummal

A fluorokinolok napjainkban talan az egyik leggyakrabban alkalmazott antibiotikumok
vilagszerte az Osszes antibiotikum koziil. Akar Gram-negativ, akar Gram-pozitiv kérokozorol
legyen is sz0, a fluorokinolonok szinte minden esetben a potencialisan alkalmazhat6 szerek
listajaban szerepelnek. A Gram-negativ bélbaktériumoktol egészen az MRSA-ig hosszan
sorolhatok volnanak azok a baktériumok, melyeknél lehet terapids szerepe ennek az
antibiotikumcsoportnak. Rovidebb a lista azokrdl a baktériumokrol, melyek természetes
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rezisztenciaval rendelkeznek némelyik vagy mindegyik fluorokinolonnal szemben:
anaeroboknal taldlunk intrinsic rezisztenseket, Gram-pozitiv baktériumok mind intrinsic
rezisztensek az 1. generacios fluorokinolonokra (nalidixsav), Streptococcus-ok ellen csak a
>3. generacios fluorokinolonok hatasosak (pl. levo- és moxifloxacin), Enterococcus-ok ellen
altalanosan gyenge hatdsuak a fluorokinolonok ¢és az alkalmazas soran gyakran €s gyorsan ki
is alakulhat elleniik erdteljes rezisztencia [142, 143, 144, 145].

A kinolon rezisztencia gyakoribb formai a mutacié tjan kialakuld és az un. szerzett
rezisztencidk. A kinolon antibiotikumok hatdsmechanizmusanak Iényege, hogy képesek
kotédni a DNS molekula le- és feltekercselésében szerepet jatszo két fontos bakterialis
enzimhez: a DNS-girazhoz és a topoizomeraz 1V-hez. A kiilonb6z6 kinolonok kiilonb6z6
affinitassal tudnak kotddni targetjeikhez, illetve altaldnosan jellemzd, hogy a Gram-negativ
baktériumoknal gyakoribb a girdz ellen irdnyuld hatas, Gram-pozitivaknal pedig a
topoizomeraz IV ellen erésebb a hatas. Ezen enzimek mutécio révén olyan még funkcioképes
valtozasokon mehetnek at, mely formékhoz a kinolonok mar kisebb affinitdssal tudnak
kapcsolodni, és igy elmaradhat a kinolonok altalanos DNS-replikacids gatlasa és a kotddésiik
miatti konkrét és letalis DNS-karosodas [146].

Ritkabb eldfordulasuak azok a rezisztenciamechanizmus tipusok, amelyeknél a
baktériumok plazmidokon szereznek olyan géneket, melyek termékei nagyon hatékonyan
juttatjak ki a sejtekbdl a kinolon antibiotikumokat (efflux-pumpak), vagy pedig olyan géneket,
melyek fehérjetermékei a kinolonok modositasara és ezaltal hatdstalanitdsara képes enzimek.
Ezek azok az enzimek, amelyek most kisérleteink szempontjabdl most nekiink is nagyon
fontosak. Ezeknek az enzimeknek az a kiilonleges érdekessége, hogy eredetileg mas
antibiotikumok, az aminoglikozidok modositasara hivatott enzimek, de néhany aminosavnyi
modosulasuk révén fluorokinolonok ellen is hatasosakka valtak, és természetesen el is
terjedtek. A jelenséget 2003-ban fedezték fel egy sanghaji E. coli izolatum kapcsan [147], a
plazmidok utjan torténd rendkiviil sikeres terjedésnek koszonhetdéen viszont mara mar
vilagszerte is elterjedt, viszonylag gyakori rezisztencia mechanizmusrol van sz6 [148].

Kiilonosen nagy jelentdésége van annak is, hogy igen gyakran tarsul ez a
rezisztenciamechanizmus ESBL termelés mellé, mert altalanosan is nagyon gyakori az a
jelenség, hogy ugyanazon az egy plazmidon keriil be egy baktériumba két, vagy akar tobb,
rezisztenciaért felelds génkazetta is. Ez az ESBL mellé tarsuld rezisztenciagén pedig gyakran
az a bizonyos aac(6’)-Ib-cr gén is lehet, melyrdl a kinolok moédositasara alkalmas és a
fluorokinolon-rezisztenciaért felelds acetiltranszferaz enzim irodik at [146].

Az enzimatikus folyamat ebben az esetben, melyet ez az enzim végrehajtani képes, az
el6zéekben targyaltaktdl eltéréen nem hidrolitikus reakcid, hanem acetildcio. A mindezért
felelés enzim az AAC(6’)-Ib-cr nevezetli enzim, mely tehat egy acetiltranszferaz, vagyis
acetilcsoportot kot target molekulajara, esetiinkben a ciprofloxacin piperazin gytriijének
amino N-atomjara, ennek hatasara pedig az antibiotikum természetesen hatastalanna valik.
Szerencsére nem minden fluorokinolon molekulajan képes végrehajtani ezt a modositast az
enzim, de ilyen modositasra alkalmas amino N-atomot tartalmaz a leggyakraban alkalmazott
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fluorokinolon antibiotikum, a ciprofloxacin és a norfloxacin is (de pl. a levofloxacint és a
moxifloxacint védettebb N-atomjuk miatt nem képes igy acetilalni).
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61. abra
Ciprofloxacin és N-acetil-ciprofloxacin [150].
(A 61. abran bemutatott képek a hivatkozott forrasban szerepld abranak csak feldolgozott részletei.)

(A témahoz kapcsoldddan esetleg érdekes lehet, hogy a ciprofloxacin molekula emlds
szervezetben torténd, tobb uton zajlé lebontisanak egyik terméke tobbek kozt ugyanez az N-
acetil-ciprofloxacin [149], de ez a metabolikus ut és termék egy Mucor fajbdl is ismert [150].)

A ciprofloxacin rezisztenciaért felel6s bakterialis AAC(6’)-Ib-cr enzim tehat
modositast végez a ciprofloxacin molekulan. Ez a modositds acetilacid, mely egyértelmiien
meghatarozhatd tomegndvekedéssel jar az eredeti molekula tomegéhez képest. A valtozas
mindezek alapjan tehat MALDI-TOF MS MBT ASTRA moddszerrel nyomon kovethetd,
vagyis az enzimatikusan modositott termék spektrometriasan detektalhato (62. abra).

O O

OH

Y

ciprofloxacin (C17H1sFN3Os3, 331,346 Da)

intakt formak 332 Da 354 Da 370 Da
[M+H]* [M+Na]* [M+K]*
médositott acetilacio acetilaciod acetilacio
62. abra

Ciprofloxacin nativ (z6ld) és enzimatikusan maodositott (piros) formai.

A ciprofloxacin MALDI-TOF MS mérések értékelése a kovetkezok szerint torténik.
Az acetilacio +42 Da-os eltolddast eredményez minden esetben. A ciprofloxacin nativ, intakt
ionos formai a 332, 354 és 370 m/z értéknél jelentkezd peakek ([M+H]", [M+Na]" és [M+K]*
ionos nativ formak jelei), az acetilacid 4altalanos szabalyszeriisége értelmében az
enzimatikusan modositott, acetilalt formak a 374, 396 és 412 m/z értékeknél keresendok.

Kisérleteinkhez itt is a torzsgylijteményiinkben fagyasztva tarolt klinikai izoldtumok
szolgaltak kiindulasi pontként. A most kivalasztott és a vizsgalatokban letesztelt torzsek
mindegyike ciprofloxacinnal vagy mas fluorokinolon antibiotikummal szembeni rezisztenciat
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mutatott hagyomanyos korongdiffuzios eljarasban. A kisérletekben arra kerestiik a valaszt,
hogy a ciprofloxacin rezisztens fenotipust mutatd torzsek koziil egyaltalan kimutathato-e
AAC(6°)-Ib-cr enzim hordozas, termelés és aktivitas, milyen mértéki ennek elterjedtsége, és
a MALDI-TOF MS MBT ASTRA moédszernek van-e gyors diagnosztikai létjogosultsaga
ennek a rezisztenciamechanizmusnak a detektaldsaban.

A validalasi folyamatokban ismét teszteltiik a higitdsok soran hasznalt tiszta dH20-t,
az intakt antibiotikum oldatot, annak esetleges spontan bomlasat, modosulasait. A viz vak
kontrollban ennél a mérésnél egy 326 m/z értékii peak is lathatd, mely az éles mérések soran
is elég gyakran megjelent, s6t néha kifejezetten nagy intenzitasti peakeket is generalt, de
szerencsére viszonylag messze esik a marker peakektél. Nagyobb aggodalomra ad okot a 335
m/z értéknél altaldban eléforduld kontaminans, mely most is jelen van alacsony intenzitassal a
ddH20-ben is, de a nativ antibiotikum spektrumainkat vizsgalva lathatjuk, hogy a 332 m/z
értékil nativ [M+H]" molekula messze tilhaladja intenzitisdban az emlitett kontaminanst, igy
jelenléte itt sem mondhat6 zavardnak.
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Bevezeto validalasi mérések. Felsé panel: viz vak kontroll; K6zéps6é panel: tiszta ciprofloxacin oldat
(0,5 mg/ml) 4°C; Also panel: tiszta ciprofloxacin oldat (0,5 mg/ml) 36°C 240 perc inkubacio.

A ciprofloxacin nativ oldatainak vizsgalatakor azt a jelenséget figyeltiik meg, hogy
egy rendkiviil nagy intenzitasi peak formdjaban jelenik meg minden esetben a 332 Da-0s
[M+H]" nativ forma, az intenzitas ennél a peaknél koriilbeliil tizszeres az eddig megszokott
intenzitasokhoz képest (lasd 63. dbra k6zépso €s alsé paneljének bal oldali skélabeosztasat).
Valosziniileg emiatt is, a 354 és 370 Da-0s Na™ és K ionos formak peakjeinek detektalasa a
tiszta oldatban nehézkesnek tlinik, de azért jelen van mindkettd, ha csak aranyosan kisebb
jelként is. A nativ és +4°C-on tarolt antibiotikum oldat spektruméaban természetesen
nincsenek meg az enzimatikus reakciobol vart termékekre utalo jelek.
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A hosszii ideig +36°C-on inkubalt tiszta ciprofloxacin oldat peak-mintazata
semmilyen eltérést nem mutatott a +4°C-on tartott mintaéhoz képest, vagyis nincs
detektalhatd spontan bomlasra vagy modosuldsra utalo jel ciprofloxacin esetében. A keresett
peakek specialis reakcid eredményei, tehat ezek megjelenése spontan nem is varhat6, de ezek
mellett mas uj jel sem jelent meg az inkubalt ciprofloxacin oldatabol, azaz valoban nincs
spontan modosulasi folyamata.

Erdekes jelenség, hogy a nagyon nagy ciprofloxacin [M+H]" intenzitasbol eredé egyéb
jelek mellett mennyire alacsony barmi mas peak is ennél a méréssornal. Kiillondsen érdekes
jelenség az a-CHCA matrix dimerjének 379 m/z értéknél 1évo peakjének alacsony intenzitasa,
mely altalaban a legmagasabb peak szokott lenni a mérések soran.

Kérdéses volt, hogy a matrix dimer 379 m/z értékii peak-je nem zavarja-e majd a 370
m/z értékil nativ forma [M+K]" és a 374 m/z értékii médosult forma [M+Act+H]* jeleit. Az
eddigiek alapjan viszont a nativ formanal ilyen zavar6 hatds nem észlelhetd.

Az eddigi protokollunktol eltéréen, mivel nem volt ismert és igazoltan AAC(6”)-1b-cr
hordoz6 baktériumtdrzsiink, ezért szokatlan modon itt elséként a screenelési vizsgalatokkal
kellett elkezdjiik a folyamatokat. A vizsgalatba olyan izolatumokat valogattunk 6ssze, melyek
hagyomanyos antibiogram tesztben ciprofloxacin rezisztenciat mutattak. Erdekes megfigyelni,
hogy a ciprofloxacin rezisztens Enterobacteriaceae-be tartozé 11 torzsiink kozil 9 a
fluorokinolon rezisztenciaja mellett ESBL-termeld is, azaz az ESBL-termelés mellé a torzsek
81%-4anal tarsult fluorokinolon rezisztencia is. A statisztikai minta ebben az esetben
természetesen véletlenszerli és egyaltalan nem is tekinthetd reprezentativnak, de a korrelacio
lathato.

Az AAC(6’)-1b-cr enzim hordozasat vizsgalo tesztjeink leirasat tehat nem optimalizalo
folyamattal kezdtiik, elvégeztik ugyan a folyamatot (homérséklet, inkubacios 1do,
ciprofloxacin koncentracid), de az ehhez a gyanunk szerint kivalasztott torzs (G1/126.
ciprofloxacin rezisztens E. coli izolatum) nem volt megfelelé (lasd késébb). Screeneld
vizsgalatunkhoz a megfeleld paraméter értékeket szakirodalmi forrasbol [125] nyertiik. Ennél
a vizsgalat tipusnal jelenlegi tuddsunk szerint nem 4all rendelkezésre specifikus inhibitor
molekula, mellyel az AAC(6’)-lIb-cr enzim aktivitasa specifikusan gatolhatdé volna. A
screeneld vizsgalat eredményeit a 16. tdblazat mutatja szemléletesen, az egyes mérési

spektrumok a 16. Fliggelékben tekinthet6k meg.

nativ acetilalt
# faj R

G1/49 Escherichia coli ATCC 25922 (neg. kontroll)

G1/7 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R

G1/28 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R

G1/36 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R

G1/38 Klebsiella pneumoniae ESBL + fluorokinolon-R

G1/44 Pseudomonas monteilii MDR, fluorokinolon-R

G1/46 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R

G1/57 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R
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G1/71 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R - - -
G1/125 Klebsiella pneumoniae ESBL + fluorokinolon-R - - -
G1/79 Escherichia coli ESBL + nal-R, cip-E, mox-E - - -
G1/109 Escherichia coli fluorokinolon-R - - -
G1/126 Escherichia coli fluorokinolon-R - - -
G1/110 Klebsiella pneumoniae ESBL - - -
G1/84 Escherichia coli karbapenem-R - - -
G1/32 H. parainfluenzae BLPAR + fluorokinolon-R - - -
G1/62 H. parainfluenzae BLNAR + fluorokinolon-R - - -
G1/101 H. parainfluenzae BLPACR + fluorokinolon-R - - -
6231/2018 | Enterococcus faecalis norfloxacin-R - - -

16. tablazat
Ciprofloxacin rezisztens és negativ kontroll térzsek screenelése ciprofloxacint médositd enzimaktivitasra.

A 16. tablazat a 16. Fiiggelékben megtalalhatd spektrumok eredményeit szemlélteti.
Két torzs esetében talaltuk meg a keresett enzimaktivitast, mindkét torzs E. coli és ESBL-
termeld is. A G1/28 vizelet-, a G1/57 hiivelymintabol keriilt izolalasra laboratériumunkban
2018-ban. Ezek kiemelt spektrumait a kdvetkezd, 64. abran kiilon is bemutatjuk.
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64. abra
Ciprofloxacin AAC(6)-1b-cr enzimmel torténd acetlilacidja és kimutatisa MALDI-TOF MS moédszerrel.
1.  ATCC 25922 E. coli, negativ kontroll = acetiltranszferaz enzim negativ
2. G1/7E. coli (EBSL + fluorokinolon rezisztens) = acetiltranszferaz enzim negativ
3. G1/28 E. coli (EBSL + fluorokinolon rezisztens) - acetiltranszferaz enzim POZITIV
4. G1/57 E. coli (EBSL + fluorokinolon rezisztens) = acetiltranszferaz enzim POZITIV

A 16. tdblazatban szerepld negativ torzsek esetén a harom nativ peak mindig jelen volt
(z6ld szinti kiemelés), a 332 Da-os forma jelentds intenzitasfolénye ellenére a masik két ionos
forma is detektalhatd volt minden esetben. A 379 m/z értékli matrix dimer intenzitdsat is
elnyomta a 332 m/z peak.

Pozitiv esetben egyértelmli és erds intenzitasi jelekként megjelentek az acetilalt
forméakhoz tartozé peakek is, a nativ formak eltinése nem volt észlelhetd egyik esetben sem.
A két pozitivnak talalt izolatum koziil a G1/28 E. coli-nal a 370 m/z jelii nativ [M+K]* format
csak nagyon gyenge intenzitasu jelként sikeriilt a mérésben kimutatni, ennek megfeleléen az
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ebbdl keletkezd 412 m/z értékii acetilalt forma [M+Ac+K]" mar nem is volt mérhetd. Ett6l
eltekintve a mérési eredmények egyértelmiien és vilagosan mutatjak a két pozitiv mintanal a
keresett AAC(6’)-Ib-cr enzim specifikus transzacetilaz aktivitasat a ciprofloxacin egyes nativ
formain (64. ébra). A 379 m/z értékli matrix dimer peakje a 332 m/z értékli peak nagy
intenzitdsa miatt pozitiv mintak esetében sem volt zavard egy esetben sem.

Optimalizalt vizsgélataink a kovetkezd paraméterekkel torténnek: inkubacios
hémérséklet: 36°C, inkubacios id6 optimum: 60 perc, ciprofloxacin koncentracio: 0,5 mg/ml.

A ciprofloxacin rezisztencia acetiltranszferdz altal kialakitott tipusanak kimutatdsa
vizsgalataink alapjan kivaléan mukodik az alkalmazott MALDI-TOF MS MBT-ASTRA
modszeriinkkel. A vizsgalatba bevalogatott 10 ciprofloxacin rezisztens Enterobacteriaceae
torzs (+1 Pseudomonas) koziil 2 E. coli izolatumot talaltunk, melyek ezt a rezisztenciatipust
hordozzak. Ezen a nem reprezentativ mintan ez az arany ~20%, ami elég magasnak mondhat6
annak ismeretében, hogy maga a rezisztenciamechanizmus is még csak 16 évvel ezel6tt keriilt
el6szor leirasra Délkelet-Azsiaban... !

Az AAC(6’)-lb-cr acetiltranszferaz pozitivitds definialasahoz elegendd feltételként

elfogadtuk a specifikus reakcidoban 1étrejovo acetildlodott termékek jelenlétét, emellett
megallapithatjuk, hogy a nativ termékek intenzitdsa a 1étrejovo termékekhez képest nem kell,
hogy csokkenést mutasson ebben az esetben. A negativitds definidldsdhoz elegendd feltétel,

ha a hagyomanyos ciprofloxacin rezisztencia megallapitds ellenére nem jonnek Ilétre
reakcioelegyeinkben a specifikus enzim altal generalt termékek, a nativ antibiotikum
molekulak viszont ugyanigy jelen vannak a spektrumokban.

Ennek a tipust ciprofloxacin rezisztencidnak a kimutatdsa és gyorsdiagnosztikus
jelentdsége természetesen fontos, de az egyeldre elterjedtebb ,,hagyomanyos” fluorokinolon
rezisztencidk magasabb ardnya miatt nem lehet szlirdvizsgalat jellegli. A hagyomanyos
mikrobiologiai fluorokinolon rezisztencia kimutatds mellett, vagy mivel elég ritkdn fordul el
kétes vagy bizonytalan eredmény ezeknél a teszteknél ciprofloxacin esetében, inkabb azt
kiegészitve ajanljuk a MALDI-TOF MS vizsgalatot. Az ehhez megfeleld torzsek
kivalogatasaban szerepet jatszhat az is, ha az antibiogram elkészitésekor a ciprofloxacin
mellett levofloxacin és moxifloxacin antibiotikum korongokat is hasznéalunk, ezekre ugyanis a
mar emlitett okok miatt az AAC(6’)-Ib-cr enzimet hordozé ciprofloxacin rezisztens
baktériumok érzékenyek (ez persze csak akkor van igy, ha csak egyféle fluorokinolon
rezisztencia van jelen az adott torzsben).

Mindezek alapjan a ciprofloxacin alapt MALDI-TOF MS tesztet kivalonak és
egyértelmiien értelmezhetonek értékeltiik, gyors diagnosztikai szerepe az igy kimutathato
rezisztenciatipus alacsonyabb eldfordulasa miatt viszont nem olyan nagyon jelent0s.
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21. MALDI-TOF MS vizsgalatok vancomycin rezisztens (VRE) és érzékeny
Enterococcus faecalis torzsekkel

Az Entrococcus-ok az allati (és emberi) floranak hasznos és alapvetden nagy szdmu
tagjai, melyek azonban igen gyakori kérokozok is lehetnek elsdsorban antibiotikumterapia
soran vagy utan kialakulé masodlagos infekcidkban. Ezek az infekcidk az egyszer(ibb hugyuti
fertdzésektdl a sulyos szepszisekig nagyon sokféle korképet jelenthetnek, melyekben tehat az
opportunista patogén Enterococcus-ok agesnként szerepelnek. Sulyos esetekben, példaul
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szepszisben, az elleniik felmeriilo elsédleges €s gyors terapias lehetoség a glikopeptidek
alkalmazasa (vancomycin, teicoplanin). Glikopeptid rezisztens torzsek elészor az USA-ban
jelentek meg az 1980-as években (lasd 10. oldal, 6. abra), ahol azutdn nagyon gyakoriva is
valtak (20-30%), nalunk még csak sporadikusan fordultak eld tobb esetben [88].

A szerzett glikopeptid rezisztenciat hordoz6 Enterococcus térzsek nagyon komoly
veszélyt jelentenek, mert az ellenlik felvonultathatd terapias lehetdségek szama rendkiviil
kicsi is lehet, ezért minél gyorsabb kimutatasuk nagyon fontos laboratoriumi feladat. MALDI-
TOF tomegspektrometria segitségével sikeriilt mar olyan peakeket azonositani vancomycin
rezisztens Enterococcus (VRE) izolatumokban, melyek megbizhato és egyedi markerei ennek
a tipusu rezisztencianak a hordozasaban [109]. Ebben a vizsgélatban tehat nem valamilyen
antibiotikum + baktérium reakcidelegyében taldlhaté marker peakek megjelenését illetve
eltlinését keresslik, hanem magéanak az izolatumnak a ,hagyoményos értelemben vett”
MALDI-TOF MS identifikdcidja soran hasznalt mérési metodust hasznaljuk. Az emlitett
irodalmi hivatkozas E. faecium torzseket vizsgalt, mi vizsgalatainkban vancomycin rezisztens
¢és érzékeny E. faecalis torzsek spektrumait vetettik ald a modszernek és igyekeztiink
aprolékosan utdnakeresni, hogy 1éteznek-e olyan kiilonbségek a két csoport kozott (VRE és
non-VRE Enterococcus faecalis izolatumai kozott), melyek relevans markerek lehetnek a
differencidlasukban. A kisérletek célja itt az, hogy a MALDI-TOF MS identifikacios
vizsgalatra kiildott sejtes mintdkban az identifikécié sordn felvett fehérjeprofil spektrumbol
meg tudjuk esetleg allapitani, hogy vancomycin rezisztens vagy vancomycin érzékeny
izolatummal van-e éppen dolgunk. Ennek szerepe a fentebb leirtak alapjan nyilvanvaldéan
nagyon nagy, mert a gyors €s nagyon preciz MALDI-TOF identifikacioval egyidében lenne
lehetséges interpretalni a glikopeptid rezisztencidt az adott torzsnél, ez pedig alapvetden
megvaltoztathatja a terapiat a klinikum oldalan.

Az izolalt telepb6l megmintazott baktériumsejtek MALDI-TOF MS plate-re valo
fogpiszkalos felvitele és szaradasa utan egyszerli hangyasavas feltardsat alkalmaztunk, a
hangyasav beszaradasa utan kovetkezett a matrix (a-CHCA) felvitele, majd ennek
beszaradasa utan a mérés maga. Az eredményeket tartalmazé ,,raw” fajlokat itt is a MALDI-
BioTyper® flexAnalysis szoftverrel értékeltiik. A kisérlet sordn nem a mar megszokott ,,List
view” analizis modot hasznéltuk a szoftverben, hanem az ,,Overlaid view” nagy felbontasu
madot, itt ugyanis nagy mennyiségii peak egyidejii attekintése sziikséges egy nagyon széles
mérési tartomanyon beliil. Ez a mérési intervallum ~2000 m/z és ~15000 m/z értékek kozott
talalhato és minden, az egyes baktériumfajok beazonositdsdhoz sziikséges koriilbeliil 80-120
kisebb-nagyobb peak [151], valamint ezeken kiviil megtalalhatok benne még az
identifikalashoz nem elégséges, nem sziikséges, de jelenlévo, egyéb fehérje eredetii peakek is.
Es ami itt most szamunkra a legfontosabb: esetleg megtalalhatok ezekben a spektrumokban
azok a marker peakek is, melyek révén vancomycin rezisztencidra kovetkeztethetiink
Enterococcus izolatumaink esetében.
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65. abra
Nyers (bal oldal) és ,,Baseline subtracted” (jobb oldal) spektrumok E. faecalis torzsekrél ,,Overlaid” analizis
modban MALDI-BioTyper® flexAnalysis szoftverben.

A vizsgélatokat természetesen az egyes izoldtumok nagyon megbizhatd
identifikalasaval kellett kezdeniink, hogy biztos egy fajhoz (E. faecalis) tartozd torzseket
vizsgaljunk. Ennek soran az alabbi izolatumok ¢és referenciatorzsek keriiltek felhasznalasra, a
nyilak utan jelzett név a BioTyper altal adott fajnév, a score érték pedig az identifikacio
mindségét hitelesiti:

= ATCC 29212 E. faecalis - E. faecalis (BioTyper score: 2,458)

= (1/4285/2018 E. faecalis > E. faecalis (BioTyper score: 2,498)

= G1/SIné E. faecalis >E. faecalis (BioTyper score: 2,519)

»  G1/6 QC 32/2017 E. faecalis >E. faecalis (BioTyper score: 2,278)

Ezek alapjan a felhasznalt torzsek biztosan E. faecalis térzsek, 6sszehasonlitasuk tehat
spektrumaik alapjan megkezdddhetett. A duplikatumokban elvégzett identifikdlo mérések
spektrumainak kiértékelése soran kapott spektrumok Osszehasonlitasat végeztiik el tehat a
szoftverben, egyelére manudlisan, azaz az overlaid modban végigbongészve az esetleges
eltéréseket és azonossagokat. Az eredmények alapjan ezek az eltérések tobbfélék is voltak:
voltak egyedi eltérések, amelyeknél csak az egyik csoport (VRE vagy non-VRE) képviseltette
magat, és voltak mindkettdnél jelen 1év0 peakek, melyek viszont az egyik csoport mindegyik
tagjaban és mindegyik mérésében jelentdsen kiillonbozd intenzitdssal jelentkeztek a masik
csoporthoz képest. Mindezek alapjan az alabbi eredmények sziilettek [m/z]:

2032 2385 3382 6936
2053 2401 6765 7360
2070 2746 6896
2364 2829 6936

7059 ~8565

17. tablazat
VRE és non-VRE E. faecalis torzsek lehetséges differencialé marker peakjei vizsgalataink szerint (17.Fliggelék).

A 17. tablazatban feltlintetett eredményekbdl lathatd, hogy valdban léteznek olyan
marker peakek, melyek csak az adott csoportra jellemzd egyedi tulajdonsagok, de 1éteznek
olyan markerek is, melyek csak intenzitasi kiilonbséget (intenzitdsukban nagyobbak)
mutatnak a masik csoporttal szemben. Az egyes spektrumokat a 17. Fiiggelék tartalmazza
részletesen, az egyedi VRE peakek koziil a legszemléletesebbek itt, a 66. abran is lathatok:
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66. dbra
VRE (piros) és non-VRE (kék) torzsek overlaid dsszehasonlitasa: egyedi VRE peakek.
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A hivatkozott irodalmi forras [109] eredményei kozott szerepel egy vanA és vanB
elkiilonitését célzd kisérlet is, melyben a 66. dbrankon lathatd régidhoz nagyon kozeli
tartomanyt vizsgaltak és amelyben a kapott spektralis eredmények erds hasonldsagot is
mutatnak a mi spektrumainkkal. Ez természetesen csak szubjektiv észrevétel és messzemend
kovetkeztetések nem vonhatok le beldle, de a spektrumlefutdsok hasonlosaga nyilvanvald
(lasd 67. abra). A peakek szamszerli m/z eredményeinek eltérése (kis mértékii ,,elcstiszasa™)
azzal is magyarazhatdo lehet, hogy a nagyon szélesen vizsgalt spektralis tartomanyok
kalibralasa nem volt tokéletesen egyezd a két esetben.

a.

aze

67. abra

Hasonl6 spektralis tartomanyok (~6500-7000 m/z) hasonl6 spektralis tartalommal.
[109]: (VRE E. faecium) és sajat eredmények (VRE E. faealis) szubjektiv hasonlosaga
egy kritikus VRE-specifikus régioban.

A hivatkozott irodalmi forras [109] eredményei nyilvanvaldéan azért sem egyeznek
szamszerlien a mi eredményeinkkel, mert ott egy masik fajt, az Enterococcus faecium-ot
vizsgaltak, Enterococcus faecalis ilyen iranyt vizsgalatabol VRE és non-VRE differencialo
eredmények még sosem sziilettek. Terveink kozott szerepel természetesen tobb VRE E.
faecalis ugyanilyen vizsgalata is, de egyelére (és szerencsére) még csak nagyon ritkan
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eléforduld baktériumtipusrol van szo6 hazankban. Tobb VRE E. faecalis torzs parhuzamos
vizsgalataval kiszlirhet6k lennének az itt csak véletlenszerlien detektalt klon-specifikus
peakek és a valoban a VRE-kre jellemz6 marker peakek.

A kisérletek soran sikeriilt olyan VRE E. faecalis specifikus marker peakeket
felfedezniink, melyek a vizsgalt non-VRE E. faecalis torzsek egyikében sem volt
detektalhatd. Ezek az egyedi VRE-specifikus marker peakek, melyek megbizhato ¢és
egyértelmii intenzitassal voltak jelen, a: 3382, 6765, 6896, 6936, ~8565 m/z markerek. A
~8565 m/z peak pontos értéke bizonytalan 8561 és 8565 m/z kozott, ugyanis a duplikdtum
egyes tagjai itt egymastol is kis mértéki eltérést mutattak. A tobbi kiemelt peak
elhelyezkedése az m/z skéalan egyértelmiien meghatarozhato volt és egyértelmil intenzitassal
jelentkezett.

Legtobbszor bizonytalanabbul, de non-VRE-kkel szemben egyértelmii intenzitasbeli
folénnyel feltind VRE E. faecalis specifikus peakek voltak a 6936 és 7360 m/z. Ebben a két
esetben lathatdan nagyobb intenzitdssal van jelen az Osszes non-VRE izolatumhoz képest a
VRE torzs, de a peak amazokban is kimutathatd alacsonyabb intenzitdssal. Ezek mellett olyan
peakeket is talaltunk, melyek csak a non-VRE E. faecalis izolatumokra voltak jellemzéek:
2032, 2053, 2070, 2364 m/z. Ezek a peakek tehat a VRE E. faeclis esetében sosem volt
detektalhato.

Vizsgalataink ezen a teriileten még csak kisérletes jelleglick, de az eredmények
igéretesnek tlinnek. A kisérleti mérések kiemelt spektrumai a 17. Fliggelékben lathatdak.

Mindezekbdl a késdbbiekben dsszefoglalva egy olyan szoftveres analizis kivitelezését
tervezziik, mely az egyes peakek jelenlétét vagy hianyat a megfeleld eldjellel pontozza és az
igy Osszealld score-értékkel jellemzi egy adott izolatum VRE-valészintiségét MALDI-TOF
MS spektrum analizis alapjan.

A vancomycin rezisztencia hagyomanyos laboratoriumi kimutatdsa iddigényes
folyamat. Ha nem specifikus vancomycin tartalmu szelektiv taptalajon tenyésztik
parhuzamosan az izoltdumokat (és a legtobb laboratériumban ilyen taptalaj nem elérhetd),
akkor az elfogadott metodus alapjan az izolalas utan 24-48 ora elteltével igazolhato a
glikopeptid rezisztencia vagy csokkent érzékenység. Az els6 24 Ora alatt, amikor a
klinikusnak még csak a kitenyészett fajrél van tudomasa, a first line terapias protokoll szerint
vancomycint kell alkalmaznia. Vancomycin rezisztencia gyanu esetén természetesen azonnal
vancomycin Etest inditasa is sziikséges, aminek eremdénye szintén még plusz 16-24 o6ra
inkubaci6 utan sziilethet csak meg. MALDI-TOF MS moddszerrel, ha igazolast nyer, hogy
ezzel a modszerrel valoban lehetséges volna a VRE — non-VRE differenciélas, akkor mindez
lecsokkenthetd lenne néhany munkaoranyira, melyrdl példaul sulyos fertézések esetén nem
tulzas azt kijelenteni, hogy valoban életmentd lehetne.

22. Altalanos tapasztalatok a kisérletes munkéban
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Kisérletes munkéank soran sok olyan gyakorlati ismeretet is szereztiink, mely részletek

nélkil valoszintileg nem is tudtuk volna megvalodsitani és folyamatos mindségben produkalni
a kisérleteket. Tapasztalataink emellett hasznosak és mindenképpen elényodsek is lehetnek
késébbi munkak soran is hasonld témakban. Ezek a kisebb részletek tapasztalataink szerint
valdjdban nagyban segithetik a munka egyes fazisainak gordiilékenységét és precizitasat,

nagyban befolydsoljak a munka végeredményének mindségét. Kicsi, de fontos részletek,
melyek nélkiil nem allithato 6ssze valoban megfelelden a teljes kép.

A MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalatokat antibiotikum oldatokban végezziik
el. Ezek az antibiotikum oldatok vizes oldatok. Célunk is volt, hogy minél
egyszerlibben kivitelezhetd folyamatokkal dolgozzunk, minél egyszerlibb oldatokat
allitsunk 0ssze, hogy megtudjuk, hogy valdban kivitelezhetdek-e ezek a vizsgélatok az
egyébként csak rutin mikrobiologiai tevékenységet folytatd laboratdoriumokban is,
ezért hasznéltunk vizes oldatokat. Lathatd volt a kisérletes leird folyamatoknal, hogy
tobb antibiotikumnal vizes oldatokban spontdn bomlasi folyamatok is elindulhatnak,
mely folyamatok az id6 eldrehaladtaval nyilvan egyre teljesebbé valnak, azaz ezeknek
a spontan bomlésra hajlamos antibiotikumoknak az oldatai mindségiikben fokozatosan
romlanak. Természetesen mindezt a taroldsi hémérséklet is nagyban befolyasolja,
szobahdn egyik ilyen oldatot sem szabad tarolni, +4°C néhany oraig, -20°C-on
fagyasztva pedig maximum néhany hétig lehetséges a mindség megérzése, ezért
minden esetben torekedni kell a minél frissebb antibiotikum oldatok hasznalatéra.
Tapasztalataink szerint ez a leromlési folyamat jelentdsen csokkenthetd, azaz a tarolési
1d6 ezeknél sokkal jobban megnyujthatd -70°C-os mélyfagyasztott tarolassal. Irodalmi
utalasok szerint [127] -80°C-on egy honapig tarolhatoak ilyen célra az antibiotikum
oldatok. A mi tapasztalataink szerint (csak cefotaxim esetében vannak errdl adataink)
ez 2-3 honap is lehet a mi -70°C-0s tarolonkban.

Ugyantgy, ahogy a hagyomanyos érzékenység vizssgalatokhoz, a MALDI-TOF MS-
sel végzett érz¢kenységvizsgalatokhoz is friss tenyészetek sziikségesek (-70°C-rol
felvett 24 oras tenyészetek vagy izolatumok primokultirabol). A MALDI-TOF MS
identifikacios vizsgalatok mindsége is egyre romlik az egyre iddsebb tenyészetekbdl,
ugyanigy a nem friss baktériumtelepek hasznalata ehhez a miszeres
érzékenységvizsgalathoz szintén rontja a megfeleld eredmények elérésének esélyeit.

A MALDI-TOF MS-sel végzett érzékenységvizsgalatokat nagyon kis reakcid
térfogatokban végezziik el. Altaldban 20 pl térfogatokat hasznaltunk, optimalizalasi
folyamataink alapjan is ezt talaltuk a legmegfelelobbnek. Ezt a 20 pl-t kell
lecentrifugalnunk és a sejtes liledék foliil lepipettazni a teljesen viztiszta feliiluszobol 2
ul-t. Ez a miivelet gyakorlattal nem nehéz, de ugy is el6fordul, hogy a minta ritkan
felkavarodik ¢és akkor centrifugalhatjuk twjra a reakcidelegyet. Ezek miatt,
tapasztalataink szerint a gombolyt alju Eppendorf-csévek alkalmasabbak ezekhez a
kisérletekhez, mert a hegyes-kupos aljuaknal a sejtek a cs6 kaposan kialakitott végébe
centrifugalddnak, e folott talalhatd a feliilisz6, ahonnan a mintat kellene levenniink
ugy, hogy a pipettaheggyel meg sem kozelitjiik a sejtes iiledéket (bar ilyenkor a
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folyadékoszlop magassaga is nagyobb valamivel). Gombolyt alja Eppendorf-csovek
esetén a centrifuga ddlési szoge miatt a sejtekbdl allo tiledék nem a csd legaljan lesz az
iilepités utdn, hanem kissé oldalt att6l, igy a minta kivételénél a csovet kissé
megdontve, sokkal konnyebb tényleg tiszta feliiluszot pipettdzni még ilyen kicsi
térfogati oldatcseppbdl is. Rdadéasul sokkal kevésbé kell Ovatosan pipettdzni a
biztosan viztiszta feliiliszot €s emiatt a munkafolyamat gyorsabb is lesz.

A reakcidelegyek Osszedllitdisa ¢és a reakciok inditasa preciz ¢és koriilményes
munkafolyamat. A bevitt makszemnyi inokulum mennyisége nem ,,gépesithet6”, ez a
folyamat manualisan steril milanyag fogpiszkalok segitségével torténik. A hegyes
fogpiszkalok hasznalata azért elonyds, mert ezekkel le lehet venni a tapralajrél nagyon
kis méretii telepeket is és mert ezekkel tényleg csak azt a telepet tudjuk levenni,
melyet szeretnénk. Mikrobiologiai fém vagy milanyag oltokacsok erre a célra nem
alkalmasak, mert méretiik tal nagy, a telepek levétele nem teljesen preciz, a
sokszorosan égetéssel sterilizalt fém kacsok analitikai tisztasaga pedig erdsen
megkérdodjelezhetd. A fogpiszkalok hasznalata azért elényds, mert az altalunk hasznalt
tipus (lasd Eszkozok és anyagok, 2. Filiggelék) vége hajlitott, mely nagyban segiti a
preciz telepfelvételt a taptalajrol és biztosan nem visziink be a reakcidelegyiinkbe
semennyi taptalajanyagot sem. A fogpiszkald6 milanyag mivolta azért fontos, mert
reakcioelegyeink nagyon kis térfogatuak (20 pl) és fa fogpiszkdlok hasznélata esetén
ebbdl elég sokat felszivnak a fogpiszkalok a minta homogenizaldsakor, ami nyilvan
keriilend6 dolog. Raadasul a fa fogpiszkalok analitikai tisztasdga szintén
megkérddjelezhetd, nem ismert, hogy milyen bevonatok, pacanyagok,
tartositdanyagok talalhatok benniik vagy feliiletiikon. A homogenizalas folyamata jol
megoldhat6 volt a miianyag fogpiszkalok segitségével is, de mindig ligyelni kell arra
is, hogy a szuszpenziot ne kenjiik szét az ehhez képest nagy térfogata Eppendorf-
cs6ben, mert reakcidelegyként egy egységes térfogatot kellene vizsgalnunk.
Vortexelni szintén nem ajanlott ugyanezen okok miatt.

A MALDI-TOF MS plate-re reakcidelegyeink feliiluszoibol 2-2 pl-t visziink fel
spotonként. Megprobaltuk tovabb javitani a mérési hatékonysagot azzal, hogy esetleg
nagyobb mennyiségeket visziink fel a spotokra az egyes mintakbdl, de ilyen esetekben
a beszaradasi i1d6 is novekszik, ami pedig a mi szempontunkbdl kéros, ugyanis
esetiinkben a beszaradas, azaz a viz elvonasa allitja le a biokémiai folyamatokat a
mintakban, az eredmények tekintetében pedig nem tapasztaltunk javulast nagyobb
térfogatok felvitele esetén sem. Azt a valtozatot is teszteltik, hogy egymaés utdn
tobbszor vittiink fel 2-2 pl-t egy spotra (azaz az els6 2 pl gyors beszaradasa utan egy
tjabb 2 pl-t), de ez sem okozott semmilyen iranya valtozast a spektrumok
mindségében.

A felvitt 2 pl-es analitok beszaradasa koriilbeliil 10-15 perc. E révid id6 soran a plate-
eket kikapcsolt sterilfiilke alatt taroltuk, a fiilke légaramat nem hasznaltuk. A 1égaram
hasznalat nem gyorsitotta meg jelentésen a beszaradasi folyamatot (és a manudlis
»legyezgetés” sem), raadasul tobbszor tapasztaltuk, hogy ilyenkor az egyes cseppek
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nem kor alakban szaradnak be, hanem a Iégdramnak megfeleléen eltorzulva
kristalyosodnak ki, ami a miszeres vizsgalatnal jelentésen meg is neheziti a
méréseket, mert az ionizacids 1ézer a spotok kdzepére iranyul és ilyenkor manudlisan
kell a lézer céljat korrigalni. Szintén iigyeltiink arra is, hogy se a sterilfiilke sajat
vilagitasa, sem pedig egyéb fény ne érje tulzottan a szdradd spotokat vagy az
inkubalodo Eppendorf-csoveket. Kozvetlen fénysugarzastol mindig védtiik mintainkat,
de ezt teljes mértékben nem tudtuk kontrollalni.

Az elkészitett, reakcioelegyeink feliiliszoinak beszaritott mintait tartalmazé kész
plate-ek a MALDI-TOF mérésre készen allnak. A MALDI-TOF MS viszont
eléfordulhat, hogy nem all készen azonnal, mert éppen valamilyen mas jellegli
munkafolyamat zajlik rajta. llyenkor a plate-et tapasztalataink szerint ebben az
allapotaban eltarolhatjuk +4°C-on szaraz helyen néhdny oOrdig egészen biztosan (a
plate kiilon erre kialakitott milanyag tarolodobozaban ¢s mindez még egy zarhato
milanyagzacskoban is), amig a tomegspektrométeren befejezik az egyéb
tevékenységeket és kovetkezhet a ,,mi plate-iink” a méréshez. Ugy tapasztaltuk, hogy
ez a rovid ideju tarolas egyaltalan nincs befolyassal a kapott eredményekre. Hosszabb
idejii tarolas sziikségessége esetén -20°C-on lefagyasztjuk a plate-et (szintén zart
dobozban és zart zacskdban), majd mérés eldtt szobahdre engedjiik sterilfiilke
légarama alatt, igy elkeriilhetjiik a parakicsapddast a fémlemezen és ezzel a mintak
egybemosodasat. Eles helyzetben, azaz fontos izolatumok érzékenységvizsgalatakor
természetesen eldzetes értesités és egyeztetés révén a MALDI-TOF MS mérést
azonnal meg tudjuk oldani, kisérletes folyamatokban megengedett csak az esetleges
egy-két oras taroldsa anyagainknak.

A MALDI-TOF MS identifikacios folyamatokndl alapvetden ajanlott mindig
duplikdtumokat alkalmazni, mert a mérések eredményei kisebb-nagyobb szorassal
adjak csak a megfeleld6 eredményeket. Tapasztalataink szerint ezekre a
duplikatumokra ¢les mintak érzékenységvizsgalatinak miiszeres mérésekor is
mindenképpen sziikkség van, de a kisérletes munkdban mindez nem feltétlentil
sziikséges, mert a mérési eredmények nagyon jo hatasfokkal késziilnek, ritkan
tapasztaltunk csak ,,lires” vagy ,tul zavaros” spektrumokat. Ez természetesen annak is
betudhatd, hogy a mérést végzd kollégak kivaloan uralni tudjdk a mérések folyamatos
mindségének fenntartdsat, probléma esetén manudlis plusz mérésekkel azonnal
korrigéljak a miiszeres hibakat.

Az érzékenységvizsgalati modszer sordn nagyon sok olyan apr6 tényezd lehetséges,
mely befolyasolja a spektrumok mindségét. Ezért nagyon fontos az, hogy a tesztekhez
mindig hasznaljuk azokat a kontrollokat, melyek az eredmények mindségének
folyamatos fenntartdsaban segitik a munkankat:
= Fontos a vak ddH20 kontrollok hasznalata, mert ebbdl lathatjuk az esetleges
kontaminans anyagok peakjeinek helyzetét és intenzitdsdt (mely vizbdl
oldatainkat is készitjiik), azaz ezeket a peakeket kell negligalni az értékelés
soran minden esetben. A kontamindns peakek jelenléte sajnos tapasztalataink
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szerint elkeriilhetetlen, de intenzitasuk altalaban alacsony, elhelyezkedésiik
néhany esetben viszont kritikus lehet, ha egybeesnek valamely keresett marker
peakiinkkel. Ilyenkor természetesen Uj olddészert (ddH.O) kell taldlnunk
(minden oldatunkhoz!), mely nem tartalmazza ezeket a kis intenzitasu, de
zavard kontamindnsokat. Ugyanez a szabaly érvényes a matrix oldatokra is.
Minden esetben sziikség van a csak tiszta antibiotikumot tartalmazé negativ
kontroll hasznalatdra, mert ezzel kontrollaljuk, hogy melyek azok a nativ
peakek, melyeket modosittatni szeretnénk izolatumaink enzimeivel. Illetve
fontos annak is a kontrollalasa, hogy még alkalmas-e az antibiotikumunk a
vizsgalatokra (nincs-e benne spontan bomlas, ha alapvetden létezik spontan
bomléasa, akkor az nem talzott mértékii-e, stb.)

Ugyanezen okok miatt sziikséges egy olyan antibiotikum negativ kontroll is,
melyet az ,.¢éles mintadkkal” egyezd korilmények kozott és azonos ideig
inkubdlunk, hogy megfigyelhessiik, hogy vannak-e abiotikusan lejatsz6do
események magdban a tiszta antibiotikumoldatban is enzimtevékenység nélkiil.
Fontos baktérium kontrollok alkalmazésa is, melyekrdl ismerjiik, hogy milyen
reakciot fognak produkalni az adott antibiotikummal. Azaz kell haszndlnunk
egy enzimatikusan negativ kontroll és egy pozitiv kontroll torzset is. Ezekkel
ellendrizhetjiik a reakciokoriilmények, a reakcid, a felhasznalt antibiotikum, a
felhasznalt torzsek, a mérés, a kalibracid és még sok egyéb aprd paramétert,
mely a vizsgalat mindségét végeredményben alapvetden meghatarozza.

Ha egy izolatumot tesztelink valamely enzimaktivitisra, akkor ennek az
izoldtumnak az antibiotikumtdl mentes parhuzamosat is el kell késziteni és azt
ugyanazon paraméterek mellett kell inkubalni, mint a reakcioelegyeket, hogy
megtudjuk, hogy az adott izolatum nem termel-e valami olyan, ebben a
spektralis tartomanyban észlelhetd anyagot, mely zavarhatja az antibiotikum
modositasi reakcidinak értékelhetdségét.

Nem utolsé sorban pedig nagyon fontos az egyes mérések kalibralasa is,
amikor is kiilonb6zd ismert m/z értékkel jelet generalod kalibrator anyagokat
mériink le minden mérés (azaz minden egyes plate) esetén és csak ezutan
kezdhetjiik el lemérni a tesztelt analitokat. Emiatt (eldzetes megallapodas
alapjan) a felhasznalt plate-jeink els6 harom-négy spotjat mindig szabadon kell
hagyni, hogy ezen spotokon a méréseink eldtt a kalibracio elvégezhetd legyen.
Ez azért fontos, mert a preciz kalibraciéo alapvetéen meghatirozza az m/z
tengely mentén elhelyezkedd jelek egyes pontos értékeit, azaz tulajdonképpen
a mért analitjaink mérési eredményeinek allandosagat biztositjuk ezzel.

Ha mindezeket a kontroll vizsgalatokat elvégezziik és megfelelonek talaljuk,
csak akkor nevezhetjiik validnak eredményeinket ezekben a vizsgéalatokban.

A mérések értékelése sordn megfigyelhetjilk, hogy a kiilon méréseken, kiilon
spektrumokon nem mindig pontosan ugyanazzal az m/z értékkel szerepelnek a mar
ismert peakjeink. Ez a nagyon kis mértékli ,.csuszkalas” betudhatd az egyes
kalibraciok kisebb eltéréseinek, de ezen tul nagyon kis eltérések a mérés természetébdl
adodéan mindig el6fordulnak. A mérés eredményeként harom tizedesjegy
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pontossaggal latjuk az egyes peakek értékeit, tapasztalataink szerint kordlbeliil +0,3

m/z, maximum 0,5 m/z eltérés még elfogadhatd ezeknél az értékeléseknél egy peak

tobbszoros mérése soran.

23. A kisérletes munka 0sszefoglalasa és az eredménvyek értékelése

Vizsgalataink gyakorlati kivitelezését egy altalanos protokoll alapjan végeztiik el,
ennek részletesen kidolgozott, munkénkhoz adaptélt és altalunk végzett 1épései a kovetkezok:

© NV AW
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A kisérletben vizsgalni kivant baktériumtorzsek kivalasztasa

A kisérletben vizsgalni kivant antibiotikumok kivalasztasa

A kisérlet elméleti megtervezése/megszervezése

A tesztorganizmusok kioltasa/izolalasa

A vizsgalni kivant antibiotikum torzsoldatok elkészitése

A kisérletsor antibiotikum higitasi sorainak és egyéb oldatainak 6sszeallitasa
A MALDI-TOF MS mérést végzo kollégak értesitése

A MALDI-TOF MS miiszer gépbeallitasainak elvégzése

A tesztorganizmusok ndvekedésének ellendrzése

. Az inkubdcios koriilmények bedllitasa, miliszerek mitkddésének ellendrzése
. Inokulumok bevitele az egyes reakcioelegyekbe

. A vizsgalatsorozat elinditasa

. Az inkubdcios 1dOk lejartakor a reakcioelegyek centrifugélasa
. A sejtmentes feliiliszokbol az analitok felvitele a plate-re

. A felpipettazott mintékat szaradni hagyjuk

. Matrix felvitele és beszaradasa

. Kalibracio

. Analitok MALDI-TOF MS mérése

. A mérési eredmények kiértékelése, jegyzokonyvezése

. Az eredmények mérlegelése €s interpretacidja

23.1. Tapasztalatok és eredménvyek a cefotaximmal végzett méréssorozatokbol
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A cefotaximmal végzett kisérleteink a talan leglatvanyosabb eredményt ad6 tesztjeink.
Gram-negativ  bélbaktériumok (Enterobacteriaceae) esetén a harmadik cefalosporin
generacioba tartozo cefotaxim bontdsara képes enzimeinek detektalasa kivald hatasfoku volt.
Idedlis koriilmények kozott koriilbeliill masfél ora alatt megsziilethet egy ilyen tipusu
eredmény egy primokultiraban kitenyészett baktériumtelepbdl, ha rendelkezésre és készen
allnak anyagok és eszk6zok a vizsgalat lefolytatdsahoz. Sajnos azonban, mivel nem minden
enzim dolgozik ,,egyforma gyorsan”, azaz hasonléan nagy aktivitassal, és mivel a vizsgalat
kezdetén elvileg nem tudjuk, hogy milyen enzimet tartalmaz az adott korokozo, ezért ennél
hosszabb reakci6 ajanlott altalanossagban (120 perc) itt is, hogy a kisebb aktivitasu enzimek
lassabb folyamatai nehogy fals negativ eredményeket adjanak.

Az optimalizalas révén el tudtunk késziteni egy olyan szilard protokollt, mellyel nagy
haté¢konysdggal tudunk szlirdvizsgélatszerlien, nagy mennyiségli baktériumot vizsgélni
cefotaximmal végzett reakciokban. Az optimalizalasi folyamatok egyértelmu értékeléséhez
bevezettiink egy olyan értékelést segitd score-rendszert, mellyel nagyon jo kozelitéssel tudtuk
nyomon kovetni a reakcidelegyeinkben torténd valtozasokat kozvetve, azaz a megjelend
enzimatikus termékek vagy éppen a megmaradd nativ molekuldk mennyiségébdl, relativ
intenzitaskiilonbségeibdl. A score-rendszerben a keresett marker peakeknek nem a szamithato
intenzitasanak vagy AUC értékének eredményeit vettiik figyelembe, mert mindezeket nem
talaltuk elegendden konstans tényezOknek a mérési parhuzamosok alapjan, hanem a peakek
egyértelmiiségét, egész spektrogramhoz vald viszonyat, rutin vizsgalatokban valé konnyl
felismerhet6ségét értékeltiik és rendeltiik hozza egy egyszerli szamsorhoz:

= nincs peak: 0

* nagyon kis intenzitassal, de van peak: 1
= egyeértelmi peak: 2

» kimagaslo intenzitasu peak: 3

Az optimalizaldsi folyamatokat duplikalt mérésekkel végeztik el a mérési
bizonytalansagok kikiiszobolése okan, az igy kapott score értékek emiatt tovabb finomodtak.
Emellett kimutattuk, hogy az aprobb intenzitasvaltozasok az egyébként is alacsony intenzitasu
peakeknél nem feltétlentil fliggnek csak a vizsgalt baktérium barmilyen aktivitasatol, hanem a
miiszeres detektalas mindségében torténd kisebb-nagyobb valtozasoknak is betudhatok, de azt
is tapasztaltuk, hogy bizonyos termékek megjelenése ¢és intenzitdsa nem csak az
optimalizaciotol vagy a koriilményektdl fiigg, hanem magatdl a vizsgalt baktériumban
termel6dé enzim tipusatol is, annak kiillonb6zd mértékii affintitdsatdél a kiilonb6zé nativ
formékhoz (lasd pl 461 Da-os hidrolizistermék cefotaxim esetén). Cefotaxim esetén a spontan
bomlas nagyon kis mértékii volt hosszu idejli inkubacidk esetén is (414 Da-os termék).

Az optimalizalasi folyamat soran megfeleld inkubécids idonek a 120 percet, megfeleld
inkubaciés homeérsékletnek a 36+1°C-ot, optimalis cefotaxim végkoncentracidnak pedig a
0,25 mg/ml értéket allapitottuk meg. Ez utobbi a szakirodalmi ajanlasnal kicsivel alacsonyabb
koncentracio, de tapasztalataink szerint az értékelhetdség e koncentracion egyértelmiibb volt.
A reakcidtérfogat tesztelését a cefotaxim reakcidk optimalizald folyamataiban végeztiik el, és
mivel az eredmények teljesen egyértelmliek voltak, ezt az itt megallapitott 20 pl-es
végtérfogatot fogadtuk el mas reakcioelegyeink standardjaként is.
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A kidolgozott modszerrel 2-3 munkaora utan interpretalni tudjuk egy friss izolatumrol
cefotaxim enzimatikus moédositasi reakcio €s klavuldnsavas inhibicids parhuzamos vizsgalat
segitségével, hogy ESBL-termel6-e vagy sem. Ez az interpretacio koriilbelil 15 egyéb béta-
ezen izolatumok ellen nem hasznalhatok sem az egyszeriibb penicillinszarmazékok, sem a
béta-laktamazgatléval kombinalt aminopenicillinek (pl. Augmentin), sem cefalosporinok, sem
pedig monobactam antibiotikumok (pl. aztreonam). A tesztr6l mindenképpen kijelenthetd,
hogy nagy hatasfoku és valoban gyors diagnosztikai vizsgéalat.

Vizsgalataink soran azt is tapasztaltuk, hogy enzim és enzim kozott kisebb-nagyobb
kiilonbségek fedezhetok fel termékeik alapjan is. A hasonldé mukodésti és talan azonos
enzimcsaladba is tartozo egyes enzimtipusok affinitasa és aktivitasa nyilvanvaloan kiilonb6zo
lehet egyes szubsztratok irdnt, ezért a hidrolizis utan kapott peakmintdzatok is kis mértékii
eltéréseket mutathatnak. Ilyen esetekben az egyes enzimek megkiilonboztetésére ez a
MALDI-TOF MS metodika mar sajnos nem elegendd. A mddszer viszont alkalmas lehet arra,
hogy a kiilonb6z6 peak-mintazatok Gsszehasonlitasa alapjan felvetédjon a gyanu, hogy az
egyes vizsgalt baktériumokban mas €s mas enzim- pl. kiilonboz6é ESBL-tipusok vannak jelen.

El6fordulhatnak olyan ritka esetek, amikor a hagyomanyos korongdiffuzios és egyéb
eredmények (kuleslyuk torzulas, cefoxitin-E, cefepim-R, ceftazidim-R, D68C) nem mutatjak
egyértelmiien vagy egybehangzdan a jellegzetes ESBL fenotipust, ettdl fliggetleniil még
mindig fennallhat annak lehetdsége, hogy ESBL enzimet termel az izolaltum, ilyenkor még
egy un. IRT, azaz inhibitor rezisztens TEM tipusi ESBL enzim is lehet az ellentmondas
megoldasa (Class A 2br). Ebben a ritka, de valdjaban nem kizarhat6 esetben még az
inhibitorokkal kiegészitett MALDI-TOF MS kisérletek sem vezethetnek itt eredményre: a
pozitivitas itt is lathato lesz a cefotaxim béta-laktamaz aktivitdsu enzim altali modositasan, de
az inhibicids vizsgalat nem fogja igazolni az ESBL-enzim jelenlétét.

Olyan eseteket is tapasztaltunk, ahol felmeriilt a gyanu, hogy egyszerre tobb enzimet is
termel az adott baktérium, ilyenkor a MALDI-TOF MS néhany inhibitoros vizsgalata sem
lehet elegendd minden informécid megszerzésére, azaz ilyen esetekben nem biztos, hogy
egyértelmil eredményeket kapunk vizsgalatainkb6l. Ezek miatt azt kell megéllapitanunk, hogy
a modszer teljes biztonsaggal ugy hasznalhat6, ha mellette parhuzamosan a hagyomanyos
metodikak laboratoriumi folyamatait is elinditjuk és mindezeket egyiitt értékelve adunk
végleges eredményt a klinikum felé. A mddszert finomithatja, ha sikeriilne olyan specifikus
inhibitorokat talalnunk, melyek segitségével valoban képesek lehetnénk kiszlirni a tobbszords
enzimtermeld vagy ritkabb enzimeket termeld torzseket is MALDI-TOF MS vizsgalattal.

AmpC-termelés esetén példaul az irodalombol ismert AmpC-inhibitor APBA nem
véltotta be a hozza flizott reményeket, ismerten AmpC-termeld torzseinkrél nem tudtuk
APBA inhibiciés parhuzamos vizsgalattal bizonyitani, hogy a cefotaxim rezisztencidjuk
hatterében AmpC enzim termelése all. Kozvetett bizonyitékokat talaltunk, de egyértelmiien
nem volt eldonthetd ez a kérdés a hasznalt modszerrel.

A cefotaximmal kapcsolatos egyik legalaposabban kidolgozott irodalmi forras [120]
adataival megegyezéen mi sem taldltuk meg méréseink soran azt az enzimatikus
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bomlasterméket, amelynek elméletileg a 456 Da molekulatomegli nativ protonalt [M+H]*
formanak a kozvetlen hidrolizisébdl kellene szarmaznia: 456+18=474 Da. Valoszintsitjiik,
hogy a deacetildlodds még a hidrolizis el6tt lejatszodik és alakul ki a hidrolizalt,
deacetilalodott, protonalt forma (414 Da) [Mhigr-Ac+H]".

E tanulmany arrdl is ir, hogy a 396 Da-os termék teljes eltlinése figyelhetd meg
minden altaluk vizsgalt cefotaxim rezisztens baktérium esetében (vagyis ez alapjan definialjak
a cefotaximra is kiterjedd béta-laktamaz pozitivitast). Ezt mi hatdrozottan cafolni tudjuk: sok
cefotaxim rezisztens torzsnél taldltuk meg ezt a terméket a hidrolizalt termék mellett is,
példaul az ismeretlen béta-laktamazt tartalmazé G1/54 Citrobacter koseri (9. abra, 7.
Fiiggelék), vagy a két ESBL termelé Enterobacter cloacae izolatumunk (G1/46 és G1/57)
(10. abra, 8. Fiiggelék), de példaul a metallo-béta-laktamaz termel6 G1/84 E. coli (szintén 10.
abra, 8. Fliggel€k) is tokéletesen rezisztens cefotaximra (is), ettdl fliggetleniil a mérések sordn
megtalaltuk a hidrolizalt termék és a nativ formak jeleit is a baktérium reakcidelegyébdl. Az
ESBL-pozitivitas definidlasdhoz sem sziikséges feltétel tehat a 396 Da-os termék jelének
teljes eltiinése az ESBL-termel6 Enterobacter cloacae (G1/46, G1/57) izolatumok
kisérleteinek tanulsagai szerint, és ez valdsziniileg egyéb béta-laktamazokra is igaz (G1/84).

A cefotaximra kiterjedd béta-laktamaz pozitivitas definidlasdhoz mi csak megengedd
feltételként hasznaltuk a nativ formak jeleinek eltiinését a mintdkbol, de tapasztalataink
alapjan lehet ez csak intenzitdscsokkenés is. Sziikséges feltételként definialtuk viszont
valamely hidrolizalt termék jelének megjelenését, de ez aldl kivételt képez a 461 Da-0s
termék, ha az csak 6nmagédban mérhetd mas hidrolizistermékek nélkdil.

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a cefotaxim és a klavulansav kiilon és egyiitt
végzett parhuzamos reakcidelegyeivel nagyon jo hatasfokkal detektalhaté ESBL
enzimaktivitds, mely aldl azért taldltunk kivételeket, mert tobbszords és tobbféle enzim
hordozésa, vagy ismeretlen béta-latamaz, vagy IRT ESBL esetén még ez a modszer sem adhat
megbizhatd eredményeket. Az AmpC kimutatast ebben a kisérletsorozatban sikertelennek
nyilvanitottuk. De mivel az ESBL-termeld baktériumok aranya messze meghaladja az inkabb
ritkabbnak szamit6 AmpC-hordozast, ezért nagyon hasznos €s nagyon gyors diagnosztikai
eszkozként tekintiink a cefotaximmal és ESBL-inhibitorral végezheté6 MALDI-TOF MS
MBT-ASTRA tesztekre.

23.2. Tapasztalatok és eredmények a ceftazidimmel végzett méréssorozatokbdl

112



A ceftazidimmel végzett vizsgalatok eredményei altalanossagban kifejezetten
kidbranditoak lettek. Az optimalizadldo folyamatokat elinditottuk, melyekben optimalis
értekekhez kozelitd paraméter értékeket talaltunk is (homérséklet: 36x1°C, inkubdcios ido:
180 perc (hosszabb mint a cefotaximnal!), optimalis ceftazidim antibiotikum koncentracio: 1
mg/ml), de a detektalhatosag végig alapvetd problémékat mutatott a kisérletsorozat folyaman.
A ceftazidim gyors, intenziv és spontan bomldsa miatt a vele vald vizsgalat nem volt
biztonsadgosnak tekinthetd, az enzimatikus aktivitas az abiotikus eseményektdl nem is volt
differencialhato. A detektalhatd jelek altalanos intenzitasa viszonylag alacsony is volt, ami az
értékelést is sok esetben megnehezitette.

Az optimalizal6 érzékenységvizsgalati reakciokbol, és a mar a validitasvizsgalatban is
»elbukott” ceftazidim tesztekbdl végiil nem tudtunk olyan egységes szabalyrendszert alkotni,
mely alapjan egyértelmii definicid lett volna adhaté arra, hogy miként értékelendd az itt
cezftazidim rezisztencidt biztositd béta-laktamdz aktivitas. A nativ peakek eltiinése sosem
valésult meg, a modositott termékek jeleinek megjelenése pedig a spontan abiotikus
eseményektdl nem volt egyértelmiien elkiilonithetd. Sem ESBL-termelés, sem AmpC-
termelés kimutatdsara nem talaltuk alkalmasnak a moddszert, és sajnos alapvetéen még
magéanak a béta-laktamaz aktivitdsnak az igazolasdhoz sem volt elegendd. Az inhibicios
kisérletekben gatld hatast nem sikeriilt megfigyelniink, de indukcio sem tortént.

Tulajdonképpen mar a negativ €s a pozitiv kontrollokként hasznalt térzsek eredményei
sem voltak egymastol megkiilonboztethetdek. A mddszer alapjaiban sem volt megfeleld, rutin
vizsgalatokhoz a ceftazidim gyors, spontdn bomldsa miatt nem biztonsagos, az enzimatikus
aktivitds az abiotikus eseményektdl nem differencidlhatd. A cefotaxim vizsgalata mellé
eredeti terveink szerint kiegészitOnek, sét alternativanak szant antibiotikum, a ceftazidim,
vizsgalataink alapjan nem megfeleld kiindulasi anyag MALDI-TOF MS MBT ASTRA
érzékenységvizsgalatokhoz rutin munkat végzd mikrobiologiai laboratorium szamara.

23.3. Tapasztalatok és eredmények az ampicillinnel végzett méréssorozatokbol
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Az ampicillin szintén rendelkezik olyan, esetiinkben ismét hatranyos tulajdonsaggal,
hogy spontan abiotikus bomlas jatszodik le intakt oldataban is, de itt ennek mértéke nem
olyan nagyon nagy mértékii, mint a ceftazdim esetén. Ennek ellenére az ampicillin
enzimatikus bontasan alapulé6 MALDI-TOF MS vizsgalatok értékelését nagyon
kortltekintéen kell végezni és ezek miatt mar a validalo folyamatokban elddlt, hogy nem
lehet elégséges feltétel a béta-laktamaz pozitivitds kimondasahoz, ha egyik-masik
bomlastermék a reakcidelegyek mérésébdl megjelenik alacsony intenzitassal.

A kisérleti és screeneld mérések alapjan a béta-laktamaz aktivitas definidlasahoz ez
esetben a nativ termékek eltlinésének vagy nagyon jelentdés csOkkenésének detektalasa
sziikséges. Enterobacteriaceae izolatumok esetén azok a torzsek voltak definialhatok
pozitivként, azaz ampicillin bontasara képes béta-laktamaz termeldként, amelyeknél a nativ
peakek koziil egy sem marad meg a reakcidelegy feliiluszojaban vagy csak nagyon kis
intenzitasu jelként marad meg, mig a hidrolizistermékek koziil a 324 és 368 m/z mindig, a
390 m/z ~80%-ban, a 414 m/z pedig ~70%-ban jelen volt, de a legutobbi nem mindig
egyértelmiien detektalhatd intenzitdssal. Negativként pedig azokat definidlhattuk
egyértelmiien, amelyeknél a nativ formdk nagy jelintenzitdssal megmaradtak, de a
bomléstermékek kis intenzitassal a spontan bomlas révén még detektalhatok lehetnek.

A cefotaxim kisérletében latottakhoz hasonldan itt is felfedezhettiik, hogy a kiilonb6z6
enzimek kiillonbozo affinitassal és aktivitassal viseltetnek az egyes nativ szubsztrat molekulak
irant. Erre kozvetett bizonyitékként azt allapithattuk meg, hogy tobb esetben lathatod volt,
hogy ezek a bontédsi peak-mintazatbeli kiilonbségek a kiilonbozd antibiotikum kisérleti
sorozatokon 4tivel6 modon egymashoz az azonos torzseknél mégis hasonléak voltak, vagyis
az egyes enzimek mikodése a kiillonbozd antibiotikumok esetén bizonyos mértéki
hasonldsagokat is mutattak.

Az ampicillinnel végzett vizsgalatok soran sikeriilt olyan modszerhez jutnunk, mellyel
nagyon jO hatasfokkal tudtuk elkiiloniteni a hagyoményos laboratoriumi moédszerekkel csak
elég szubjektiv megitélésic modon megkiilonboztetheté Haemophilus rezisztenciacsoportok
koziil a BLNAR ¢és a BLPACR torzseket. Mindez az ampicillin MALDI-TOF MS bontasi
kisérleteivel tehat kivitelezhetd. A két béta-laktamaz pozitiv Haemophilus csoport, a
BLPACR ¢és a BLPAR egymastol nem voltak biztonsdgosan elkiilonithetdek a modszerrel.
BLPAR ¢és BLPACR csoportok esetén lathatok ugyan kiillonbségek a kapott mérési
spektrumokon, ezek a kiilonbségek azonban csak kis szdmu mintdbol szdrmaznak és nem
voltak elégséges mindséglick a biztos differencidlashoz. A BLPAR torzsekkel végzett
kisérleteink eredményei nem voltak egyértelmiiek, de a BLNAR csoporttol vald
megkiilonboztetésiik ezzel a modszerrel is megoldhatonak latszott. A moddszer tehat nem
teljes, de mivel elsésorban a hagyomanyos tesztek lasstisdga ¢és bizonytalansdga miatt
kerestlink 1) modszereket e témaban is, igy az elért részeredményeket is nagyra értékeltiik.

Két olyan Haemophilus parainfluenzae korokozoé izolatumot is sikeriilt talalnunk
kisérletsorozatunk soran, melyekrél bizonyithaté volt MALDI-TOF MS ampicillin
vizssgalattal, hogy nem abba a csoportba tartoznak, melyekbe eldzetesen a hagyomanyos
tesztek alapjan interpretalva lettek. Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS béta-laktamaz
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aktivitds detektalasi reakcid révén az egyik torzs, mely BLNAR-ként keriilt leirasra,
bizonyitottuk, hogy béta-laktamaz termeld, tehat nem BLNAR, egy BLPAR torzsként leirtrol
pedig, hogy nem rendelkezik béta-laktamaz aktivitassal, vagyis BLNAR torzs. Sajnalatos
modon ezek a torzsek vizsgélataink el6tt joval kordbban lettek interpretalva, igy klinikai
kovetkezményt mar nem vont maga utan, de az mindenképpen pozitivan értékelendd, hogy
ebben a MALDI-TOF MS vizsgalattipusban egy valdban megbizhatd és egyszeri béta-
laktamaz detektald teszt all rendelkezésiinkre eszkoztarunkban. Itt megjegyzendd még
azonban, hogy a vizsgalt rezisztenciacsoportok (BLNAR, BLPAR) hagyomanyos idetifikalasa
is rendkiviil bonyolult folyamat, melyet az eddig leirtakon kiviil olyan, viszonylag ujonnan
felfedezett , komplikaciok™ is tarkitanak, mint példaul az olyan BLNAR torzsek, melyekrdl
mégis kimutathatd, hogy van valamilyen béta-laktamaz aktivitasa [133]. Ez azt jelenti, hogy
az egyes csoportok differencialasi problémai abbdl is adédnak, hogy az egyes csoportok még
mindig nem elég alapossaggal definialt és kategorizalt csoportok valdjaban.

Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalatok a legtobb
esetben egyértelmill és jo értelmezhetd eredményeket adtak. Sikeriilt definiciét alkotnunk a
pozitivitas és a negativitas kimondasara, azaz hogy az adott térzs rendelkezik-e ampicillin
bontasara  alkalmas  enzimaktivitissal vagy sem.  Enterobacteriaceae  esetén
aminopenicillindzok ¢és ESBL enzimek miikodése kivaloan kimutathatdé (de nem
megkiilonboztethetd!). Az AmpC és a karbapenemaz enzimeknek az ampicillin kiilonb6z6
formait hidrolizalo aktivitdsa kissé eltér a leggyakoribb béta-laktamazokétol (penicillinazok,
ESBL-ek), ezért itt nagy precizitassal kell értékelni a nyers adatokat, viszont a modszer
mindent egybevetve egyértelmiien mitkddéképes és eredményes.

Mindezek ellenére Enterobacteriaceae torzsek esetén alapvetéen megkérddjelezheto,
hogy mennyire relevans egy ilyen vizsgalat a klinikai gyakorlatban, hiszen tulajdonképpen a
béta-laktamaz aktivitds igazoldsdn vagy elvetésén til nem ad egyéb informaciot.
Gyakorlatilag egy egyszerli ampicillin rezisztenciat okozd aminopenicillindz és egy ESBL
enzim ugyanolyan peak-mintazatot és ugyanolyan eredményeket ad ampicillinbontasos
MALDI-TOF MS vizsgalatban, sét a klavulansavas inhibicios kisérletben is, €s egy ,,béta-
laktamaz pozitiv”’ eredmény nyilvanvaloan kozel sem elegendd informacio sok esetben. Mivel
elég népes enzimcsaladrol van szo, ezért nagyon nagy jelentdsége van annak, hogy milyen
enzim is végzi valojaban az ampicillin hidorlizisét az adott izoldtumnal, mert ez alapvetd
moddon befolydsolja a megfeleld interpretaciobol szarmazd célzott terdpia lehetdségeit a
klinikus szdmara is.

Haemophilus torzsek BLNAR, BLPAR és BLPACR tulajdonsaganak felderitése
hagyomanyos eljarasokkal is nehézkes, sok esetben nem teljesen objektiv a nitrocefin
hidrolizis kiilonb6zd mértéke, sebessége és egyéb tényezok miatt, igy a keletkezd piros
szinreakcid sem ad mindig egyforma és egyértelmiien azonosithatdé eredményt. Kisérleteink
soran megprobaltuk megkiilonbdztetni € harom nagy rezisztens csoportot egymastél MALDI-
TOF MS MBT-ASTRA moddszerrel is. Eredményként egyelére kijelenthetjiik, hogy a
BLNAR ¢s a BLPACR torzsek legtobbje egyértlemii €s szépen differencialhatoé eredményeket
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adott, a béta-laktamaz termeld torzseket viszont (BLPAR és BLPACR) egymastol egyeldre
nem tudtuk elkiiloniteni inhibiciés vizsgalatokkal sem.

23.4. Tapasztalatok és eredménvek a penicillinnel végzett méréssorozatokbol

A penicillinnel végzett kisérleteket nem tekintjiik sikeresnek. A sikertelenség okéban
egyértelmiien a kovetkezdket latjuk.

A penicillin nagyon konnyen hidrolizal spontan moédon mar szobahdmérsékleten, nem
tekinthetd stabil molekuldnak. Validalo vizsgélataink sordn minden bomlastermék jol
detektalhaté modon jelen volt mar az intakt és +4°C-on térolt, de a nativ és 36°C-on inkubalt
tiszta penicillin oldatokban is. Az értékelésnél nem taldltunk olyan egyértelmii
szabalyszerliséget, mely alapjan a béta-laktaméaz aktivitas definidlhato, vagy egyaltalan
biztosan megallapithatd lett volna. Ugyanigy nem talaltunk definiciét a béta-laktamaz
aktivitds hidnyara sem, mert negativ kontroll tdérzseink eredményei nem voltak
megkiilonboztethetéek a béta-laktamaz termeldkként ismert torzsekétol. Egyetlen
jellegzetességet észleltiink: a 357 m/z értékli peak a béta-laktamaz termeld torzsekkel valod
inkubaci6 utan az esetek 55%-aban teljesen eltlint, 89%-uknal pedig vagy egyaltalan nem volt
meg vagy maximum csak nyomokban volt detektalhato. Ez valosziniileg jo irany lehet az
értékelésben, de a korabbi vizsgalatokban egyértelmiien pozitivnak itélt torzsek koziil tobbnél
is kaptunk ennek gyokeresen ellentmond6 eredményeket is.

A benzilpenicillin alapmolekula spontan bomlasanak elfogadhatatlanul nagy mértéke
és az ebbdl adodod bomlastermékek allandd és nagy intenzitast jelenléte, a vart peakek
atfedése a matrixként hasznalt molekula jelével, az értékelésnél felmeriilé nehézségek és
nyilvanval6 ellentmondéasok, és nem utols6 sorban az antibiotikum ilyen mddon vald
vizsgalatanak alacsony relevancidja miatt azt a dontést hoztuk meg, hogy a benzilpenicillin
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgélatokra nem megfeleld.
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23.5. Tapasztalatok és eredmények imipenemmel és meropenemmel végzett

méréssorozatokbol

Az imipenemmel végzett kisérletek sikeres kivitelezése az egyik legfontosabb célja
volt kezdeti terveinknek. A karbapenem rezisztencia kimutatdsa napjainkban nagyon fontos
laboratoriumi feladat, hagyomanyos metodikdk alapjan egyértelmli detektdlasa nem 1is
lehetséges minden esetben, az Gjabb kromogén Carba-NP tesztek mellett mas modszer nem is
létezik, mellyel nagy hatékonysaggal és gyorsan ki tudnank mutatni ezt a ma még ritka, de
annal fontosabb rezisztenciatipust. A metddus ebben az esetben is az eddigiekhez kovetett vaz
mentén folyik, de itt egyetlen nativ forma és egyetlen hidrolizistermék van jelen az
enzimreakcio eldtt és utan. Kis mértékii spontan bomlés is detektalhatd, de ez nem volt zavaro
mértékii €s az enzimreakcid révén kialakuld peak-mintdzat értékelésénél sem zavaro.

Optimalizalé folyamatainkban megéllapitottuk a legmegfeleldbb paraméter értékeket:
optimalis inkubacids hdmérseklet: 36+1°C, optimalis imipenem koncentracio: 0,5 mg/ml.

Pozitiv esetben, vagyis ha a vizsgalt baktérium rendelkezik imipenem bontasdhoz
megfeleld enzimmel (karbapenemazzal), akkor a nativ [M+H]" antibiotikum forma jele a
reakcioelegy feliilusz6jabol eltlinik, a hidrolizatum megjelenése viszont az irodalmi adatokkal
nem egyezd moddon, egyik esetben sem volt kimutathat6. Negativ esetben a nativ forma jele
valtozas nélkiil kimutathato a reakcidelegybdl. Specifikus inhibitororral a reakcid tokéletesen
gatolhatd volt. APBA ¢és EDTA speicifikus inhibitorok pahuzamos alkalmazasaval
elkiilonithetéek a kiilonb6zd enzimcsalddokba tartozé karbapenemézok. A rendelkezésiinkre
allo karbapenemadz pozitiv térzs APBA enzimmel volt gatolhat6, igy ezek alapjan kijelenthetd
rola, hogy a Class A 2f enzimcsaladba tartozé karbapenemdz enzimek valamelyikét képes
termelni. Az EDTA-val gatolhat6 karbapenemazok a Class B csalad karbapenemazai.
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Az optimalizalt feltételek mellett elvégzett screeneld vizsgalatunkba olyan torzseket
vontunk be, melyek imipenem rezisztenciat vagy csokkent érzékenységet mutattak
hagyomdnyos laboratériumi moddszerekkel. Mivel a torzsek legtobbje a csak imipenem
antibiotikummal val6 inkubalas utani reakcioelegybdl nem adott semmilyen, a hidrolizisre
utaldé peakmintazatot, ezért ezekrdl kijelenthetd, hogy imipenem rezisztenciajukat nem béta-
laktamaz aktivitas alapjan nyerik, hanem valdsziniileg egy Osszességében egyébként is
gyakoribb karbapenem rezisztencia-mechanizmus révén: egy porin fehérje hianya vagy
jelentésen csokkent expresszioja valtja ki rezisztencidjukat vagy csokkent érzékenységiiket
(ennek eredményeként semennyi vagy csak kevesebb antibiotikum jut be a sejtbe).

Mindezek miatt kijelentheté tehat, hogy imipenem rezisztencia hagyomanyos
detektalasa utan, a MALDI-TOF MS imipenem + inhibitor mddszeriinkkel vizsgalt
izolatumokrdl el tudjuk donteni, hogy imipenemet modosité enzim termelése vagy nem
enzimatikus rezisztenciamechanizmus révén mutatjak az imipenem rezisztens fenotipust.

Egy érdekes eset ravilagitott arra, hogy a modszernek vannak korlatai is, de amint
megismertiik ezeket a korlatokat, rogton egy masik felhasznalasi lehetdség fel is meriilt e
tesztiinkkel kapcsolatban.

Egy ismerten AmpC-termel6 izolatumunk ugyanis egyértelmiien teljesitette az
imipenemre vonatkoz6 pozitiv definicionkban foglaltakat. Az optimalizal6 folyamatokhoz
hasznalt karbapenemaz pozitiv torzs eredményeivel azonos eredményeket adott: az imipenem
nativ formajat tokéletesen bontotta, APBA-val torténd inhibicidés parhuzamosban pedig
vilagosan gatolhato volt ez az aktivitas. Ezek alapjan elvileg kijelenthetd lenne, hogy a torzs
karbapenemaz termeld, de itt még mindez nem elégséges bizonyiték arra, hogy ez az enzim
valoban karbapenemdz lenne. Az APBA-val gatolhatd enzimek, melyek képesek
karbapenemeket hidrolizalni a Class A 2f csoport tagjai. Ismert volt torzsiinkrél megbizhato
D68C teszteredmény révén, hogy tulajdonképpen AmpC-termeld, vagyis Class C csoportba
tartozo enzimmel rendelkezik, amelyek viszont szintén gatolhatok APBA-val (vagyis most az
APBA itt nem ,,eléggé” specifikus inhibitor). Tobbféle baktériumnal is ismert az a jelenség,
hogy az AmpC enzim nagyon nagy mennyiségii termelésével, Gin. over-expresszidjaval a torzs
karbapenem rezisztenciat vagy csokkent érzékenységet is tud szerezni. Az over-expresszio
indukcioja pedig valamilyen antibiotikum is lehet, és feltételezéslink szerint, az imipenem
ebben a reakcidban valoban inducerként viselkedhetett.

Nagyon nagy jelentdsége van annak a ténynek, hogy az AmpC enzimek taltermelése
karbapenem rezisztenciat vagy csokkent érzékenységet hozhat létre egyes baktériumokban,
mert az ESBL ¢és az ,egyszeriibb” AmpC termeld izoldtumokndl az elséként felmeriild
lehetséges terapias irany a karbapenemek hasznalata. Vagyis mindenképpen eldontendd
kérdés az, hogy az AmpC-termelés tultermelés-e, mely a tobbi béta-laktam antiobiotikummal
szembeni rezisztencidn kiviil okozhat karbapenemekkel szembeni rezisztenciat is.

A kisérletek alapjan tehat a karbapenemaz aktivitads igazolhaté ugyan APBA
gatloszerek alkalmazasaval MALDI-TOF MS vizsgalatban, de ha az APBA inhibicids
reakcioibol kapunk pozitiv eredményeket, és Osszesen csak ennyi informécio all
rendelkezésiinkre, akkor még ez nem elegendd annak eldontésére, hogy vajon Class A 2f
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karbapenemaz enzim, vagy overexpresszalt Class C AmpC enzim mikodik-e az adott
izoldtumban, mely a karbapenem rezisztenciat eldidézi.

(Itt megjegyzendé, hogy ugyanez a jelenség a Carba-NP-teszttel sem volna
elkiilonithetd az igazi karbapenemaz enzimektdl szarmazo aktivitasoktol, mert ott is ugyanez
az enzimreakcio jatszodna le és ugyanugy pozitivként lenne értékelhetd a kromogén teszt is.)

Ha viszont a vizsgalati modszereket kombinalva hasznaljuk, és tudjuk, hogy
izolatumunk AmpC-termeld (pl D68C teszt), hagyoméanyos korongdiffiizioval imipenemre
csak mérsékelten érzékeny, esetleg még a nem tul megbizhatonak tartott modositott Hodge-
teszttel is kétes, de pozitivnak tind eredményt ad, mindezek mellett pedig MALDI-TOF MS
inhibiciés modszerrel bizonyitjuk, hogy imipenem hidrolizisre képes a torzs, mely APBA-val
gatolhato, akkor az eddigi adatokbol nagyon nagy valoszinliséggel megéllapithatd, hogy az
izolatum AmpC over-expresszald és ellene emiatt semmilyen karbapenemet nem szabad
hasznélni, mert az biztos terapids kudarcot jelentene az igy kezelt betegnél.

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az imipenem enzimatikus hidrolizisén alapuld
MALDI-TF MS moédszer 6nmagaban kivaléan miikodik, specifikus inhibitor parhuzamos
reakciok alkalmazasa azonban mindig kotelezd a csak imipenemet tartalmazé reakcidelegyek
mellett. Akar AmpC over-expresszalo, akar valos karbapenemdz aktivitasti a vizsgalt torzs,
egyik esetben sem indulhat nala karbapenem teripia, de nem szabad abba a tévedésbe esni,
hogy karbapenemazként interpretalunk egy AmpC taltermeld izoldtumot.

A cefotaximmal és APBA-val végzett vizsgdlatok sordn nem sikeriilt igazolni a D68C
teszt révén AmpC-termel6ként ismert G1/86 Enterobacter asburiae torzsiinkrol, hogy
valoban AmpC-enzim termelé volna vagy sem, a bizonyiték érdekes moddon itt, az
imipenemmel folytatott kisérletek soran keriilt eld6. Vagyis a modszeriink nem csak a
klasszikus karbapenemdz enzimek mukodését képes feltarni, hanem AmpC enzimek esetében
a tltermelés tényét is megallapithatjuk vele. Es mint lathattuk, AmpC gyands torzsek
esetében egy ilyen plusz vizsgéalatra még sziikség is lenne, hogy elkeriiljiink egy terapias
kudarcot, ha karbapenemet kap a beteg, de a korokozé AmpC enzime over-expresszalt és ezt
az over-expressziot az imipenem még indukalja is.

Az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati modszer dnmagaban tehat
tokéletesen miikodoképes, de nagy figyelemmel kell lenni az inhibitoros parhuzamosokkal
kapott eredményekre és ezek tiikkrében szabad csak biztosan karbapenemaz enzim termelését
interpretalni az eredmények alapjan.

Emellett, mint lathattuk, az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalat nem
csak az imipenem rezisztencidk kozvetlen kimutatasara lehet alkalmas, hanem eredményeit
mas tesztek eredményeivel kombinalva, végiil egy sokkal szinesebb és részletgazdagabb képet
kaphatunk a vizsgalt baktériumok rejtett tulajdonsagairol.
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Ennél a fejezetnél kell megjegyezniink, hogy az imipenemen kiviil egy masik
karbapenem antibiotikumot, a meropenemet is probaltuk bevonni ezekbe a kisérletekbe.
Szerettliink volna egy alternativ lehetdséget is kiprobalni ennek a nagyon érdekes témanak a
lehetséges tovabbi eszkozeként. Ezek a kisérletek azonban sajnos nem jartak sikerrel,
valdsziniileg maga a vasarolt antibiotikum vagy annak taldn csak a kiszallitasi kortilményei
nem voltak megfeleloek, mert gyakorlatilag semmilyen eredményt nem tudtunk ,kisajtolni” a
meropenemmel végzett vizsgalatokbol. Sem a validitasvizsgalatokban, sem screeneléssel, sem
sehogy mashogy nem sikeriilt valamilyen spektralisan elfogadhatdo ¢és értékelhetd
eredményeket produkalni ezzel az antibiotikummal.

23.6. Tapasztalatok és eredmények a ciprofloxacinnal végzett méréssorozatokbol

A ciprofloxacinnal folytatott kisérletekbe nem sok reménnyel fogtunk bele. Tudtuk,
hogy létezik olyan rezisztenciatipus, melynél egy enzim modositdsokat hajt végre a
ciprofloxacinon ¢és hogy ez elvileg MALDI-TOF MS-sel is kimutathaté volna, de gy
gondoltuk, hogy ez csak egy viszonylag ritka, tdvol-keleti kiilonlegesség, melyet néhany mas
orszagba talan mar be is hurcoltak a jelenség 2003-as felfedezése ota. Tudtunk rola, hogy mar
Magyarorszdgon is izolaltak ilyen koérokozokat, de azt gondoltuk, hogy egy nagy
mintaszammal dolgozo, kdzponti mikrobioldgiai laboratoriumban ez azért el6fordulhat [152].

Ennek ellenére klinikai mintainkbol véletlenszeriien kivalogatott Gram-negativ
baktériumokat gytijtottiink 6ssze, melyek ciprofloxacin rezisztenciat mutattak hagyomanyos
antibiogramon. A torzsek koziil egyet kivalasztottunk, mellyel az optimalizacio folyamatokat
kivantuk elvégezni, &m ez a torzs, mint az eredményekbdl kidertiilt, nem volt alkalmas erre a
feladatra. Emiatt a vizsgalatokat forditva kellett kivitelezniink, elészor a screenelés volt a
fontos, az optimalizalas csak ezutdn kovetkezhetett. A screeneléshez hasznalt vizsgélati
paramétereket szakirodalmi tanulmanyokbol meritettiik [125].

A torzseink kozti screenelés vizsgalatanak eredményei azonban szépen sikeriiltek, két
olyan jarobetegmintdbdl szarmazd E. coli izolatumot is taldltunk, melyeknél egyértelmiien
kimutathatdak voltak a ciprofloxacin enzimatikus modositasanak nyomai MALDI-TOF MS
spektrumokon. Pozitiv esetben egyértelmii és erds intenzitdsu jelekként megjelentek az
acetilalt formakhoz tartoz6 peakek is, a nativ formak eltlinése nem volt észlelhetd egyik
esetben sem. Az egyik izoltaumnal a 370 m/z jelli nativ [M+K]* format csak nagyon gyenge
intenzitasu jelként sikeriilt a mérésben kimutatni, ennek megfelelden az ebbdl keletkezd 412
m/z értékll acetilalt forma [M+Ac+K]" mar nem is volt mérhetd. A masik izoltaumnal
mindharom nativ és mindharom acetilalt forma is tokéletesen kimutathat6 és értékelhetd volt.
A mérési eredmények egyértelmiien és vilagosan mutattdk a két pozitiv mintandl a keresett
AAC(6°)-Ib-cr enzim specifikus transzacetilaz aktivitasat a ciprofloxacin nativ formain. A
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transzacetilacio jelensége nagyon specifikus enzimtevékenység eredménye, azaz nem lehet
valamilyen enzimtevékenységen kiviili egyéb eseményként magyardzni jelenlétiiket.

A ciprofloxacin rezisztencia acetiltranszferaz altal kialakitott tipusanak kimutatasa
vizsgalataink alapjan kivaléan mikodik az alkalmazott MALDI-TOF MS MBT-ASTRA
modszeriinkkel. A vizsgalatba bevalogatott 10 ciprofloxacin rezisztens Enterobacteriaceae
torzs (+1 Pseudomonas) koziil 2 E. coli izolatumot talaltunk, melyek ezt a rezisztenciatipust
hordozzak. Ezen a nem reprezentativ mintan ez az arany ~20%, ami elég magasnak mondhato
annak ismeretében, hogy maga a rezisztenciamechanizmus is még csak 16 évvel ezelott kertilt
eldszor leirasra Délkelet-Azsidban.

Az AAC(6’)-1b-cr acetiltranszferaz pozitivitas definidlasahoz elegendd feltételként
elfogadtuk a specifikus reakcidban létrejovd acetilalodott termékek jelenlétét, emellett
megallapithatjuk, hogy a nativ termékek intenzitdsa a létrejové termékekhez képest nem
szlikséges, hogy csokkenést mutasson ebben az esetben. A negativitas definidldsdhoz
elegendd feltétel, ha a hagyomanyos ciprofloxacin rezisztencia megallapitas ellenére nem
jonnek létre reakcioelegyeinkben a specifikus enzim 4ltal generadlt termékek, a nativ
antibiotikum molekuldk viszont ugyantigy jelen vannak a spektrumokban.

Ennek a tipust ciprofloxacin rezisztencianak a kimutatdsa és gyorsdiagnosztikus
jelentdsége természetesen fontos, de az egyeldre elterjedtebb ,,hagyomanyos” fluorokinolon
rezisztencidk magasabb ardnya miatt nem lehet sziir6vizsgalat jellegli. A hagyomanyos
mikrobiologiai fluorokinolon rezisztencia kimutatas mellett, vagy mivel elég ritkdn fordul el
kétes vagy bizonytalan eredmény ezeknél a teszteknél ciprofloxacin esetében, inkdbb azt
kiegészitve ajanljuk a MALDI-TOF MS vizsgalatot. Az ehhez megfeleld torzsek
kivalogatasaban szerepet jatszhat az is, ha az antibiogram elkészitésekor a ciprofloxacin
mellett levofloxacin €s moxifloxacin antibiotikumkorongokat is hasznalunk, ezekre ugyanis a
korabban mar emlitett okok miatt az AAC(6”)-1b-cr enzimet hordoz6 ciprofloxacin rezisztens
baktériumok érzékenyek (ez persze csak akkor van igy, ha csak egyféle fluorokinolon
rezisztencia van jelen az adott torzsben).

Erdekes megfigyelés volt az is, hogy mindkét, pozitivnak mindsitett torzsiink egyben
ESBL-termeld is volt, ez alahizza azt a tényt, hogy az ESBL-plazmidok sok esetben
hordoznak egyéb rezisztenciagéneket is [146]. A kisérletbe bevalogatott ciprofloxacin
rezisztens torzseink 81%-a egyben ESBL termeld is volt. Statisztikailag nem tal biztos
labakon 4ll6 szdmitasunk alapjan pedig ez az elméletileg Uj rezisztenciatipus a magyarorszagi
jarobeteg allomany izolatumaibdl vett véletlenszerli és nagyon kis elemszam( mint4jaban
kortlbeliil 20%-os aranyt ért el, amit a torténeti adatok ismeretében magasnak gondolunk.

Tesztjeink eredményessége és nagyon jo értelmezhetdsége alapjan egyértelmiien
kimondhatjuk, hogy a ciprofloxacin alapit MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati tesztek
mukodését és hasznalhatosdgat Osszességében kivalora értékelhetjiik. Ennek ellenére a
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modszer gyors diagnosztikai szerepe, az igy kimutathatd rezisztenciatipus alacsonyabb
el6fordulasa miatt sajnos valdszintileg méar nem olyan nagyon jelentds.

Azt feltételezziik, hogy ciprofloxacin rezisztens izolatumok gyors szlirésére viszont,
hogy melyek azok a torzsek, amelyek ezt a tipusu rezisztenciat hordozzak, a médszer nagyon
is kivalonak mindsithetd.

23.7. Tapasztalatok és eredmények vancomycin rezisztens Enterococcus faecalis

torzsekkel végzett mérésekbdl

A szerzett glikopeptid rezisztenciat hordoz6 Enterococcus torzsek gyorsdiagnosztikai
kimutatdsa nagyon fontos laboratoriumi feladat volna. MALDI-TOF tomegspektrometria
segitségével sikeriilt mar olyan peakeket azonositani vancomycin rezisztens Enterococcus
faecium (VRE) izolatumokban, melyek megbizhaté és egyedi markerei ennek a tipusu
rezisztencianak a hordozéasaban [109].

A vizsgalatok elve itt gyokeresen eltér az eddig megszokott antibiotikum + baktérium
reakcioelegyének marker peakek utdni vizsgalodasatol. Ebben a vizsgalatban az
izolatumoknak a ,,hagyomanyos értelemben vett” MALDI-TOF MS identifik4cioja soran
hasznalt mérési metodusat hasznaltuk és igyekeztiink ezekben a rengeteg egyéb fehérje jelét is
tartalmaz6 spektrumokbdl azokat a vancomycin rezisztens E. faecalis torzsekre jellemzo
peakeket megtalalni, melyek egyedi markerei lehetnek ennek a veszélyes rezisztenciatipusnak
a gyors és biztos diagnosztizalasaban.

A hagyomanyos értelemben vett MALDI-TOF MS identifikacios vizsgélatban a 25-
30. oldalakon részletezett modon végeztiik el az egyszerlien €s nagyon gyorsan kivitelezhetd
hangyasavas extrakcios moddszerrel a baktérium azonositasdra (is) alkalmas spektrumok
felvételét. Az eredményeket a MALDI-BioTyper® flexAnalysis szoftver overlaid modjaban
vizsgaltuk parhuzamosan 2000 — 15000 m/z tartomanyban egyelére csak manualis
eszkozokkel.

A kisérlet soran sikeriilt olyan VRE E. faecalis specifikus marker peakeket talalnunk,
melyek a vizsgalt non-VRE E. faecalis torzsek egyikében sem voltak detektalhatok.
Osszefoglalva eredményeinket az alabbi, potencidlisan marker peakeket taldltuk meg E.
faecalis torzseink identifikacios spektrumainak elemzése soran:
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E. faecalis VRE-specifikus peakek: 3382, 6765, 6896, 6936, ~8565 m/z.

E. faecalis VRE-specifikus peakek csak intenztiasbeli folénnyel: 6936, 7360 m/z.

E. faecalis non-VRE specifikus peakek: 2032, 2053, 2070, 2364 m/z.

E. faecalis non-VRE-specifikus peakek csak intenzitasbeli folénnyel: 2385, 2401,
2746, 2829, 7059 m/z.

Vizsgalataink ezen a teriileten még csak kisérletes jelleglick, de az eredmények
igéretesnek tlinnek és az irodalmi eredményekkel is valamelyest hasonlosagot mutatnak, bar
olyan vizsgalatrol, ahol VR E. faecalis torzseket vizsgaltak volna ilyen moddszerrel, nincsen
tudomasunk. Ha kapott eredményeink koziil némelyik peak a nagyobb mintaszam vizsgalata
utan is marker peakként szerepelhet még a VRE- vagy a nonVRE E. faecalis specifikus
listakban, akkor elmondhatjuk, hogy szerencsések vagyunk, hogy eldszor vizsgalhattuk ezt a
problémat és esetleg elorébb segithettiik valamivel a folyamatot a probléma megoldasa felé.
Terveink kozott szerepel egy olyan szoftveres analizis kivitelezése, mely az egyes peakek
jelenlétét vagy hianyat automatikusan keresi a teljes spektrumokban és taldlat vagy hiany
esetén a megfeleld elojellel pontozza és az igy Osszealld score-értékkel jellemzi egy adott
izoldtum VRE-valészintiségét MALDI-TOF MS spektrum analizis alapjan. Szintén terveink
kozott szerepel torzseink mas tipusu extrakcios eljardsoknak vald aldvetése utdn Ujabb
mérések elvégzése is.

A vancomycin rezisztencia hagyomanyos laboratoriumi kimutatdsa iddigényes
folyamat. MALDI-TOF MS modszerrel, ha igazolast nyer, hogy ezzel a modszerrel valoban
lehetséges a VRE — non-VRE differencialas, akkor mindez lecsdkkenthetd lenne néhany
munkadranyira, ami valoszinilileg nagyon nagy jelentéséggel birna.
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23.8. Altalanos protokoll

Az egyes vizsgélati folyamatok kiilonbségeirdl ¢és egyezéseirdl, a konnyebb
attekinthetdség miatt elkészitettiink egy olyan altalanos protokollokat és egyéb informéciokat
tartalmazo tablazatot, mely a legfontosabb elOkésziileti, mérési, értékelési €s interpretalasi
tudnivalokat igyekszik szemléltetni. Ezt kovetd tablazatként pedig az egyes modszerek
hatékonysagat és egyéb tulajdonsagait foglaltuk dssze.

penicillin__ | ampicillin | cefotaxim [ ceftazidim | imipenem [ ciprofloxacin | VRE
k,omr,olltorzsek -70°C
tarolasa
homongenizalando

kiindulési izolatum

24 oras friss baktériumtelep makszemnyi mintaja

sziikséges validalo
kontrollok

vak viz kontroll, nativ antibiotikum kontroll, inkubalt antibiotikum kontroll, negativ kontrolltérzs, pozitiv
kontrolltdrzs, izolatum antibiotikum nélkiil inkubalt kontrollja

kiindulasi antibiotikum

frissen készitett antibiotikum oldat

antibiotikum olddszere ddH0

352&?;2;;22?"‘““1 1 mg/ml 1 mg/ml 0,25 mg/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml -
inhibitor klavulansav 0,05 mg/ml EDTA 50 mg/ml

végkoncentricid APBA 0,3 mg/ml APBA 0,3 mg/ml ) )
optimélis reakcio V 20 pl -
optimalis inkubécios T 36£1°C -
optimalis inkubacios t 180 [ 120° [ 120° [ 180 180 [ 180 -

centrifugalas

13000 rpm, 3’, 25°C

plate-re felvitt minta V

2 pl viztiszta feliiluszo

24 oras telep
makszemnyi
mintaja

analitok szaraddsa

~10°

MALDI-TOF MS
matrix anyag

0o-CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) (m/z: 189 és 379)

matrix oldat térfogat 2 ul
matrix oldat szaradédsa ~10°
MALDI-TOF MS 100-600 m/z 2000-15000 m/z
mérési tartomany
396
350
natiy antibiotikum 335 372 426 468 332
. 357 456 300 354 -

formak [m/z] 388 547

380 304 (2) 478 370

= 500 (%)

309 324

médosult antibiotikum 353 368 310 a1 34
. 414 318 396 -

formak [m/z] 375 390 461 486 412 (3)

397 412 -
antlblPtlkum spontan et + - .t + : :
bomlasa
antibiotikum spontan 309 324 441
bomléstermékei 353 368 414 @) 486 318 () ) )
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375 390
397 412
nativ %, e
itiv eredmé nativ — (), modosult + ) nativ —, nativ +, \r{nr\;rEkZ’rJe(:;LiLf
poattly eredmeny médosult + (Kiv. 461 m/z médosult + médosult + rKer pe
. jelenléte
egyediil)
ti dmé nativ +, nativ +, ) nativ +, nativ +, \QEEKZEG‘Z;LZLE
negatlv eredmeny moédosult + modosult + moédosult + modosult - o P
hianya
egyszeri penii:?;;gl()é_zok ESBL, karbapenemazok
kimutathato penicillindzok, egyéb béta- 8. gen. (Class A 2f, Class | \ (g )-1-cr
. R s . cefalosporin- - B MBL), o
enzimtermelés egyéb béta- laktamazok, béta- AmnC over- transzacetilaz
laktamazok BLPACR/ Ikt ok Pt ovel
BLPAR aktamézo! expresszio
18. tablazat
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalati protokolljaink 6sszehasonlitasa
penicillin ampicillin cefotaxim ceftazidim imipenem ciprofloxacin VRE
karbapenemaz
termelés
kimutatasa, s
negativ esetben AAC(6")-lb-cr
BLNAR vs. ESBL termelés orin alani sziirés VRE torzsek
relevancia - BPLACR/BLPAR . . - por P! ciprofloxacin gyorsdiagnosztikai
- s kimutatasa rezisztencia . . .
differencialas R rezisztens igazolasa
megallapitésa, mintak koziil
AmpC over-
expresszio
kimutatasa
béta-laktamézok AmpC- Class A 2f 4 izolétumok o
" . nem . x N S : : nagy mintaszamu
erds spontan . i termelés, erés spontan karbapenemaz és ciprofloxacin S
i . P differencidlhatok, . P P . « . . optimalizalas
hianyossag bomlas miatt tobbszoros bomlas miatt AmpC tultermeld rezisztencia .. o
" BLPACR . . A~ . v hianya, manualis
értékelhetetlen h enzimtermelés, értékelhetetlen aktivitas nem szlirésére nem AL T4
BLPAR-t6l nem . e . értékelés
. s IRT ESBL differencialhato megfeleld
differencialhato
il retaeios - 2-3 ora 2-3 ora - 2-3 ora 13 6ra 45 6ra
hatékonysag rossz jo kivalé rossz kivalé kivilé kisérleti fazis
dltaldnos X J J X J / Kisérleti fazis
értékelés

19. tablazat
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalati protokolljaink eredményességének altalanos dsszehasonlitasa

Vizsgalataink kisérleteit alapvetden sikeresnek tekinthetjiik. A folyamatok sordn
elsajatitottuk a technikai kivitelezéséhez sziikséges miiszeres, analitikiai és értékelési
modszereket. A legtdobb vizsgalat eredményeként kivald hatasfokkal interpretdlhatdak
kiilonboz6 antibiotikum érzékenységi adatok az adott kdrokozok izolatumaibol. A vizsgalatok
2-3 munkaora alatt elvégezhetok, igy a klinikai oldal a hagyoméanyos modszerek
eredményeihez képest sokkal hamarabb kezdheti meg célzott terapias tevékenységét azokban
az esetekben, ahol mar a MALDI-TOF MS MBT ASTRA eredményei onmagukban is
elegenddek a biztos interpretalashoz.

Nagyon jo hatasfokkal végezhetd és modern, valoban gyorsdiagnosztikai eszkdznek
tekinthetjiik eredményeink ismeretében a MALDI-TOF alapli rezisztenciavizsgélatokat.
Kivalé mindségili értékelésre adnak lehetdséget a cefotaxim, az imipenem ¢és a ciprofloxacin
antibiotikumokkal ¢és ezek esetleges inhibitoros parhuzamos mérései. J6 hatasfokura
értékeltiik ezek mellett az ampicillin antibiotikum méréseiben rejld lehetdségeket. Kizartuk
viszont a tovabbi felhasznalas lehetdségét a penicillin és a ceftazidim esetében. Sok esetben a
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MALDI-TOF érzékenységvizsgalati analizis mar Onmagaban is elegendd informaciot
szolgaltatott egy-egy izoldtum érzékenységi viszonyairol, néhany esetben azonban tovéabbra is
mint a hagyomanyos eszk6zok mellett parhuzamosan végzendd, de nagyon hasznos kiegészitd
¢s sokszor valoban perdontd vizsgalatként hasznalhatjuk a laboratérium eszkoztaraban.
nagyon sok esetben tapasztaltuk, hogy az eredmények értékelése utan joval tobb informaciot
sikeriilt szerezniink a vizsgalt izolatum egyes tulajdonsagair6l, mint amennyire a hasznalt
modszer eredetileg hivatott, a sokkal tobb apro részlet és eredmény egy sokkal komplexebb
kép alakitasat teszi lehetévé a tesztelt korokozd mikroorganizmusok titokzatos
tulajdonsagairol, rezisztenciaviszonyairol.

Eredményeink alapjan a vizsgélatokat mas laboratériumok is nagyon jo hatasfokkal
hasznalhatjak, a munkafolyamatokat, oldatokat ¢és felhasznalt eszk6zok igényét tekintve
igyekeztiink a lehetd legegyszerlibben kivitelezni a teszteket, ez nagyban segitheti a mdodszer
minél gyorsabb minél szélesebb korti elterjedését mas laboratériumokban is, akik ezzel
hozzajarulhatnak ennek a nagyon igéretes modszernek a tovabbi fejlesztésében.

A klinikai mikrobiologia mai fébb irdnyzatai olyan irdnyok fel¢ haladnak, hogy a
legtobb hagyomanyosan hasznalt laboratoriumi modszert gyorsabb és precizebb mddszerekre
igyekszik valtani. Tapasztalataink szerint a MALDI-TOF MS MBT ASTRA vizsgalat ezt sok
esetben teljesiti is, de még nem olyan fejlettségiiek és komplexitasuak az egyes vizsgalatok,
hogy a tradiciondlis eljarasokat egy az egyben lecserélje. Valdszinlileg sokkal inkabb
kiegészitd szerepe lesz egymds mellett ennek a két megkozelitésnek a kdzeljovoben, egymast
segitd, egymds eredményeit megerdsitd vagy cafolo tesztekként jarulnak hozza a végleges és
biztos mikrobioldgiai interpretacio kialakitasahoz. A jovo torekvései nyilvanvaldan a modern
eszk0zok eldretorését és térfoglalasat fogjak tamogatni és valoszinlileg hamarosan el is fog
kovetkezni ezeknek a moddszereknek az a fejlettségi foka, amikor valoban elsddleges
eszkozkeént tekinthetlink rajuk. Munkéank soran e fejlodd technologia szertedgazo €s nagyon
sok iranyba vezeto lehetdségeinek lehettiink tanti, de bizonyos korlatait is megismertiik, amik
azonban természetiikbdl adoddan egynttal Uj lehetoségeknek is teret mutattak. Eredményeink
alapjan a technoldgia nagyon magas mindségli és emellett gyors diagnosztikai eredmények
produkalasara képes, munkank sordn olyan eredményeket értiink el, melyek alapjan
remélhetjiik, hogy valoban hozzajarultunk a modszer még tovabbi fejlédéséhez.
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Roviditések:

AB: antibiotikum
APBA: 3-aminophenyl boronic acid, AmpC-enzim inhibitor
ATCC: American Type Culture Collection, referenciatorzsek hitelesitése, forgalmazasa

AUC: area under curve
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a.u.: aribtrary unit

BLNAR: béta-laktamaz negativ ampicillin rezisztens Haemophilus sp.

BLPACR: béta-laktamaz pozitiv amoxicillin/klavulansav rezisztens Haemophilus sp.
BLPAR: béta-laktamaz pozitiv ampicillin rezisztens Haemophilus sp.

Carba-NP: Carbapenemase Nordmann-Poirel teszt, gyorsdiagnosztikus karbapenemaz teszt
cDNS: complementer DNS, az mRNS-r6l reverz transzkripcidval atirt DNS

CF: cisztikus fibrozis

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute, az USA antibiotikum interpretalasi
szabalyaiért és fejlesztéséért 1étrehozott, aktiv, szakmai, non-profit szervezet

CPE: carbapenemase-producing Enterobacteriaceae

CTX: cefotaxim

Da: Dalton, az atomi tdmegegység mértékegysége (12C izotop tizenketted része)
DNS: dezoxiribonukleinsav

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat, fontos metallo-béta-laktamaz inhibitor

ESBL.: extended spectrum beta-lactamase enzyme

ESBL-NDP: ESBL Nordmann-Dortet-Poirel teszt, gyorsdiagnosztikus ESBL teszt
EtOH: etanol

EUCAST: European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing, az eurdpai orszagok
Osszehangolt antibiotikum interpretalasi szabalyaiért, k6z0s hasznalataért, k6zos fejlesztéseéért
1étrehozott, aktiv, szakmai, non-profit szervezet

E: érzékeny
FDA: Food and Drug Administration, U.S. Department of Health and Human Services
G1: laboratoriumunk térzsgytlijteményében 1€vo izolatumok sorszama el6tt hasznalt jeldlés

HINI1: az influenza A virus egyik altipusa, hemagglutinin 1 ¢€s neuraminidaz 1
antigénszerkezettel

HNCMB: Hungarian National Collection of Medical Bacteria, magyar torzsgytijtemény
IR: inhibitor rezisztens (béta-laktamaz tipust enzim)
IRT: inhibitor rezisztens, TEM tipustit ESBL enzim

Klav.s: klavulansav
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M: mérsékelten érzékeny vagy csokkent érzékenység

MALDI-TOF MS: matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry

MBT-ASTRA: MALDI BioTyper®-Antibiotic Susceptibility Testing Rapid Assay

McF: McFarland, szuszpenziok turbiditasanak mértékegysége
MDR: multi-drug resistant
MIC: minimal inhibition concentration

MLST: multilocus sequence typing, tobb haztartasi gén parhuzamosan torténd
szekvenciaanalizise alapjan végzett tipizalasi modszer

mRNS: messenger RNS, roluk torténik a fehérjék transzlacidja; reverz transzkripcidban pedig
réluk irhatd at cDNS

MRSA: methicillin resistant Staphyococcus aureus

MSBL: mass spectrometric beta-lactamase assay

MSSA: methicillin sensitive Staphyococcus aureus

NDM: New Delhi metallo-beta-lactamase

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz lancreakcio, nukleinsav amplifikacios eljaras
R: rezisztens

RND: resistance-nodulation-division transzporter rendszer, nagy hatékonységti efflux-pumpa
rendszer

RNS: ribonukleinsav

SCCmec: staphylococcal chromosomal cassette mec, mobilis genetikai elem methicillin
reizisztens Staphylococcus-okban

SDS: sodium dodecyl sulphate
spa: Staphylococcus aureus protein A gén, fontos szekvencia tipizalasi folyamatokban
VRE: vancomycin rezisztens Enterococcus

wt: wild type, vad tipus, altalaban negativ kontrollként hasznalt torzs

Koszonetnyilvanitas
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Egy felhasznalt torzs a Szent Laszlo Koérhaz Mikrobioldgiai Laboratériumanak ajandéka volt
(Dr. Nikolova Radka, Dr. Ujhelyi Eszter)

2021.03.31.
1. Fiiggelék

A vizsgalatok soran felhasznalt baktériumtorzsek listaja

-70°C | labor sorszam | egyéb sorszam egyéb sorszam név . “’TZ,S rezisztencia
izolalasa

2| 2228/2017 242/E Enterobacter cloacae vizelet imipenem M

4 | 3024/2015 Escherichia coli vizelet ESBL

5 | 2240/2017 Escherichia coli vizelet imipenem R

6|- QC 2017/32 Enterococcus faecalis - VRE

71992/2017 93/KE Escherichia coli vizelet ESBL, ciprofloxacin R
15 | 3391/2017 Neisseria gonorrhoeae urethra ampicillin R
20 | 4119/2017 Enterobacter cloacae hiively ESBL, ciprofloxacin R
28 | 5150/2017 Escherichia coli vizelet ESBL, ciprofloxacin R
32 | 5216/2017 Haemophilus parainfluenzae | urethra BLPAR, ciprofloxacin R
36 | 42/2018 Escherichia coli vizelet ESBL, ciprofloxacin R
38 | 361/2018 Klebsiella pneumoniae vizelet ESBL, ciprofloxacin R
44 | 509/2018 Pseudomonas monteilii CF kopet | ESBL, ciprofloxacin R
451 70/2018 Pseudomonas aeruginosa paronychia | ESBL
46 | 702/2018 Escherichia coli vizelet ESBL, ciprofloxacin R
49| - ATCC 25922 HNCMB 35035 Escherichia coli ? -
53| - ATCC 27853 HNCMB 170554 | Pseudomonas aeruginosa HC indukalhaté AmpC
54 | 1171/2018 Citrobacter koseri vizelet MDR
56 | 1267/2018 Morganella morganii hiively MDR
57 | 1350/2018 Escherichia coli hiively ESBL, ciprofloxacin R
59 |- QC 2018/3/32 Chryseobacterium gleum - MDR
60 | 1372/2018 Pseudomonas aeruginosa vizelet imipenem R
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62 | 1473/2018 Haemophilus parainfluenzae | ejakulatum | BLNAR
71| 1603/2018 Escherichia coli hiively ESBL, ciprofloxacin R
76 | - ATCC 9334 HNMCB 94534 Haemophilus influenzae liquor -
79 | 2062/2018 Escherichia coli ejakulatum | ESBL, nalidixsav R
84 |- 16616/2018 LK Escherichia coli vizelet karbapenemaz + (NDM?)
85 | 2944/2018 Haemophilus parainfluenzae | urethra BLPAR
86 | 2978/2018 Enterobacter asburiae ejakulatum | AmpC
89 | 3278/2018 AJBT2/FK Haemophilus parainfluenzae | urethra BLPAR
96 | 3506/2018 Escherichia coli vizelet ESBL
101 | 3863/2018 Haemophilus parainfluenzae | hiively BLPACR, ciprofloxacin R
106 | 4032/2018 Haemophilus parainfluenzae | urethra BLPAR
109 | 4256/2018 Escherichia coli vizelet ciprofloxacin R
110 | - QC 2018/92 Klebsiella penumoniae - ESBL, kinolon E
118 | 4565/2018 Escherichia coli glans ampicillin R
125 | 6195/2018 Klebsiella pneumoniae vizelet ESBL
- | 6231/2018 Enterococcus faecalis vizelet norfloxacin R
126 | 6232/2018 Escherichia coli vizelet ampicillin R, ciprofl. R
3424/2015 amp 02 Escherichia coli ampicillin B
311/2015 amp 03 Escherichia coli ampicillin R
3246/2015 6171/FK amp 05 Klebsiella pneumoniae MDR
3255/2015 amp 06 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
3238/2015 amp 07 Haemophilus parainfluenzae BLNAR
3154/2015 amp 08 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
3064/2015 amp 09 Haemophilus parainfluenzae BLERPACR(1?} > BLNAR
3270/2015 6175/FK amp 11 Haemophilus parainfluenzae MDR, nem BLPACR
246/2015 amp 12 Haemophilus parainfluenzae ampicillin B
3256/2015 amp 13 Haemophilus parainfluenzae BLNAR
2828/2015 amp 14 Escherichia coli ampicillin R
- QC 2015/51/11 amp 15 Stenotrophomonas maltophilia | - ESBL
3246/2015 6171/FK amp 16 Escherichia coli ampicillin R
3235/2015 amp 17 Haemophilus parainfluenzae BLPACR
3300/2015 amp 18 Klebsiella oxytoca ampicillin intrinsic R
3265/2015 6185/FK amp 19 Citrobacter braakii ampicillin R
3412/2015 amp 20 Escherichia coli MDR
T/505/E amp 21 Escherichia coli ampicillin B
4013/2015 amp 24 Escherichia coli ESBL

2. Fiiggelék

A vizsgalatok soran felhasznalt eszk6zok és anyagok listaja

ESZKOZOK

-70°C-os mélyfagyasztod

Thermo Scientific, Forma 902 -86C ULT Freezer

torzsgyiijtemény tarolasa

-20°C-os fagyasztd

Zanussi Lehel

nativ antibiotikumok tarolasa

+4°C-os hiitészekrény

Indesit, SI6IWUK.1 Fridge - White - A+

nativ antibiotikumok tarolasa

analitikai mérleg

Radwag PS 210/C/2

antibiotikumok oldatainak elkészitése

pipettak

CAPP, Ecopipette, C10-1, C200-1, C1000-1
Thermo Scientific, Finnpipette, 100-1000

antibiotikumok oldatainak elkészitése, reakcidelegyek

Osszallitasa, MALDI-TOF plate-en valé munkak

mikrobiologiai fém oltékacsok

Biolab

torzsek kioltasa

+36+1°C-0s termosztat

Forma Scientific, SC 3194 waterjacket incubator

torzsek tenyésztése, reakciok inkubélasa

+25°C-o0s inkubator

GCA Precision Scientific, Gravity Convection
Incubator, Model 2 31400

reakciok inkubalasa

valtoztathatd hémérsékletli szaraz
héblokkok

Biosan, TDB-120
Biosan, CH-100

reakciok inkubalasa

vortex

Janke&Kunkel IKA-WERK, Vibrofix vfl

antibiotikumok oldatainak elkészitése

centrifugak

Biosan, Microspin 12
Centurion Scientific K3 Series, model K2015R

reakcioelegyekbdl baktériumsejtek lecentrifugalasa

steril laminaris box

Nuaire AireGard NU-126-400E, series 4

baktérium torzsek kioltasa, reakcidelegyek
Osszemérése, baktérium szsuzpenziok elkészitése,
MALDI-TOF plate-en val6 munkafolyamatok

MALDI-TOF tomegspektrométer

Bruker Daltonics

mérések

MALDI-BioTyper® szoftvert
kezeld CPU

mérések értékelése

MALDI-BioTyper® szoftver

Bruker Daltonics

mérések értékelése

MALDI flexAnalysis szoftver

Bruker Daltonics

mérések értékelése
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mikrobiolégiai laboratorium

MikroMikoMed Kft

torzsek tenyésztése, kisérletek kivitelezése, veszélyes
hulladék kezelése

ALTALANOS ANYAGOK

CryoBank

Biolab, Mikrobank Mixed PL.170/M

torzsek tarolasa -70°C-on

taptalajok (véres, csokoladé, M-H)

Bak-Teszt

torzsek kioltasa mérések eldtt 24 oraval

Eppendorf-csovek (gémbolyii alji)

CAPP, Expell Plus, 2 ml, 5102000C

antibiotikum oldatok, reakcioelegyek dsszeallitasa

Eppendorf-csé tartok

Biolab

antibiotikum oldatok, reakcioelegyek osszeallitasa

milanyag fogpiszkalok

Tichijian™ Toothpicks

reakcioelegyek Osszeallitdsa

pipettahegyek (0,5-10, 20-200,
100-1000 pl)

CAPP, Expell Plus, 5030060C, 5030090C
Sorensen, One-Touch barrier tips, 10380

antibiotikum oldatok, reakcidelegyek dsszeallitasa,
matrix bemérések

laboratoriumi vizsgalo kesztyiik

MAXTER, finger textures powder-free nitril
gloves

minden kisérletes tevékenység

desztillalt viz (RNaz mentes, PCR
tisztasagl)

antibiotikum oldatok, reakcidelegyek Osszeallitasa

hagyomanyos antibiogramok és ellen6rzo vizsgalatok

antibiotikum korongok BIO-RAD elvéozése

ANTIBIOTIKUMOK

penicillin sodium salt >=98% N Sigma-Aldrich é%g%%?;; ((307155? ()F;ﬁg%éfa) drajdnlat:
ampicil Sigma-Aldrch S634 100V (12690 L2774t it
cefotaxime sodium Sigma-Aldrich 5273 41929e133G7E)9(728igg;+§Z(;A)afa) drajdnlat
ceftazidime Sigma-Aldrich ':26"(?5817755155(’523(1)8(1;?5; ;A’éfa) drajdnlat
mipenem Sigma-Aldrch PHRLTOG 200MG (55 400 FLr2To%i) st
meropenem trihydrate Sigma-Aldrich 2A2%5571‘;-11707I\g ?282128..81(;(.)11;;27%:’1fa) drajénlat:
ST IO | g e e ol T
]((pl)z‘t];l;girtlf;vclavulanate) Sigma-Aldrich, VETRANAL 2%2391603072425?3?)300?;27%3&) frajinat
APBA 900988-1G (18.112,5 Ft+27%éafa) arajanlat:

(3-amynopheny! boronic acid)

Sigma-Aldrich

8205032028 (2018.08.08.)

3. Fiiggelék

Id6fliggés vizsgalata G1/4 E. coli és cefotaxim optimalizald vizsgalataban (53. oldal, 37, abra).
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Intens .+
[a.u]
1000+
300
600
400

2004

G1_4 ESBL CTX 20p_HCCA_100-640 0:DE MS Raw

370.332

414379
j 456.425

Pt

1000+

2004

600+

400+

200+

G1_4 ESBL CTX 60p_HCCA_100-640 0:C7 MS Raw

370.321

i

414.350 F
JLW-\A-«A

12504

10004

7504

5004

250

G1_4 ESBL CTX 90p_HCCA_100-540 0:C8 MS Raw
370.314

414317

456.402
2aAe

396.294

426.409
it Lol

=

e Sl el

"
Intens.
[a.u]

800+
6004
4004

200+

G1_4 ESBL CTX 120p_HCCA_100-640 0:D8 M3 Raw

370.340

414.319

L

s e o b e ey

1200+
1000+
800+
600+
400+
2004

G1_4 ESBL CTX 180p_HCCA_100-640 0:C10 MS Raw

370.2586

414.209

456.417

-

I atna)

800+

6004

4004

2004

G1_4 ESBL CTX 240p_HCCA_100-640 0:D11 MS Raw

370.258

a

360 3 440 ' 460 " 480 ' 500 ' miz

4,

Fiiggelék
Homérsékleti fiiggés G1/4 E. coli és cefotaxim optimalizald vizsgalataban (54. oldal, 38. abra).
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Intens.

G1_4 ESBL CTX 4C_HCCAD:D12 MS Raw

[a.ull 370.124 461.082
800 )
414.150
6001 ' :
396.120 426,126 i 478.256
4001 i '
G1_4 ESBL CTX 25C_HCCAD:E1 M3 Raw
2000
15001 3?0;055
1000 414.028 456.041
=il 426.069 i 478.010
500 ' : -

G1_4 ESBL CTX 30C_HCCADEZ MS Raw

1500
370178 456211
1000 414170
396.134 '
: 426.208 478.195 —
500 - - 50014
] G1_4 ESBL CTX 36C_HCCAD:F3 MS Raw
15007
370.200
1250 -
1000 414.215

G1_4 ESBL CTX 40C_HCCAO:F4 MS Raw

1750
1500
1250
1000
370.204
750 - 414.283
ik 461.175
500 - —
2504 T g T g T g T T g T g T g T g T
360 380 400 420 440 460 480 500 miz
5. Fiiggelék

G1/4 E. coli és valtozd cefotaxim koncentraciok optimalizalé vizsgalatban (55. oldal, 39. abra).
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Intens. ]
[a.u]

1500

1250
1000 370283
750
500

2504

414287

G1_4ESBLCTX0,125_HCCAQ:F5 MS Raw

461.263

1200+

1000+
370.287

800+ i
600

4004

414270

G1_4ESBL CTX0,25_HCCADES MS Raw

461.280

G1_4ESBL CTX05_HCCADE7 M3 Raw

20004

1500 370.307

10001 414 322
5004 ¥

Int[znus]._ G1_4 ESBL CTX1,0_HCCAOF8 M3 Raw

700
600
coo] 370290
200 41440 461.170

8004
7004

600

370187

414.252

456,

229

G1_4 ESBL CTX 2,0_HCCAQ:F9 M3 Raw

478.280

500.362

G1_4 ESBLCTX 4,0_HCCAD:E10 MS Raw

400
350 456120
300]
250
360 T © 400 420 440 460 480 ) ' miz

6. Fiiggelék

G1/4 E. coli valtozo reakcidtérfogatok optimalizalo vizsgalataban (56. oldal, 40. abra).
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'”t[:”usi_ G1_4 ESBL CTX 10uI_HCCA 0:E11 MS Raw
1250
370.222
1000 -
414210
750 -
500 = -
2R0
I G1_4 ESBL CTX 20ul_HCCA0:F12 1S Raw
1000
370.155
800 i
414144
600 - 461143
426.037 '
400 :
456.229 G1_4 ESBL CTX 50ul_HCCA0:G1 M3 Raw
500 456,
370.195
4504 ' 414.098
400 '
350
1
300
[TETRd G1_4 ESBL CTX 100ul_HCCAXH2 MS Raw
faul 456.221
1500 i
1250
10001
750 370.162 414251 426191 478.061
- 296170 — : 500.101
EUU-W I !
2500
1200 G1_4 ESBL CTX 200ul_HCCA 0:G3 WS Raw
1000
8001 456.325
5001
400 396.223 426,507 478.233
»o0 370.321 206223 414350 420507 478333 500.492
W‘«mﬁ-") 1 !\""\vw'- M p—
] G1_4 ESBL CTX 400ul_HCCA 0:G4 WS Raw
456,401
3000 —
2000
478.375
10001 370.299 M 414,427 ﬁg& ' 500.351
T 360 D T 400 T a0 T 440 © 460 " 480 " 500 ' miz

7. Fiiggelék
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Vizsgalatok cefotaximmal ismert és ismeretlen rezisztenciamechanizmust izolatumokkal (62. oldal, 9. tablazat).
(A spektrumok automatikus elnevezésében (aprobetiis feliratok a spektrumok jobb felsé sarkaban) tévedés
tortént a mérésre kiildott fajl hibas Osszeallitdsa miatt, ezért némelyik szdm mellett helytelen informaciok
szerepelnek. Nagy piros betiikkel lathatok a korrigalt informaciok.)

"‘1’“] Cefotatin HCCADE1 MS Raw '"'[:"5‘ Cefotaxin_HCCAQE1 MS Raw
au " =
a0y CTX 456,089 4000{ CTX 456069
3000 3000 m
2000- 2000
1000 L 306071 feUtl e 500075 it 390071 26088 J\l\ B 500075
. hnn - . H " L% A ol A A I
B G1_49 negK~CTX_HCCADE2 NS Raw ilre 61/7E. coli (ESBL) prEr—p———
- H . coll
G1/49 E. coli, ATCC 25922 456199
T 1000 3roant
2000- H
- ‘ o iEE
) e 428102 “\ 4107 500364 250
o R, LL, . AN B A
G1_49 negkeCTX+INH1_HCCA D3 MS Raw i G1_7AmpC_CTX_INHI1_HCCAD.GT S
2000 5277
i 1500
B ] 1000 298,002
1000
= - i ise 500 stnser sanom o0
AN " 8 S 413983 428002 !
. - n
G1_49 NgK+CTX+INH2_HCCA O €4 MS Raw G1_7AmpC_CTH_INHIZ_HCCAO GE S
o 1500
2000 1000
369.971
1000 295231 426274 50, H 413973
H -t Arsan 500312 ﬁk\‘d i
g e i = R e S N
"'}’:"j] Gl /28 E Ii [ESBL G1_28negK_CTX_HCCADF2 MS Raw '“'l;";‘ 61_54x_CTX_HCCADEI0 NS
free . colj ( ) G1/54 Citrohacter koseri (MDR)
2500
. 460961
1500, ‘
a0 - w500 i
A 500 I 3978 425985 AT941
e e \ i I N ™ H
G1_2Bnegk_CTX_INHIT_HCCADF3 M5 Raw G1_54xy_CTINHI1_HCCAOET S
4000- 2000
o 258138 1500 49033
2 I 1000 |
306.117 08
1000; 370,061 =1 14143 428732 478,050 500. ﬂm 413964 425902 477988
6000 G1_2BnegK_CTX_INHIZ_HCCA 0 E4 MS Raw G1_5dwy_CTE_INHIZ_HCCADE12 WS
5000: 4000
oe! 3000
3000:
2000
e 370119
: 414115 = 20 425948 g3
1000: T 413894 "= AT
| = i . H
=h G1_20inaAmpC_CTX_HCCADEB MSRaw| N K ” 'G1_45ESBL_CTX_HCCAOH10 S Raw
1l G1/20 E. cloacae (ESBL) 3500, G1/453F7’Usﬂesudomona aerugjngsa (ESBL + 1?)
1 o
2000
20001
1500 414258
1000, A - 1000
= . e - . \'\l\ . 481038
. —— S o
G1_20indAmpC_CTX_INHI1_HCCADET MS Raw G1_45ESBL_CTX_INHIT_HCCAO:G11 MS Raw
4000
3000
3000:
13992
2000 413992
s 2 I ‘
1000 360,080 \
ﬂ 413988 426002 1000 380.089 |
10,041 = T o 500207 ol ; “1 '
a : P S A s L - ot e
G1_20indAmpC_CTX_INHI2_HCCAD'EB MS Raw G1_45ESBL_CTX_INHIZ_HCCAOH12 MS Raw
8000 l 2000
L \ 2000- 413820
4000 i
ampss ()
2000 H 414056 1000, 30024
I ‘ : \
R Y | S U S . S . d i b A
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8. Fiiggelék

Kiilonboz6 torzsek cefotaxim rezisztencia vizsgalata enziminhibitorok mellett (64. oldal, 10. tablazat).

"':;“:i Wz-CTH_4C_HCCADAS MS 'ﬂ'[:':] VZ-CTX_4C_HCCAQAS NS
w0 CTX =0 CTX
4000 4000
3000 3000
2000
96078 426080 478034 e 208078 426.008 arson
Bl : == : s000m P == = ; 500011
Ll A - H
Inl‘[:ﬂ:l 61/36 E Oli (ESBL) G1_36 ESBL + CTX_HCCADDZ MS Raw IMI-:n:] 6157 ESBL-CTX_HCCALFE NS Raw
e . =0 G1/57 E. cloacae (ESBL)
370180
2000 ; 2000
1500- 1500
414140 370227 156267
1000: == = 436267
1090 ; 414258 '
5001 00 298211 T amm 47828
e . ! A T N T
2000 G136 ESBL-CTX+NH1_HOCAD.03 MG Raw
461104 2500
H 456,285
1500, 2000 |
1000- 396 150 =t |
[ 1000
=L 414182 226217 396194
S50 AR 500 Y p 428244 ,"" 478314
I — - ) . - i
- G138 ESBL-CTx+ilNH2_HCCAD.C4 MS Raw SBL+CTXINHE_HOCA DEB NS Raw
1250, 2000
1000: 1500 ﬂ,ﬂ
750: 30231 1000
500 i Eal¥ily
—_ 461123
= MJ L 7 == Jl.\m 500 370.242 306,164 44213 4p6242 445274 aza2ma
e B R N Y S 1 : : T =4
\n:s::] J—— G1_38 ESBLyCTX_HCCAQ.CE MS Raw ‘mi:":i . 1.1#§1_101 BLPACR+CTX_HCCADE10MS Raw
1000 T G1/101 H. parainfluenzae (BLPACR) ‘
| G1/38 K. pneumoniae (ESBL) 2000
1500-
e 414184
400 H 1000
200 t L‘ 151214 - \ 396185 426211 i aT8223
" L) P, I S PO 1\ i e o } L\.{
G1_38 ESBL-CTX+INH1_HCCAQ'CT MS Raw X
0 2 _H = 0] BLPACRICTIHA_HCCADF 11 MS Raw
2500 \ 2500
2000 2000 1
1500 1500
|
1000 \ 1000 ‘
- g s | = | 25150 ] e
. N "N . S I fa /N ‘
G136 ESBL-CTH-INH2_HCCAQ.CE MS Raw G1_101 BLPACRe CTsINH2_HCCADE1Z HS Raw
1000 3000- 071
800
2000
600
1
400 - 1000
- 51238 I 295 140 426135 478194
_ oAb - r R
‘":’i":] G1_46 ESBL+CTX_HCCAT-D10 NS Raw "‘;"u‘l e G1_BANDM_CTX_HCCAOH2 M8
H 460914
we| G1/86 E/cloacae (ESBL) o] G1/84 E. coli (NDM)
370241 - seopar | 308 908
2000 | ‘ 1500 i 413.930
| 1 1000 H
1000 \ | 396,279 426268 78302 — 425009 s77 a7
) ™ ) . . : - T
G1_45 ESBL-CTX+INH1_HCCAOCTI NS Raw [ 000 G1_B4NDM_CTX_INHIT_HCCAOH3 S
& 460914
2500; P
1500
Y 395917
1000 1500: T
| 1000: smwoar | 1 413915
500 1 H
PR I - J' \ | [ mem mem
. * A AP . S N S o v A
G1_48 ESBL-CTH+INH2_HCCATC12 MS Raw G1_BANDM_CTX_INHIZ_HOCADH4 WS
2500 1000 460879
2000 800
. 600 370032 205 108 414028
1000 370441 e
. = LY 200 426070 478008
2 I et T LY, v it g e
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9. Fiiggelék

Ceftazidim optimalizalé kisérletek spektrogramjai G1/4 ESBL E. coli térzzsel (71. oldal, 48. abra).

L et P
G1_AESBL Gz 29 12 WS R

468,084

aanost .
B H
! MWM_WJMVMMMWMW#W,JﬁW
) & & ) & & e ES W

0

Intens.
P 14 ESBL CAZ 01T S R i G1_4 ESEL CAZ0.125 007 NS Raw
| 3000
3000
2000
2000;
- s w753 P
NV S /
G1_4 ESBL CAZ 120 0.C12 MS Raw . 01,4 ESAL CAZ 0.25 0 DB MS Raw
4000 ‘ -
3000
3000 |
200 2000 |
o aszmy \
1000] || 441281 488137 547202
o G1_4ESEL CAZ 160 101 MS Raw RE S S —— SR -
G1_4ESBL CAZ 0,5 008 MS Raw
2000 3000
1500 2800
1000 200
wan 800 oo
500 H

486,082

In\;:n:l G1_4ESBLCAZ 10 001D MS Raw
a000] |
458014
1500 :
|
1000

441983

B J\W"-wu.wu,d

L 486184
Mo

G1_4ESBL CAZ 2,0 0011 MS Raw.

467014

547.012

SENS SRI RSSO N

G1_4ESAL CAZ 40 0D12MS Raw
467,687

546,957

e N

4

441808
S DL SR N L
360 0 20 440 460

4680 500 520 540 miz

fau) 'G1_4 ESEL CAZ 26C D03 MS Ram
=
2000
—

G1_4 ESBL CAZ 30C 004 NS Raw

547307

G1_4 ESBL CAZ 36 0.05 S Raw

3000:
2000

453001
1000- 455 001

ai7as T P s1108
G1_4 ESBL CAZ 42C 0.06 MS Raw
5000
aco] |
486132
450 420 480 560

""!;’:.’] G1_4ESBLINH 0.025 DE1 MS Raw
2000
2000 268,037
i 547.185
1000 B
SN NV T O RN NI SOV L
2000 G1_4 ESBL INH 0.05 0 E2 MS Raw
2500
2000
1500: 453084
1w00{ || “ 547 149
=L PN SO S SR S O SO SR S
G1_4ESBLINH 0.1 0E3 M5 Raw
800

= G1_4 ESBLINH 0.25 D E4 MS Raw
fau] 1
2000
2000
1000 547072
G1_4ESBLINH 1.0 0€5 M3 Raw
1500

1000,

300 v G1_4 ESBLINH 4.0 0°ES MS Raw
200 “ | T "U‘\- | i

o oo pngt it B ot
" 380 400 420 440 460 480 500 520
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10. Fiiggelék

Ceftazidim screen kiilonb6z6 baktériumtorzsekkel (+inhibicids pdrhuzamos mérések) (73. oldal, 11. tablazat).

Intens
[au.

] | CAZ(0,25 mg/mi)

| T 1
"J\, S N | N U W S

| LA S | NURSUSI U S

CAZ 4C_manual 0AS WS Raw

441339 £#8.116
J] == T s m
[T S S ¥ S | : o

G1_49ATCC25922 E coli UH12 NS Raw

G1/49 E. coli ATCC 25922

UV H U SN SN SRR L

G1/101 H. parainfluenzae BLPACR

G1_101BLPACR H para 0H3 MS Raw

a4

441088

G1_126AMP R E coli CHT1 WS Raw
G1/126E. coli-AMP R
13
S PR i o SO S

G1_7 ESBLE ooli 0.E7 WS Raw

| G1/7E. coli - ESBL

48151
44123 - 10

485138

G1_7 ESBLE coli + INH1 0.E8 WS Raw

\ G1/7E. coli - ESBL (+klav)

G1_28 ESBL MDR E ooli ET1 MS Raw

‘ G1/28 E. coli - ESBL, MDR
G1/28E. coli - ESBL, MDR (+klav)
|
‘ 546.982
| 61/36E. coli- ESBL 7

G1_36 ESBLE coli + INH1 0F2MS Raw

| G1/36E. coli - ESBL (+klav)

nkens,
[au]

| | G1/38 K. pneumoniae - ESBL
ﬂxliJ/’Jk E!g

2000

1500

1000

500

ntens.
laul

800

600

400

200

800

600

400

1000 ©1_44CAZR Pseudo mOGH MS Raw

o ‘ G1/44P. aeruginosa - CAZR

2000

1000 IK 4405932 r s sous
I N SO ¥ N . R

’"E"l;i C1_44 CAZ R Psaudo m + INH1 G2 MS Raw

«| | G1/44 P, aeruginosa- CAZ R (+klav)

1000

- M ST g 546055

(S 1 S | N e

G1_110 ESBLK pneumo 0:G5 WS Raw

G1/110 K. pneumoniae - ESBL

A7 @;@ 486017 547405
_— o e -
G1_110ESBLK pneumo + INH1 0:GE MS Raw
| G1/110 K. pneumoniae - ESBL (+klav)
| 468047

w1 s

ol et ettt il i 10380 ettt i im0t P

G1_125 ESBL K pneumo 0-G7 MS Raw

G1/125 K. pneumoniae - ESBL
L N -

G1_125ESBL K pneumo + INH1 0:G8 MS Raw

G1/125 K. pneumoniae - ESBL (+klav)

453046

s h —v—s‘ﬁ‘ﬂr
e

G1_33ESBL K pneu 0:F3 MS Raw

G1_33ESBL K pneu + INH1 DF4 MS Raw

G1/38 K. pneumoniae - ESBL (+klav)
ot \‘- et ﬂfﬂ
G1/45 P. aeruginosa - ESBL _ |
o MWWWWM‘WMWL ‘nT WAL M MTW

G1_45ESBL Pseudo ae + INH1 0F6 MS Raw

G1/45 P. aeruginosa - ESBL (+klav)

458156

10. Fiiggelék (folytatas)
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Ceftazidim screen kiilonb6z6 baktériumtdrzsekkel (+inhibicios parhuzamos mérések) (73. oldal, 11. tablazat).

= | G1/46 E. coli - ESBL
mnc: . y s s

G1_45 ESBL E coli 0.F7 MS Raw

- \ G1/46 E. coli - ESBL (+klav)

) T
R USSR ST NS S S R SR S

258032

61_46 ESBLE ool + INH1 DF3 MS Raw

547214

G1_57 ESBL E coll 0FI WS Raw

8000
1| G1/57E. coli- ESBL
000
2000 1) 1218 . 547209
M DR S ]
'“[;"j] G157 ESBLE coli+ INH1 0F10 1S Raw
o | G1/57 E. coli - ESBL (+klav)
1500
1000y 7T
420997 H 47088
5001 |k — A 0
. -~ \V‘M"M\k"hh-_—www:”u‘mﬁw-w ~N’JW‘W"\_AW‘MJW'\VN_
6171 ESBL E o0ll OF 11 S Raw
1500 :
=) | G1/71E. coli-ESBL
1000
750 56005
20 ka-\WvWVJMWw . M)

G1/71E. coli - ESBL (+klav)

am

Mmoo s rmmatited e d st o) o sttt ettt Mot

437805
!

G1_71 ESBLE coli + INH1 0F 12 MS Raw

545985

Intens
[2ul]
1250-
1000;
750:

500: '\

G1/79E. coli - ESBL

4113

467884
i

1 \ i
0 M g b e e ] O R W VO A SO

G1_79 ESBL E 00li 1.1 M5 Raw

546970

G1/79 E. coli - ESBL (+klav)

©1_79 ESELE coll « INH1 0:G2 MS Raw

3000-
2000
oL wn BB s AR
SV S S :
G1_96 ESBL E coli 0:G3 MS Raw
5000
.
| | G1/96 E. coli - ESBL
3000
2000
1000: pe 547134
""[:‘f‘ — GLHEESBLEm\HINm;;H;;;
! | G1/96 E. coli - ESBL (+klav)
000
2000
1000 EEAE) 547.097
o S .
G1_20 ESBL Ent doacag 0'E9 MS Raw
4000-
| G1/20E. cloacae - ESBL
3000
2000-
1000 BT gmon 54
5 =TT,
3000
G1/20E. cloacae - ESBL (+klav)
2000-
|
bl e s
LN T S .
M w0 4 o 60 480 s =0 s om

2000 G1_5% indemsC Pseuto 04T MS Raw
=1 | G1/53 P. aeruginosa - AmpC
1500
1000 ) fti
; i s
EUD‘”’ . T
G1_53indAmpC Pseudo + INHZ 0:H8 MS Raw
' | G1/53 P. aeruginosa - AmpC (+APBA)
200
1500
1000: #1138
500 e 5413
O SR S, ¥ SO S NS S
"‘[:‘:I G1_BEAMQC CAZ 0.25 085 MS Raw
| | G1/86 E. asburiae - AmpC
3000-
2000-
1000: da12e5 @:@ 486,125 A
ol ST S . o ;
000 G1_B5AOC I 025 1B 12 HS Raw
=i | G1/86 E. ashuriae - AmpC (+APBA)
4000
3000-
- H 62 458,002
1000- H — w

I,

U S VPR W0 SUUPP S L  SP -

2000

1500

1000-

500-

ntens:
[zul]

3000

2000

1000

4000
wd | G1/54 C. koseri - MDR
2000
1000 /J e = B4aten
) ‘w—wmﬁ«ﬁ*\*ﬂw N W

1000

61_59 HDR Chryseo 0:G9 MS Raw

G1/59 C. gleum - MDR
48205 49800 546 062
L N - A .
G1_59 MDR Chryseo + INH1 0:G10 MS Raw

G1/59 C. gleum - MDR (+klav)

468008 agsggs

G1_54CAZR Ciro 0H1 WS Raw

I G1_54 CAZR Cilro + INH1 0'H2 WS Raw
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11. Fiiggelék

Ampicillin inkubacids id6k (balra) és antibiotikum koncentraciok (jobbra) optimalizalasa (77-78. oldal).
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12. Fiiggelék

Ampicillin enzimatikus bontasi kisérletek (78. oldal, 12. tablazat)
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13.

Fiiggel¢k

Ampicillin enzimatikus bontasi kisérletek inhibcios parhuzamosokkal. (82. oldal, 13. tablazat)
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14. Fiiggelék
Penicillin enzimatikus bontasanak vizsgalata MALDI-TOF MS mérésekkel (86. oldal, 14. tablazat)
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15. Fiiggelék
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Karbapenemaz aktivitds screen kiillonbdz6 baktériumtdérzseken (imipenem antibiotikumos és imipenem
antibiotikum + inhibitoros parhuzamos reakcidelegyek eredményei). (90. oldal, 15. tablazat)
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16. Fiiggelék
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Ciprofloxacin rezisztens ¢és negativ kontroll torzsek screenelése ciprofloxacint modositd acetiltranszferaz
enzimaktivitasra (97. oldal, 16. tablazat).
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17. Figgel¢k
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VRE és non-VRE E. faecalis torzsek lehetséges differencialo marker peakjei vizsgalataink szerint (101. oldal,
17. tablazat).
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