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Hankiss Janos irta a belgyégyaszati diagnosztikarél:

~Amikor olyannyira blszkék vagyunk diagnosztikus teljesitményeinkre (ma ez
az orvosi tevékenység magasra helyezett balvanyal!), ne felejtsitk el, hogy
mindez nem tébb, mintha a tlzolté megallna a langolé épllet elétt és megal-
lapitana, hogy az ég"”.

Ha ezt a gondolatot kiterjesztjuk a mikrobiolégiai diagnosztikara, akkor azt
mondhatjuk: A mikrobiolégiai diaghosztika az, ami azt is megmutatja, mitél
gyulladt ki az az éplulet, hogyan lehet eloltani és hogyan akadalyozhatjuk
meg, hogy futotlizzé valva mas éplileteket is elemésszen.
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Bares Isvind, fGszerkesztd, Integrld nfekciSkontrol
Mikrobiologiai diagnosztika,
a fertozésekkel szembeni
kiizdelem alfaja és 0megaja

Osszefoglal6

Az orvosi mikrobiolégia diagnosztikus teriilete
ban, a célzott gydégyitas megalapozasaban és
a terjedés nyomon kovetesében tolt be kulcs-
szerepet. Ezeken keresztiil a hatékony és kolt-
séghatékony gydgyitas, a betegbiztonsag nove-
1ése és a prevencid szolgalata harul erre a szak-
tertiletre.

Kulcsszavak: klinikai mikrobiolégia, diagnosz-
tika, kdzvetlen és kozvetett kimutatas, antibio-
tikum érzékenység, gyorsdiagnosztika.

The Alpha and Omega to combat infections
is diagnostic microbiology. The diagnostic
area of medical microbiology has a fundamental
role to reveal the aetiology of infectious disea-
ses, to establish targeted treatment and to fol-
low up the spread of infections. Effective as well
as cost-effective cure, reinforcement of patient
safety and supporting prevention is expected
from this specialty of medicine through the
above activities.

Keywords: clinical microbiology, diagnostics,
direct and indirect detection, antibiotic suscep-
tibility, rapid diagnostics.

Az orvosi mikrobioldgia szorosan vett targya az
embert megbetegiteni képes, vagy egészségét
valamilyen moédon érint§ mikroorganizmusok
vizsgalata. Ebbdl a szempontbdl elvalaszthatat-
lan az allatorvosi mikrobiologiatél (a zoondzi-
sok, az embernek allati kozvetit6kon keresztiil
fert6zést okozo speciesek miatt), valamint a
kérnyezeti (talaj-, viz-, levegs-, élelmiszer-)
mikrobioldgiatol és mindentdl, ami human fer-
t6zés forrasa lehet, vagy a kérokozdk idéleges

rezervoarjaként szamitasba johet. Gondoljunk
az élelmiszer- és ivoviz-fertézésekre, a levegd
utjan terjedd fertézésekre, az asztmat kivaltd
gombaspoérakra vagy akar a széklettel (is) tirt-
16 koérokozok indikatorszerepére szennyvizbdl
végzett kKimutatasuk révén.

Hol van szerepe a mikrobioldgianak?

A fert6zésekkel szembeni tevékenységek koziil
a leginkdbb magatdl értet6d6 a diagnosztika
kiszolgalasa. Az orvosi diagnosztika a beteg-
ség megallapitasdnak tomor kifejezése. Ebben
ugyanugy szerepe van a képalkoto eljarasoknak,
mint a laboratériumi paraméterek vizsgalata-
nak és a kérokozok kozvetlen kimutatasanak,
vagy rajuk utalé kozvetett bizonyitékok keresé-
sének. A mikrobiolégiai diagnosztikat nem lehet
pétolni, kivaltani méas diagnosztikai eljarasokkal
(képalkotd vagy klinikai kémiai laboratériumi
leletekkel), sem a beteg fizikalis vizsgalataval.
Nem elegendd eljutni a gondolatig, hogy a beteg
alighanem fert6zésben szenved; amig nem is-
merjik a fert6zés okozdjat (eredetét, gydgy-
szer-érzékenységét, virulenciajat, egyedi jel-
lemz4it), addig nincs esélyilink hatékony gyogyi-
tasara, a jarvanyos terjedés megel&zésére, va-
lamint epidemiolégiai/népegészségiligyi kovet-
keztetések és progndzisok levonasara [1, 2].

Klinikai mikrobioldgia

A klinikai mikrobiol6gian a fertéz6 betegségek
diagnosztizalasahoz nyujtott (mikrobioldgiai)
laboratériumi hozzajarulast értjiik. A klasszikus
orvosdiagnosztikai laboratérium egyszerd ké-
miai és fizikai paraméterek mennyiségi, vala-
mint a vér sejtes elemeinek mennyiségi és mi-
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ndségi kimutatdsat, valtozdsaikat és a normal
tartomanytdl detektalt eltérésiiket vizsgalja, ma
mar jobbara automatizalt moédszerekkel. Az
eltérések csak utalhatnak fert6zés vagy az azzal
Osszefliggd gyulladas megjelenésére [3]. Fonto-
sak a gyégyitdé orvos szamara, és fontos hozza-
adott értéket képviselnek a nozokomialitas ki-
szlirésében. De sem a szepszis diagnozisahoz,
sem az antiinfektiv kezelés inditasahoz nem ele-
genddek, csak az elsd és leghamarabb megszii-
letd elemek a diagnosztikus sorban.

A klinikai mikrobioldgia egy zajlé fert6zés iga-
zolasa, alatdmasztasa a feltételezett fert6zéshez
tarsithatd kérokozd vagy kdrokozdk kimutata-
saval. Tébb széba johetd infekcioforma koziil a
kimutatott kérokozok alapjan a legvaldsziniibb
megerdsitése, az etioldgia, a lehetséges fert6z6
forrasok/helyszinek 6sszevetésével pontositja a
diagnozist. A vizsgalat a mintavételezéssel kez-
dédik. A mikrobiolégiai minta a fert6zés goca-
bol kontaminaciétol mentesen nyert vizsgalati
anyag, ami feldolgozasra alkalmas (életképes)
formaban tartalmazza az adott pillanatban ott
jelen 1évé mikroorganizmusokat, és a szallitas
soran sem a mennyiségiik (csiraszamuk), sem
kimutathatésaguk (életképességiik) nem valto-
zik a feldolgozas megkezdéséig [4]. Ehhez a
fert6zés jellegéhez, az anatomiai teriilethez,
annak szokasos normal baktériumflorajanak és
a feltételezett kérokozé(k) fajtdinak megfeleld,
valamint a feldolgoz6 laboratérium tavolsaga-
hoz, elérhet&ségéhez és egyilittmiikddési lehetd-
ségéhez illeszkedd mintavételi eljarast és szalli-
tasi eszkozt, mddszert kell valasztani.

Természetesen mindez a mikrobiolégia tdbb,
nem vagy nem kozvetleniil orvosi vonatkozasu
agaban hasonl6 folyamatokat kovet. A kdrnye-
zeti mintdkat meghatarozott mélységbdl vagy
magassagbol gytjtik be szabvanyokban rogzi-
tett eljarasokkal és ugyanigy feldolgozasuk,
értékelésiik a klinikai mikrobiolégiahoz nagyon

hasonlé eszkozokkel, taptalajokon, milyen
szemléletet kdvetve zajlik. A cél az, hogy a kiva-
natos vagy az attdl eltéré mikrobiolégiai dko-
szisztémat, annak Osszetételét felmérjék, az
abban megjelent, az 6koszisztémara, vagy on-
nan a taplalékon, ivévizen keresztiil, de akar
kozvetlen kontaktussal az emberi szervezettel
taldlkozva betegség kialakulasdhoz vezethet-
nek. A minta, a vizsgalati anyag nemcsak emberi
valadék, hanem viz-, talaj-, levegéminta, élelmi-
szer, kozmetikum, gyégyszer... A cél mindig a
mikroorganizmusok (sziikség szerint mennyi-
ségi) kimutatasa, koziliik a vizsgalat iranyabdl
szignifikdnsak meghatarozasa, jellemzése, mas
mintakbdl szarmazdé izolatumokkal torténd
Osszehasonlitdsa, és ha sziikséges, elpusztita-
sukra, mentesitéstikre vonatkozé informaciok
adasa. Mindezt minél gyorsabban, de a pontos-
sag feltétlen szem el6tt tartasaval, és olyan
moédszerekkel kell végezni, amelyek mas labora-
tériumokéival dsszevethetd eredményt biztosi-
tanak.

A mikrobioldgiai diagnosztika

A mikrobiolégiai diagnosztika lehet kdzvetlen
és kozvetett. A kozvetlen kimutatds a mikro-
organizmus megfigyelését jelenti a vizsgalati
anyagban (pl. mikroszképpal), illetve a minta
makroszképos megszemlélése, lathatd jellem-
z6inek leirasa, amik jellemz8 koéros elvaltozast
mutatnak (véres, nyakos, megvaltozott szin,
szag stb.).

A leggyakoribb, és mas modszerrel ki nem valt-
hatd alapmoédszer a tenyésztés. Ez a mikroorga-
nizmus mesterséges megsokszorozdsdt jelenti
a valds életviszonyait optimalisan megkdzelitd
mesterséges rendszerben (tapanyag-0sszetétel,
h&mérséklet, atmoszféra, tenyésztési idg) azért,
hogy mennyisége elérje az érzékelhetd nagysa-
got, és tovabbi vizsgalatok (biokémiai tesztek,
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szeroldgia, antibiotikumérzékenység, virulen-
ciaprobak stb.) végzését tegye lehetévé. A bak-
tériumok tapanyagigénye kiilonb6z8, ezért tobb
fajta taptalajt (tenyésztési mddszert) kell par-
huzamosan valasztani, és ezek attdl fliggenek,
milyen kérokozék megjelenésére kell szamitani.

A kozvetett kimutatds az adott mikroorganiz-
musra jellemzd8, abban mindig, masikakban vi-
szont soha eld nem fordulé molekulak (antigé-
nek, enzimek, DNS- vagy RNS-szakaszok), illetve
az ellentikben termel&doétt specifikus antitestek
(mennyiségi) kimutatasat jelenti. Ha ezeket
sikertil azonositani, az azt jelenti, hogy az elmult
id6szakban a keresett mikroorganizmus is jelen
(volt) a szervezetben.

A val6s eredmény feltételei

Tobb feltételnek kell teljesiilnie ahhoz, hogy a
mikrobioldgiai vizsgalat eredménye valos le-
gyen, és ezek tobbsége nem a feldolgoz6 labora-
tériumon mulik (Tablazat).

Tdbldzat. A jo mikrobiolégiai eredmény
feltételei [4]

+ Megfelel6 mintavétel

— afert6zott (a normalistol eltérd)
helyre hatolé mintavétel

— kontaminacidoval szemben védett
eljaras

+ Késedelem nélkiili feldolgozas

— haladéktalan tovabbitas a feldolgozoé
laboratériumba

+ Megfelel6 anyagfeldolgozas

— informaciok kozlése a korismérol

= A vizsgalati anyagot onnan kell nyerni, ahol
a zajlo fertdzés gbca feltételezhetd, ahonnan
a legnagyobb szamban szamithatunk a kor-
okozé jelenlétére. Id6pontjat ugy kell megva-
lasztani, hogy a mintaban varhatdan a legna-
gyobb szamban legyen jelen.

* A mintavételi eljarasnak biztositania Kkell,
hogy kontaminaciémentesen érjiik el a gécot,
és onnan szintén kontaminaciot elkeriilve
emeljiik ki a mintat. Igy az tartalmazni fogja
a mintavétel helyén eléfordulé mikroorga-
nizmusokat, és nem dusul a kdzbeesé tertile-
teket benépesitd baktériumokkal.

* A mintavevd eszkodzt és a minta tarolasara
szolgalé edényt/kozeget ugy kell megvalasz-
tani, hogy megérizze a kdrokozok életképes-
ségét és biztositsa csiraszdmuk allanddsagat
a feldolgozasig. A szokasos vattatampon felii-
lete 6riasi, emiatt rajta a minta atlevegézik,
kiszarad, az oxigénre érzékeny baktériumok
elpusztulnak. Az idealis transzportkdzegben
tapanyagok nincsenek, a baktériumok oszto-
dasa nem indul meg, de az elektrolitos kor-
nyezet pusztulasukat késlelteti.

* A mintat tovabbitasig olyan médon kell ta-
rolni, hogy a feltételezett kdérokozd ne sza-
porodjon, ne pusztuljon. Ehhez ismerni kell
a zajlé infekciot: a tarolas moédjat, hémér-
sékletét a feltételezett kérokozo szerint kell
megvalasztani.

A mintavétel szabalyairdl, a valés eredmény
megszliletésének érdekében betartandé el&ira-
sokrdl a fertozesekrol.hu weboldal Szakmai in-
formdcios anyagok rovata segit tajékozédni [5].
Az anyagfeldolgozas médjanak megvalasztasa-
ban nem a minta tipusa (pl. vizelet) a dontg,
hanem hogy milyen fert6zést feltételeznek (pl.
vesemedence-gyulladas vagy hugyhdlyaggyul-
ladas), mivel ezek feldolgozasa jelentésen k-
l6nbézhet. Ezért a BNO kéd, féleg a felvételi
diagnoézis BNO kédja semmi értékelhet§ tdm-
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pontot nem nyujt ebben, teljesen félrevezetd, ir-
relevans mikrobiolégiai eredményekhez vezet.

Izolalhato baktériumok

A bakteriolégiai tenyésztés sordn az alkalma-
zott eljaras érzékenységének és specificitasa-
nak megfelel§ mikroorganizmusok izolalhatdk.
A negativ tenyésztési eredmény oka vagy az,
hogy a mintdban nem volt mikroorganizmus,
vagy az, hogy a vizsgalatkérd altal adott infor-
macié szerint kivalasztott feldolgozasi proto-
koll (taptalaj, aerob/anaerob 1égkér, tenyésztési
id6) mellett azok nem mutattak érzékelhetd
novekedést.

A pozitiv eredmény nem egyenértékil barmilyen
mikroorganizmus detektaldsaval. Tudjuk, hogy
az emberi testet baktériumokbdl és Kkisebb
szamban gombakbdl dsszetev8dd normal fléra
népesiti be, a kiils§ és belsd testfeliileteken, il-
letve a bélcsatornaban €16 mikroorganizmusok
szama tizszer-szazszor haladja meg testi sejtje-
ink szamat. Egy mikrobiol6gus nem tiinteti fel
a leleten az adott testtajon normadl flérat alkoto
baktériumokat, kivéve, ha azok aranya jelen-
tésen eltoloédott az egészséges Osszetételtdl, de
akkor is a ,normal fléra mellett”, vagy ,normal
fléra helyett” megjegyzéssel. Klinikai szemléletti
mikrobiolégiai laboratériumok &ltalaban nem
kozlik az adott esetben kontamindnsként vagy
kolonizalé baktériumként mindsithet§ speci-
eseket. Ezért kell minden fontos informaciot
feltiintetni a vizsgalatkéré lapon, hogy a ritka és
atipusos fert6zések korokozdi se vesszenek el,
illetve a fertézést adott mintatipusban csak rit-
ka kérképek esetén kivalté baktériumok is meg-
felel6en legyenek értékelve (pl. Haemophilus
parainfluenzae nem mindsiil fels6léguti koér-
okozénak, kivéve az epiglottitiszt). Amennyiben
a beteg alland6 katétert vagy kaniilt visel, az ez-
zel Osszefliggésben megjelend koagulaz-negativ

staphylococcusokat vérb&l nem mindsithetik
kontaminansnak, azok a katéterezéssel Ossze-
fliggd (véraram)fertdzések leggyakoribb kor-
okozdi; katéter hidnyaban klinikai relevanciajuk
valészintisége kisebb. Ezért sem lehet a tenyész-
tések eredményére mechanikusan tekinteni,
a ,pozitiv’ eredmények o&hatatlanul dipozitiv
eredményeket /s tartalmaznak. Ez is indokolja
a konzultdlé mikrobioldgia gyakorlatanak szé-
les korli meghonositasat (ami helyileg tavoli
mikrobioldgiai centrumokra tamaszkodva kivi-
telezhetetlen, és ezért nem is gazdasagos), va-
lamint ismételten felhivja a figyelmet annak a
megallapitdsnak az igazsagara, hogy nem lehet
térben, sem idében elvdlasztani a beteget és
a diagnosztikdt.

Molekularis bioldgiai lehetdségek

A gyorsdiagnosztika célja, hogy mihamarabb,
legkés6bb néhany oran beliil valaszt adjon, je-
len van-e a keresett, kiemelt veszélyességi kate-
gbridba tartoz6é mikroorganizmus a vizsgalati
anyagban. Ez csak molekularis biolégiai méd-
szerekkel lehetséges: a célpont mikroorganiz-
mus specifikus nukleinsav-szekvenciainak vagy
felszini komponenseinek kimutatasaval.

A baktérium- és ritkdbban gombaizolatumok
azonositasaban is hasznaljuk fajspecifikus anti-
génjeik kimutatasat, vagy ha tobb fajra jellemz§
antigénjiik van, akkor azok alapjan csoportbe-
sorolasuk is elvégezhetd igy. A koagglutinacidés
diagnosztikumok latex részecske felszinére rog-
zitett specifikus antitesteket hordoznak, melyek
a baktérium feliileti antigénjeivel immunkomp-
lexet képeznek, és a mikroprecipitaciét a latex
részecskékkel kozds kicsapddas teszi azonnal
lathatéva. Ugyanezen elv szerint végezhetd igy
egyes baktériumok (pl. Neisseria meningitidis,
Streptococcus pneumoniae, Haemphilus influ-
enzae stb.) azonositdsa tenyészetbdl, vagy bio-
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légiai minta (pl. cerebrospinalis folyadék) vizs-
galatakor. {gy jelentésen lersvidiil a mikrobio-
l6giai diagnosztika, a kiadott el6zetes ered-
ményre alapozva mar célzott kezelés indithaté.

Antigén-antitest reakcién alapulnak a szerolé-
giai vizsgalatok is. Az automatizalt eljaras (pl.
ELISA) soran a beteg vérében a keresett kor-
okoz6 ellen termel6dd antitestet, ritkabban
maganak a kdrokozénak az antigénjét mutatjuk
ki, ezzel igazoljuk a kérokozd jelenlétét, ami a
zajlé infekcidban betdltott szerepét tdmasztja
ala, vagy a fertdzottséget/hordozé allapotot jel-
zi. Ide sorolhaték azok a kromatografids teszt-
lapok is, amelyek legutobb a COVID-19 jar-
vanyban, vagy korabban influenzakimutatasban
valtak ismertté, de betegagy melletti gyors sze-
rolégiai tesztként (point-of-care testing, POCT),
példaul HIV el8zetes sziirésére is hasznalatosak.

Egyes makromolekuldk (pl. virulenciafaktorok,
rezisztenciagének, ezekhez tartozé riboszémas
RNS) kimutatasa segit az izolatum kérokozd
szerepének megerdsitésében, valamint a legfon-
tosabb antibiotikumok alkalmazhatésaganak
azelé6tti jelzésében, hogy a hagyomanyos diag-
nosztika azt megerdsitené [6]. Ugyanezek a
modszerek a fajon beliili polimorfizmus vizsga-
latara is alkalmasak, amivel egyarant tisztazha-
té tobb koérhazi izolatum azonossaga vagy kii-
16nboz6sége [7]. Igy eldonthets, hogy ugyan-
abbdl a betegbdl tobbszor kitenyésztett, de
amugy mindenhol jelen 1év§ gyakori baktérium
(pl. E. coli, Staphylococcus epidermidis, Pseudo-
monas aeruginosa stb.) ismétl6dé izolatumai
egyezbek, ezaltal kérokozdi szerepiik megerd-
sitve latszik, vagy kiilonbozdségiikbdl kovetke-
z8en véletlenszertien megjelend, klinikailag ir-
relevans epizodok csupan [8].

A diagnosztikaban is, de még inkabb a mikro-
biologia 6sszehasonlitd alkalmazasaban a mo-
lekularis biolégia egyre nagyobb szerepet jat-

szik. Napjainkban a jarvanyiigyi laboratériumok
DNS- és RNS-alapu vizsgalatokkal kovetik a jar-
vanytorzsek terjedését, elére prognosztizalva
a jarvanyok jovébeli alakulasat, valtozasat.
A standard médszerek segitségével a kiillonb6z6
orszagok eredményei az egységes nemzetkozi
adatbazisba feltdltve azonnal megmutatjak egy
orszagban felbukkano uj klén rokonsagi kapcso-
latait és lehetséges eredetét [9].

A diagnosztika tarhazaban egyre nagyobb stly-
lyal szerepel a MALDI-TOF, a méatrix altal segi-
tett lézerdeszorpcids ionizacidé (matrix-assisted
laser desorption/ionization, MALDI), amit TOF
(time of flight mass spectrometry, repiilési idét
méré tomegspektografia) analizatorral kap-
csolnak Ossze. Ennek leggyorsabb mintavételi
gyakorisaga 0,5 nsec. A MALDI-TOF MS méd-
szer alkalmas nagy molekulatdmegli anyagok,
példaul fehérjék, szénhidratok analizisére, ezal-
tal a legkiilonfélébb baktériumfajok (diagnosz-
tika) vagy fajon beliili csoportok gyors kimuta-
tasara, azonositasara (tipizalas), illetve az anti-
mikrobas rezisztenciaval kapcsolatban képzé-
dé proteinek detektalasaval a hatékony célzott
terapia és az antibiotikum stewardship fokoza-
sara.

A PCR technika szintén egyre tagabb alkalma-
zasi lehetdségeket nyujt. A valdsidejd PCR rend-
szerek klinikai mikrobioldgiai felhasznalasra
kifejlesztett modszerei nem igényelnek specialis
laboratériumot, a minta amplifikacidja un. sza-
raz csatlakozasu tesztpatronban zajlik. Valam-
ennyi prekurzort és reagenst a bemérés pillana-
taban hozzaadunk, tovabbi manipulaciéra nincs
szlikség. A teljes reakci6idé 50-90 perc, ezt ko-
vetéen az eredmény és a keletkezett DNS ter-
mékek mennyiségét jelz6 gérbe megjelenithetd.
A kimutatasok baktériumfajok vagy azok jelleg-
zetes tulajdonsagainak (pl. antibiotikum- rezisz-
tencia) parhuzamos vizsgalatabdl allnak és siir-
gbsségi betegfelvételt kovetSen akar a miitéti
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elékészités alatt eredményt adnak (pl. MRSA
kimutatas).

Szintén DNS-kimutatason nyugszik a DNS-chip
modszere. A nozokomialis szempontbél jelen-
t6s baktérium speciesek random ismétlédd
DNS szekvencidinak automatizalt kimutatasaval
nagy felbontéképességli 6sszehasonlitast tesz
lehetévé, az egy napon belil megsziiletd ered-
mények koézponti adatbazisba keriilnek, ahol
mas laboratériumok, mas orszagok eredménye-
ivel Osszehasonlitva a klonok terjedésére is
informaciét ad amellett, hogy adott koérhazi
halmoz6dasbdl azonnal kivalaszthatdk az dssze-
tartozo6 izolatumok.

Mikrobioldgia és a tiizoltok

Hankiss Jdnos szombathelyi belgyogyasz Hajnali
hdrom / Habfiirdé cimi kdnyvében a végelatha-
tatlan éjszakai tigyeletekben fel6tlé gondolatait
adta kozre. Ezek kozott olvashato a kovetkezd
is:
»~Amikor olyannyira biiszkék vagyunk diag-
nosztikus teljesitményeinkre (ma ez az orvo-
si tevékenység magasra helyezett balvanyal),
ne felejtsiik el, hogy mindez nem tébb, mint-
ha a tlizolté megallna a langolo épiilet el6tt
és megallapitana, hogy az ég” [10].

O ezt a belgydgyaszati diagnosztikara értette,
természetesen. Tovabbflizve ezt a gondolatot,
és kiterjesztve a mikrobiologiai diagnosztikara,
azt mondhatjuk: A mikrobioldgiai diagnosztika
az, ami azt is megmutatja, mitél gyulladt ki az az
éptilet, hogyan lehet eloltani, és hogyan akadd-
lyozhatjuk meg, hogy futétiizzé vdlva mds éptile-
teket is elemésszen.

Es ha mindezt gyorsan, de pontossagabdl nem
veszitve teszi, az nemcsak a tiizoltdk, hanem
valamennyitlink sikere.
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Bereczki Laszlo, Széll Andras dr., G1 Intézet, Budapest

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-
TOF tomegspektrometrias modszerrel

Munkank célja a MALDI-TOF MS érzékeny-
ségvizsgalati mddszer rutin laboratoriumi
Jhelyének” és alkalmazhatésaganak teszte-
lése, a médszer optimalizdlasa, adaptalasa,
a felhasznalas hatarainak esetleges kiterjesz-
tése, de célunk a modszer korlatainak felde-

ritése is.*

1. Torténeti attekintés, napjaik kihivasai

A mikrobak elleni kiizdelem az emberiség tor-
ténetének hosszu évezredeiben végig szinte
reménytelennek és kilatdstalannak tlint, egé-
szen a 20. szazad °'20-as éveiben felfedezett
antibiotikumok korszakaig a tudomanyos méd-
szerek csak kiilonb6z6 gyégyndvények, gydgy-
hatasunak tapasztalt vagy vélt anyagok alkal-
mazasaban mertltek ki, Az antibiotikumok
el6tti torténelem soran szinte minden akadaly
nélkiil és valogatas nélkiil sorra szedték emberi
aldozataikat az olyan hirhedt és stlyos betegsé-
geket, sét vilagjarvanyokat okozd patogén bak-
tériumok, mint példaul a kolera (Vibrio chole-
rae), a pestis (Yersinia pestis), vagy a lepra (My-
cobacterium leprae). Semmelweis Ignac, Louis
Pasteur [1], Robert Koch [2,3], Alexander Fle-
ming [4] mellett sok mas uttérd kutatd higiéniai
eljarasokkal, fert6zé mikrobakkal, illetve azok
elleni anyagokkal kapcsolatos felfeldezéseirél
nem tulzas Kijelenteni, hogy az emberiség jelen-
leg is tarto, sokféle teriileten lejatszddd, 20.
szazadi rohamos fejl6désének alapvetd felté-
teleit teremtették meg a kiilonbdzé fert6zé be-
tegségek megfékezésével, korddban tartasaval.
Az 1918-19-ben a vilagon végigsépré HIN1
»Spanyolnatha” pandémia és a két vilaghaboru
soran gyakori és igen sulyos sebfertézések (pl.

* A Gazdasagfejlesztési és Innovaciés Operativ Prog-
ram keretében Kkiirt ,Prototipus-, termék-, technolo-
gia- és szolgaltatasfejlesztés” cimil palyazatra ké-
sziilt tanulmany.

tetanusz: Clostridium tetani és gazgangréna-
képzdk: C. perfringens, C. novyi) magas inciden-
ciadja és mortalitasa ébresztette fel a gyogyszer-
ipart is, hogy a jelentds veszteségeket okozd
fert6zések elleni harcban 6rajuk is sziikség van.

Napjainkban a patogén baktériumok terjedését
elésegitd, rossz higiéniai koriilmények az eurd-
pai és az észak-amerikai kontinensen javarészt
mar visszaszorultak, a harmadik vilag orszagai-
ban azonban tovabbra is ugyanazokkal az év-
szazados problémakkal kiizdenek. Mindkét ré-
gidra egyarant jellemzd viszont a kisebb mér-
tékben human gyégyaszati cély, de dimenzioit
tekintve ezt messze tilhaladva, els6sorban a
mezdbgazdasagi és allattenyésztési gyakorlatban
alkalmazott 6ridsi mennyiségli antibiotikum.
Emiatt ma mar azzal az uj problémaval kiizd az
emberiség, hogy a kezdetben csodafegyvernek
tlind antimikrobialis szerekkel szemben a mik-
robak mar védekezni tudnak, ugyanis a rezisz-
tens klénok antibiotikumok jelenlétében kisze-
lektalédnak és ezek a szuperbaktériumokként is
emlegetett mikrobak veszik at a régiek helyét,
korokozokként [5]. A kiilénbdzé antibiotiku-
mokkal szemben rezisztens baktériumoknak
Uj patogenitasi faktoraik altalaban nincsenek,
ugyanazokat a kérfolyamatokat képesek kival-
tani, de az ellentik folyé védekezés eszkdztara
rezisztenciamechanizmusaik révén jelent&sen
beszdkiilt, mert csak néhany vagy akar csak
egy-két antibiotikum johet széba, amikor elle-
nilk példaul valamilyen sulyos nozokomialis
fert6zés soran terapiara kertil sor. Ekézben az
antibiotikumok gydgyszeripari fejlesztésének
kezdeti gyors liteme mara jelentdsen lelassult,
alig kertl hasznalatba egy-egy uj antibiotikum,
Uj antibiotikumcsoportokat pedig szinte mar
nem is hoznak forgalomba [6, 7]. Mindezek mi-
att nagyon fontos, hogy a lehetd legpontosab-
ban és a lehetd leggyorsabban megismerjiik az
egyes izolalt baktériumok érzékenységi viszo-
nyait (az un. antibiogramjat), illetve hogy azt

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.



DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlod, Széll Andras

minél gyorsabban a klinikus rendelkezésére
tudjuk bocsatani, mert stlyos fert§zések esetén
szinte a legtdébb esetben élet-halal kérdése a
megfelel§ anitbiotikus terapia miel6bbi elkez-
dése [8]. Az igazan nagy kihivast jelentd kor-
okozdk pedig manapsag mar olyan, akar tébb
antibiotikumcsoportra egyszerre is rezisztens
baktériumok, melyeknél sokszor mar csak né-
hany potencialis antibiotikum all rendelkezésre
a terdpiaban. A 21. szdzadi Magyarorszagon
sem szamit ritkasadgnak egy-egy fekvs- vagy
jarébetegmintabdl izolalt ESBL-termeld bélbak-
térium vagy akar egy MRSA sem, de rengeteg
egyéb multirezisztens koérokozd is jelen van
kozosségeinkben, els§sorban azonban kérhaza-
inkban [9]. Nalunk szerencsére még csak alig-
alig keriilnek el8, de varhatéan egyre tébbszor
fordulnak majd el6 a harmadik vilagban mar
egyre kevésbé ritkasagnak szamito, karbapene-
maz enzimeket termeld baktériumok is [10].
Vilagszerte egyelére csak sporadikusan (nozo-
komidlisan féleg), de mar elé6fordulnak olyan
izolatumok is, amik gyakorlatilag szinte minden
ismert antibiotikum ellen valamilyen reziszten-

1. dbra. Kirby-Bauer korongdiffiiziés modszer [14]

ciamechanizmussal felvértezett, un. panrezisz-
tens baktériumok [11].

2. Standard érzékenységvizsgalati
modszerek

A baktériumok antibiotikumokkal szembeni
érzékenységét vagy rezisztencigjat kilénbozé
laboratériumi, azaz in vitro eszkdzokkel tudjuk
vizsgalni. A klinikai mikrobiolégia mai standard
referenciamédszere a mikroorganizmusok in
vitro rezisztenciavizsgalatara legelterjettebben
a barmely mikrobiolégiai laboratériumban egy-
szerlUen kivitelezhetd korongdiffiziés médszer
(1. abra) (Kirby-Bauer-féle korongdiffuzids
médszer) [12, 13].

Az egyszerlien és olcson kivitelezhetd Kirby-
Bauer korongdiffiiziés teszt soran az ismert
mennyiségli antibiotikumot tartalmazé papir-
korongbol a szilard taptalajba gyorsan diffun-
dalé antibiotikum a pazsitként felvitt mikroor-
ganizmus novekedését az adott mikroba érzé-
kenységi viszonyaitdl fiigg6 mértékben gatolja
vagy nem gatolja. Ez a gyakorlatban ugy néz ki,
hogy a vizsgalat 6sszeallitasakor az adott bak-
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tériumot pazsitként szélesztjiik egyenletesen a
taptalaj felszinén (0,5 McF standard mennyisé-
gl inokulumként), majd rogtén ezutan a tapta-
lajra helyezziik az antibiotikumot tartalmazé
papirkorongo(ka)t. A megfelel6 inkubaciés idé
(16-24 6ra) utan a baktériumpazsit egyenlete-
sen felnd, de a taptalajba diffundalt antibioti-
kum a korong koriil feltisztulasi zonat eredmé-
nyez, vagyis ott nem tud kinéni a baktérium
(lasd az 1. abra jobb oldali részét). Ennek a z6-
nanak a mérete leolvashaté (a feltisztulasi zona
atmérdje milliméterben), ebbdl pedig kikovet-
keztethetd a vizsgalt mikroba érzékenységi vi-
szonya az adott antibiotikumhoz, és ez alapjan a
klinikus felé interpretalhaté az érzékenységi
kategoria (érzékeny, mérsékelten érzékeny,
vagy rezisztens), végiil megfeleld célzott terapia
indithaté. A leolvasott atmérdék milliméter érté-
keirél szakmai ajanldsokban [15] megfogalma-
zott, nagyon részletesen kidolgozott interpreta-
lasi tablazatok léteznek (EUCAST altal fejlesztve
és folyamatosan frissitve, online, ingyenesen),
melyekbdl végeredményben az antibiotikumon-
kénti interpretalasok megtudhatdk, és amelyek

2. dbra. Leveshigitdsos modszer [16]

révén az értékeld mikrobiolégus az eredménye-
ket dsszefoglalja a leleten, amit aztdn a klinikus
felé tovabbit. Ezek alapjan egy baktérium egy
antibiotikummal szemben lehet érzékeny (azaz
alkalmazhaté vele szemben az antibiotikum), és
lehet rezisztens (azaz a baktérium ellendll az
antibiotikumnak, terapias kudarc). Egy harma-
dik, koztes kategériaként, bevezetésre keriilt
egy, a két véglet kozti in. mérsékelten érzékeny
interpretalasi kategoria is, melynél a baktérium
ellen in vitro esetleg mar érzékenység tapasz-
talhatd, de bizonyos baktériumoknal ismert
példaul, hogy egyes szerekkel szemben csok-
kent érzékenységet mutathatnak, vagy hogy a
baktérium elérése bizonyos szervekben a szer
szamara valamilyen farmakolégiai ok miatt nem
a legmegfelel6bb. llyen esetekben ezek a szerek
inkabb a ,nem hasznalhat$”, vagy csak a ,vég-
szlikség esetén hasznalhatd” kategoriat jelentik
a klinikus szamara.

A korongdiffuziés modszer el6tt térténetileg az
un. leveshigitasos és a taptalajhigitasos techni-
kak voltak hasznalatosak [16], ezeknél koncent-
raciosorokat tartalmazé taplevesekben, illetve
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3. dbra. Agarhigitdsos médszer [16, 17]

szintén meghatarozott koncentraciéju antibio-
tikumokat tartalmazé taptalajokon torténnek
meg a mikrobak érzékenységi vizsgalatai.

E modszerekkel robosztussaguk, anyag- és
munkaigényességiik ellenére nagy pontossaggal
és jo reprodukalhatdésaggal értékelhetdek a kii-
16nb6z6 antibiotikumokkal szembeni érzékeny-
ségi viszonyok. Tovabbi nagy elényként emlit-
hetd, hogy kvantifikalasi eredmények is leolvas-
haték ezekbdl a vizsgalatokbdl (MIC értékek)
[18], mely a klinikust a megfelelé dozirozasban
is segiti. Néhany, szilard taptalajon nehezen
vagy egyaltalan nem tenyészthetd baktérium-
nak még ma is a leveshigitdsos modszer az
egyetlen ilyen vizsgalati lehetdsége.

Egy, a korongdiffuiziés technikatdl kissé eltérd,
de alapelveiben hasonl6 és abbodl Kkifejlesztett
[19] modszernél, a taptalajra felvitt baktérium-
pazsitra nem egyetlen adott koncentracionyi
antibiotikumot tartalmazé papirkorongot, ha-
nem egy koncntraciégradienst tartalmazd pa-
pircsikot, un. Etestet (eredetileg: ,epsilometer
test”) helyeznek fel az inokulalt taptalaj felszi-

nére [20, 21], aminek az eredménye az érzé-
kenységi viszonyok pontosabb, kvantifikalhatd
értékelése. Az Etest mddszer rutin mikrobiolé-
giai laboratériumi alkalmazasa mara mar szé-
leskértien elfogadotta valt, eredményei a stan-
dard leveshigitdsos médszerrel is nagyon jol
korrelalnak. Megfelel§ hasznalat esetén nagy
biztonsaggal allapithaté meg a vizsgalt mikroba
adott antibiotikummal szembeni MIC értéke,
mely a klinikust nagyban segiti a dozirozas kér-
désében. Ezzel a mddszerrel tulajdonképpen az
addig standard modszerként alkalmazott leves-
higitdsos médszer és az egyszeri és gyors ko-
rongdiffuziés technika kombindcidja sziiletett
meg. Az Etest mddszer finomitasaval és optima-
lizaldsaval mara mar a standard leveshigtasos
médszerrel versenyképes, am jéval egyszertb-
ben kivitelezhetd és sokkal kevésbé anyag- és
munkaigényes, napjainkra mar széleskortien el
is terjedt (4. dbra).
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4. dbra. Etest [22]. A feltisztuldsi zona
és a tesztcsik metszéspontja folitti elso

3. Avizsgalatok célja: a kérokozd
baktériumok megismerése és megallitasa

A klinikai mikrobiolégiai rutin laborvizsgalatok
célja els6dlegesen azoknak a kdérokozé baktéri-
umoknak, mikrobaknak a kimutatasa, melyek
valamilyen antibiotikummal szemben rezisz-
tensek, vagyis annak felderitése, hogy melyek
azok az antibiotikumok, amik alkalmazhatéak
az adott patogének ellen.

A baktériumok rezisztenciamechanizmusainak
kialakuldsa természetes, evolucidés folyamat
Szelekciés nyomas alatt (antibiotikumok jelen-
létében) kivalogatédnak azok a véletlen mutan-
sok a baktériumok populacidjabdl, amelyek
ellenallni képesek ezeknek a szereknek [23].
A baktériumok reprodukcids ideje rendkiviil
gyors, és e reprodukciés folyamatokban mindig
jelen 1évd, kismértékd valtozasokat generald
mutaciok megjelenése nagyon gyorsan ,kiter-
meli” az ellenallé klonokat, melyek azutan to-
vabb szaporodhatnak akkor is, ha valamilyen

szelekcids nyomas alatt (pl. egy antibiotikum
miatt) az eredeti populacio jorésze el is pusztul.
Raadasul jelentésen hozzajarul a rezisztenciak
terjedéséhez még az is, hogy ezeket a szamuk-
ra rezisztencidkat adé géneket a baktériumok
- nem is til nagy nehézséggel - egymas kozott
adni-venni is képesek.

Ezeket az altalanos, vilagszerte torténd folya-
matok visszaforditani mar nem lehetséges, a
nagyipari érdekek és az emberiség élelmezési
szlikséglete valdszintileg mar nem enged hirte-
len és gyodkeres szemléletvaltast az antibioti-
kumok széles kort felhasznalasi gyakorlataban,
a mar rezisztens baktériumok lassu, de biztos
vilagmeéretii elterjedését megallitani szinte lehe-
tetlen, egyetlen lehet§ségként a folyamat végén
1évé betegekbdl izolalt baktériumok antibio-
gramjanak gyors és pontos interpretaciéja ma-
rad, ami alapjan a klinikus célzott és hatékony
terapiaval megmentheti a beteget a kérokozo-
tol, amiben a laboratériumi vizsgalatok gyors
eredményei alapvetd segitségére lehetnek.

3.1. A baktériumok rezisztenciatipusai

és -mechanizmusai

A rezisztens baktériumok kialakulasanak evolu-
ciés folyamatai sokfélék, ahogyan ennek ered-
ményeként az is sokféle, amennyiféle-fajta re-
zisztenciamechanizmust adé genetikai valtozas
képes megvédeni a mikrobakat az ellentik hasz-
nalt szerektdl (5. dbra).
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Antibiotic Targets
;&ilact.ﬁm
Vancomycin

DNA/RNA Synthe
Fluoroquinolones
Rifamycins

Trimethoprim
Sulfonamides
Ce Membrand Protesn Syttt
Linezolid
Tetracyclines

Macrolides
Aminoglycosides

Daptomycin

Antibiotic Resistance

Fluoroquinolones
‘________- Aminoglycosides

Tetracyclines
fi-lactams
Macrolides

& Bypa
Tetracyclines

Trimethoprim
Sulfonamides

ancomycin

Tarpor M
ITRE v

Fluoroguinolones

Rifamycins
Vancomycin
Penicillins
) ¢ ( Macrolides

f-lactams Aminoglycosides

Aminoglycosides

Macrolides

Rifamycins

5. dbra. Antiobiotikumcsoportok tdmaddspontjai és bakteridlis
védekezi rezisztenciamechanizmusok [24]

A genetikai valtozas néha csak pontszeru és a
kis mértékben megvaltozott DNS-rél hasonléan
kis mértékben megvaltozott fehérjetermék va-
lamilyen elényhoz juttatjia a mikrobat. Sok eset-
ben genetikai allomanyukban, azaz potencialis
eszkoztarukban elrejtve, mar eleve megtalalha-
téak olyan rendszerek, melyek megvédeni ké-
pesek a baktériumot, de ezek altaldban csak
akkor 1épnek miikddésbe, ha valamilyen induk-
cio éri a sejtet, és ez az indukcié a legtdbb eset-
ben maga az éppen hasznalt antibiotikum, de az
is el6fordul, hogy valamilyen egyszertibb muta-
ci6 okozza egy-egy ilyen rendszer bekapcsold-
dasat, tultermelését. Viszonylag gyakran egész
enzimrendszereket kddolé génkazettdk és

plazmidok felvétele révén szereznek a bakté-
riumok bizonyos rezisztenciamechanizmusokat
horizontalis nukleinsav-transzfer révén, ilyen-
kor altalaban tdbbszdrds rezisztenciakhoz jut a
genetikai elemeket fogad6 baktérium, gyakori,
hogy multidrog-rezisztens klonok keletkeznek
az ezeket a plazmidokat és egyéb atvehetd re-
zisztenciagéneket ,bespajzold” baktériumokbal.

Azért lehetnek jelen eleve a baktériumok gene-
tikai anyaganak 6rokségében is (vagy atvehetd,
nyugvd plazmidokban és egyéb elemekben)
antibiotikus fehérjerendszerek, mert a termé-
szetben is jelen vannak mar 4sid6k 6ta az anti-
biotikumok is (1. tablazat).
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1. tdbldazat. A legfontosabb antibiotikumcsoportok, alapveté hatdsmechanizmusaik

és szdrmazdsuk
Természetesen . . Tef
L Szintetikus antibiotikumok
termelt antibiotikumok
Antibiotikum-
e Gatlas célteriilete Baktériumok Gombak Gydgyszeripar
csoport
;[ penicillin szarmazékok,
icillin, icillin, icillin,
béta-laktdmok ‘ sejtfal bioszintézis klavuldnsav pemiciiiin , amp1.c1. n am(?X.1c1. n
cefalosporinok | oxacillin, methicillin, cefalo-
sporinok, karbapenemek
| sejtfal bioszintézis, | IEN—— |
glikopeptidek RNS-szintézis, ) y. ’
) , teicoplanin
sejtmembran
| bacitracin,
peptidek AB-ok ‘ membranpermeabilitds | polymyxin B,
‘ polymyxin E (colistin)
| lipopeptidek \ membréndepolarizécié ‘ daptomycin
i h s’&ep?omycin, i
fehérjeszintézis (30S neomycin, kanamycin, o
aminoglikozidok ) ( : y. y. netilmicin
P10) amikacin, tobramycin,
‘ gentamicin
| tetraciklinek fehérjeszintézis (30S) | tetraciklin | 7tigeciklin, doxiciklin
| linkézaminok ‘ fehérjésiintézis (50S) | fincomycfn i ciindamycin
| sErepjcograrr{inoE \ fehérjésin?zis (50S) Il pris’anamycfn | qu?nuprﬁn
| oxazolidinonok ‘ 'ffehérjiesz’in;céizis (50S) | linezolid
| chloramphenicol ‘ fehérjeszintézis (50S) | (chloramphenicol) i chloramphenicol
fehé?jészﬁritézis
makrolidok erythromycin azithromycin
(peptidil transzferaz)
| mupifoéin féhérjésiintézis (tRNS) | mupirocin
| nitrofurantoin | ﬁavopro’asfnei | | nitrofurantoin
| szulfonamidok | folsav bioszintézis | szulfonamid
| nitroimidazolok \ DNS, makromolekukak | | metronidazole
| rifamicinek RNS-polimefa’iz | rifamicinek | rifémpicin
B B lidixsav, norfloxacin,
, DNS-szintézis (girdzok, n.al xsay .nor oxactn .
kinolonok . , ciprofloxacin, levofloxacin,
topoizomerazok) . )
moxifloxacin
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Ezeket az anyagokat f6leg gombak képesek
nagy mennyiségben termelni a maguk védelme
és a baktériumok visszaszoritasara (pl. Peni-
cilliumok [4], Acremoniumok [25]), de még az
allati mirigyekben és még néhany specidlis sej-
tlinkben is taldlunk bizonyos antibiotikus anya-
gokat (pl. lizozim és mas fehérjék [26], defen-
sinek [27]). Es természetesen maguk a bakté-
riumok is rendkiviil sok és sokféle antibiotikus
anyagokat képesek termelni mas baktériumok
ellen (pl. Bacillusok: bacitracin, polymyxin B
[28]; Streptomycesek: streptomycin, erythro-
mycin, neomycin, tetraciklin, vancomycin, ri-
fampicin (és az antifungdlis amphotericin B)
[29]; Micromonospora: gentamicin  [30]).
Egyel6re nem teljesen feltartak még a ndévények
altal termelt antibiotikus hatasu vegyliletek,
ezek f6leg fenol-, flavonoid- és terpénszarmazé-
kok, valészintileg jéval tobb lehet§ség van még
ezen a teriileten, mint amennyit eddig ismeriink
[31]. Az altalunk ma alkalmazott, FDA altal elfo-
gadott antibiotikumok 51%-a bakterialis, 46%-
a gomba, 3%-a novényi eredetli antibiotikum
(és mindezek modositott vegyiiletei) [32].

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztenciak
kialakuldsakor legegyszertibb esetben olyan ki-
sebb mutaciok (pontmutacidk) vagy delécids
mutaciék torténnek, melyek példaul az antibio-
tikum felvételéért sziikséges fehérjék (pl. pori-
nok) szerkezetének megvaltozasaval vagy Kkife-
jez6désének elmaradasaval jarnak, igy a sejt-
membran permeabilitdsa lecsokken az antibio-
tikum szamara, végiil a baktérium egyszertien
elkeriili az antibiotikum hatasat [33].

Némelyik antibiotikum a baktérium sejtmemb-
ranjaban vagy sejtfalaban zajlé folyamatok
megallitasa révén gatolja a baktériumot, melybe
normalis esetben a baktérium bele is pusztulna,
de ha az antibiotikum szubsztratjaként viselke-
dé targetmolekulak kisebb-nagyobb mértékben
megvaltoznak, az antibakterialis hatas elmarad

(pl. PBP2a). PBP2a esetében horizontalis gén-
transzfer is lehetséges a médosult fehérjét hor-
doz6 génkazetta (SCCmec) dtadasa és atvétele
révén barmely mas Staphylococcus sejtbe is
[34, 35, 36].

Hasonlé végeredményhez jutnak azok a klénok
is, amelyeknél az antibiotikumok bekertilnek
ugyan a bakterialis sejtekbe, de bizonyos muta-
ciéok révén nagy hatékonysaggal képesek azt
onnan Kki is szallitani, s6t némelyik antibiotikum
indukalhatja is olyan gének expresszalédasat,
amik szinte maradéktalan kiszallitasukrél tud-
nak gondoskodni (pl. indukalt vagy over-exp-
resszalt transzporter rendszerek és efflux-pum-
pak) [37].

Szintén sok antibiotikum tamadaspontjaul szol-
gal a bakterialis fehérjeszintézis bonyolult en-
zimrendszere. Példaul aminoglikozidok eseté-
ben igen gyakori, hogy az antibiotikumokat
a citoplazmaban olyan enzimek modositjak
(acetiltranszferazok, nukleotidiltranszferazok
és foszfotranszferazok), melyek normalisan mas
sejtfolyamatokban vesznek részt, de mutacid
révén kialakulhatnak az aminoglikozidok mé-
dositasara alkalmas enzimek is és igy végiil
megint csak elmaradhat az antibiotikus hatas
[38]. Szintén gyakori aminoglikozid reziszten-
ciamechanizmus (RND) efflux-pumpak segitsé-
gével Kkijuttatni a sejtb6l az antibiotikumokat
[38, 39]. Es természetesen itt is sok olyan ap-
rébb mutaciokbdl 1étrejovd lehetdsége van még
a sejtnek, amikor pl. az aminoglikozidok fehér-
je- és egyéb molekularis targetjei (riboszémalis
fehérjék, 16S RNS) valtozasai révén az antibio-
tikum kotédési affinitasa jelent6sen lecsdkken,
azaz a hatasa elmarad [40].

Ha az antibiotikum a bakterialis sejtmembran
normalis permeabilitdsat hivatott radikalasan
lecsdkkenteni - amibe a baktérium a kilénbdzé
ionegyensulyi zavarok miatt bele is hal -, rezisz-
tencia kialakuldsakor az antibiotikum szubszt-
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ratjaként miikédé citoplazmatikus fehérjék val-
tozasa miatt ez szintén meghiusulhat (pl. szer-
zett polymyxin B rezisztencia) [41].

Némely antibiotikumcsoport (kinolonok) magat
a bakterialis DNS-szintézist képesek gatolni,
rezisztencia kialakulasahoz a target molekulak
(giraz, topoizomeraz enzimek) olyan Kkisebb-
nagyobb mértéki valtozasa szlikséges, hogy az
antibiotikum ne tudjon hozzajuk kétédni és igy
a hatasat kifejteni. Egy ritkabb , megkozelités”
szerint 1éteznek olyan enzimek is, amelyek egy-
szerlen képesek az antibiotikumot médositani
(acetilalni) és ezaltal hatastalanna tenni azokat
(Aac(6')-Ib-cr enzim), ezek is plazmidkédolt
enzimek [42, 43, 44].

A sok antibiotikumcsoport - kéztiik a talan leg-
elterjedtebben hasznalt béta-laktamok is - ta-
madasponjaként szolgal6 bakterialis sejtfal leg-
komplexebb védelmi rendszerei azok a re-
zisztenciaechnizmusok, amikor (akar indukcid
révén, akar konstitutivan) a baktérium olyan
enzimeket képes termelni, amik magukat az
antibiotikum molekulakat tudjak tdmadni, mé-
dositani, elhasitani, végeredményként a bakté-
riumsejtet megvédeni. Ezek az enzimek az un.
béta-laktamazok. Némelyik béta-laktamaz en-
zim csak az egyszeriibb és kisebb hatasspekt-
rumu béta-laktdmokat képes hatastalanitani
(penicillinazok), némelyik enzim a cefalospori-
nok kuilénbozd szintli generacidit tudja modosi-
tani (cefalosporinazok), vannak azonban szinte
az Osszes béta-laktdm antibiotikum ellen teljes
kord védelmet biztositd enzimek is (ESBL-ek,
AmpC-k, karbapenemazok, metallo-béta-lakta-
mazok). Ezek a béta-laktamaz enzimek lehetnek
kromoszdémalisan vagy plazmidokon kédoltan

a baktériumban, el6bbi esetben kicsit kdrilmé-
nyesebben és ritkabban, de atadédhatnak egyik
sejtbdl a masikba horizontdlisan is, utdbbi eset-
ben a rezisztencia horizontalis atadasa egysze-
rd, hatékony és elterjedt médja e rezisztencia-
mechanizmusok gyors terjedésének (pl. ESBL
enzimeket kddol4 plazmidok). Ezeknek a gene-
tikai elemeknek a minél kénnyebb terjedése
nagyon nagy szelekcids elényt biztosit a mikro-
baknak, és mivel széles kord rezisztenciat él-
veznek, nagy kihivast jelentenek az ellentik foly-
tatott 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 enzi-
mek, melyek képesek modositani a béta-laktdm
antibiotikumok molekulait. Ennek a médositas-
nak az egyszerl biokémiai alapja az, hogy ezek
az enzimek a minden béta-laktam antibiotikum
vazat képezd béta-laktam-gytrtit képesek hid-
rolizalni, a hidrolizis révén létrejové molekula
pedig mar nem képes antibiotikus hatast kifej-
teni. A baktérium igy pedig a legtdbb esetben
tul is éli az antibiotikus hatast.

A Dbéta-laktamaz enzimek ismert tipusainak
szama ma megkozeliti az 1000-et, amelyeket
jeleneleg 24 nagyobb csoportba sorolunk [44],
de a jelenlegi kissé kaotikusnak tiing helyzetet
még tovabb bonyolitja, hogy nem csak egyféle
csoportositasi rendszernek van létjogosultsaga,
s6t még maga a nomenklatura is elég gyakran
valtozik [45] (2. tablazat).
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2. tablazat. A legfontosabb béta-laktamdz enzimcsoportok kiilonb6z6 rendszerezéseik szerint

147, 48, 49, 50, 51]
Spec.
Osztalyozasi rendszer T
Bush- Rich- Mitsusu- ; 5 o o i
Ambler Jacoby- mond- | hashi- szubsztratok enzimek c:s % -§ E § %
Medeiros | Sykes [ Inoue (targetek) = & %
2a - PCase V penicillinek PC1 (Staphylococcus aureus) | + - -
penicillinek, TEM-1
2b II PCase | 1. gen. cefalo- TEM-2 + - -
sporinok SHV-1
(ESBL-ek)
i penicillinek, SHV-2-t8] SHV-6-ig
2be (kiv. CXase 2.3, 4. gen. TEM-3-té] TEM-26-ig + - -
K1) cefalosporinok | CTX-M
K1 (Klebsiella oxytoca)
A TEM-30-t8] TEM 36-ig
Erin- 2br - - penicillinek SHV-72 - - -
penicil- TRC-1
lindzok penicillinek, PSE-1
2c I, v PCase IV karboxy- PSE-3 + - -
penicillinek PSE-4
FEC-1
2., 3., 4. gen. CepA .
Ze N CXase cefalosporinok | Proteus vulgaris indukalhatd 1§ e
cefolosporinazai
penicillinek, KPC (Klebsie'lla penumoniae)
. SME (Serratia marcescens) :
2f - - cefalosporinok, + -+
Karbapenemek NMC-A (Enterobacter cloa-
cae) GES
IMP (Pseudomonas aeru-
ginosa)
IMI (Enterobacter cloacae)
B legtdbb VIM (Acinetobacter
metallo-f3- 3 - - béta-laktdm, baumannir) - +|-|-
laktamazok karbapenemek | CcrA, Bcll (B1), CphA (B2),
L1 (B3)
NDM, 0XA-23, 0XA-24/40,
0XA-58
e 1 la,Ib,1d | CSase cefalosporinok | AmpC, CMY, ACT, MIR-1 - -
sporindzok
D 2d v PCase 11 penicillinek, OXA-1-t61 OXA-11-ig I\ -
oxacillinazok és 111 cloxacillinek PSE-2 (0XA-10) -
egyéb 4 - - penicillinek Burk.h.olfielria cepacia - 2027
penicillinaza
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A béta-laktamazok Kklasszifikacidja meglehetd-
sen komplikalt feladat, mert akar a strukturalis,
akar a funkcionalis megkozelités alapjan pro-
baljuk meg Osszegezni Oket, mindig lesznek
kivételek és atfedések, idékozben torténd val-
toztatasok,
nagyobb revizidkon is atesnek. A mar emlitett
osztalyozasi rendszereken kiviil természetesen
masok is léteznek, az Ambler-féle strukturalis
osztalyozasbdl kiindulva hasonlitottuk Ossze a
fé6bb rendszerek csoportjait és az ezekbe a cso-
portokba tartozé enzimeket a 2. tablazatban.

illetve a rendszerezések Kisebb-

A torténetileg legkorabbi, az 1970-es és '80-as
években megsziiletett elsé osztalyozasi rend-
szereket (Richmond-Sykes, 1973 [48], Mitsu-
hashi-Inoue, 1981 [49]) ma mar kevésbé hasz-
naljak, bar valésziniileg ezekre épiilt a késébbi
Bush-Jacoby-Medeiros-rendszer is (1995 [50]).
Az Ambler-féle osztalyozas az 1980-as kidolgo-
zasa [51] utan tébb revizidn is atesve [52], ma-
napsag a legtobbszor hivatkozott és a legelfoga-
dottabb rendszernek tiinik.

Létezik funkciondlis megkdzelitésti (Bush-]a-
coby-Medeiros) és enzimszerkezeti alapokon
nyugvd (Ambler) klasszifikacié is. A jelenlegi
ismereteinket tartalmazé osztalyozasi rendsze-
rek 1étezése mellett egyébként még az is nagyon
valészind, hogy kozel sem ismeriink még min-
den béta-laktamaz tipust vagy akar egyes en-
zimféleségeket. Ennek az oka az, hogy a tudo-
many csak egymast kévetd nagyobb hullamok-
ban ismeri meg ezeket a human- és allategész-
ségligyi gyakorlatbdl izolalt baktériumokat,
melyek ilyen enzimeket hordoznak. Ezek a hul-
lamok pedig annak kdszdnhetdek, ahogyan az
orvostudomany (és mas, jelent6sebb antibio-
tikumfelhasznald tertiletek) az antibiotikumok
Ujabb és ujabb generacidit veti be a baktériu-
mok ellen. Ezekre valaszul, napjainkban koriil-
beltil mar 3-10 éves valaszid6vel jelennek meg
az elsé olyan ismert klénok, melyek mar a leg-
Ujabb generacids antibiotikumoknak is képesek
ellenallni [44] (6. abra). Az igy kialakuld rezisz-
tencidkhoz a baktériumok kisebb-nagyobb ge-

6. dbra. Antibiotikumok bevezetése és kiilonbizé rezisztenciamechanizmusok ésszefiiggései [46]
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netikai valtozasokon at juthatnak el mar 1étez6
enzimek moddosulasaval, alkalmazkodasaval,
majd specializalédasaval az uj szerekkel szem-
ben, de akar eddig egészen mas funkciot betdltd
bakterialis fehérjék is keriilhetnek védé szerep-
korbe.

4. Specialis érzékenységvizsgalati
modszerek (hagyomanyos megkozelités)

A mai mikrobiolégiai laboratdériumokban a
legaltalanosabban elterjedt antibiotikumérzé-
kenységi vizsgalati médszer a korongdiffuzios
(Kirby-Bauer-) mddszer. Még ennek az egysze-
ri modszernek a valtozataival is lehetséges
olyan enzimek jelenlétére kovetkeztetni, me-
lyek komoly kihivas elé allitjak a klinikusokat is,
ha terapiara kertil sor.

Legegyszerilibb esetben azt vizsgalhatjuk, hogy
létezik-e példaul két antibiotikum kozott vala-
milyen szinergizmus (,egylittmikodés”) az
adott baktérium ellen. A korongok elhelyezése-
kor olyan kialakitasra kell toérekedni, hogy az
egyes antibiotikumok baktériumokra gyakorolt
egylittes, erdsebb hatasat tudjuk észrevenni
fenotipusosan (ugyanigy természetesen anta-
gonisztikus hatasok is felderithet6k). Ezeket az
egylittes hatdsokat a feltisztulasi zénak kiilén-
b6z6 irdnyu és mértékii torzulasaibol tudjuk
kikovetkeztetni (7. dbra). Ugyanez a modszer
természetesen 1étezik a mar targyalt Etest mod-
szerek esetében is (8. abra), ahol még a MIC-
értékek mennyiségi valtozasat is mérhetjiik. Az
egyszerd antibiotikumszinergizmusok detekta-
lasa abbél a szempontbdl lehet fontos, hogy
bizonyos antibiotikumokat egytittesen alkal-
mazva - koztiik igazoltan fendllé szinergista
hatas esetén - a terapiaban nagyon nagy segit-
séget jelenthet ennek a két szer egylittesen erd-
sebb antibiotikus hatasa. A molekularis hattere
két szinergista antibiotikumnak abban all, hogy
mig az egyik példaul a baktérium membran-

permeabilitasat noveli meg, a masik emiatt na-
gyobb koncentraciéban tud a sejtbe emiatt be-
jutni, vagyis egyiittesen erésebb hatast general
a két antibiotikum. Tovabbi elény lehet, hogy
mivel bizonyos antibiotikumok nagyobb dézis-
ban az emberre is karosak, alacsonyabb doziro-
zassal ez a veszély csokkenthetd is.

7. dbra. Ceftazidim és imipenem szinergista
hatdsa cloxacillin jelenlétében (teszt bakté-
rium: GES-1 tipusu béta-laktamdzzal rendel-
kezé Pseudomonas aeruginosa torzs) [52].
Az imipenem felé jelentdsen eltorzult a cef-
tazidim kériili zona

MIC of A

and B alone MIC of B in

combination

LB N B

Increasing
concentration

MIC of A in

combmation
Increasing

concentrabon

8. dbra. Szinergizmusvizsgdlat Etestekkel.

A vizsgdlt két antibiotikus anyag egyiittes
hatdsa alacsony MIC-értékeket biztosit mind-
két szer esetében [53], vagyis az alkalmazdsi
dozis kisebb lehet
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4.1. ESBL és AmpC enzimek

Az EUCAST Aaltal ajanlott alapvetd érzékenység-
vizsgalati korongdiffiiziés panelben is jelen van
egy ilyen szinergista hatas kimutatasara vald
lehet6ség Gram-negativ bélbaktériumok anti-
biogramjanak elkészitésekor: ESBL-termeld
baktériumok gyors és megbizhaté kimutatasara
alkalmas az un. kulcslyuk-fenotipus megjelené-
se az amoxicillin/klavulansav (Augmentin) és
harmadik generaciés cefalosporinkorongok ko-
zOtti feltisztulasi zénak torzuldsdban (lasd 9.
abra, D kép). Az ESBL enzimek alapvet§ és alta-
lanos tulajdonsaga, hogy klavulansavval irre-
verzibilisen gatolhatéak, ami in vitro azt ered-
ményezi, hogy az amoxicillin/klavulansav-
korongbdl a taptalajba diffundalé klavulansav
szinergistaként tud hatni egyes harmadik gene-
racios cefalosporinokkal és amig ezek a cefalo-
sporinok énmagukban nem jelentenek akadalyt
az ESBL-termel6 baktériumok ndvekedésének,
addig a klavulansav és a cefalosporin egyiittes

hatasként mar képes megakadalyozni a bakté-
rium szaporodasat a taptalajon. Ennek hatteré-
ben az 4all, hogy a klavulansav gatolja az ESBL
enzimet, és ezen enzim hianyaban a baktériu-
mot el tudja pusztitani a cefalosporin. A méd-
szert, double-disc method”-ként is nevezi a szak-
irodalom (két korong egymastdl 22-25 mm-re
elhelyezve). A kulcslyuk forma megjelenése
nem mindig egyforma, a leoltdsi inokulum
mennyiségétdl, a taptalajtol, a baktériumtol és
egyéb paraméterektdl fiiggden lehetnek kisebb-
nagyobb mértékben eltéré médon torzult fel-
tisztuldsi zonak is, de ezek jelenléte egyértel-
miuen felhivja a figyelmet az ESBL enzimek je-
lenlétére a vizsgalt Gram-negativ bélbaktérium
esetében. Ez az eredmény pedig alapvetSen
befolyasolja az antibiogram interpretacidjat:
minden béta-laktam tipusu antibiotikum rezisz-
tensként adando ki a karbapenemek kivételével.
In vivo az amoxicillin/klavulansav kombinacios
antibiotikum csak az egyszerlibb béta-lakta-

9. dbra. ESBL-termelé baktériumok detektdldsa kombindlt korongdiffiiziés modszerrel
(double disc method)
Bal oldal: sajdt foté (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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maz-termeld baktériumok ellen hatékony,
ESBL-eknél és mas, hasonld szélesspektrumu
rezisztenciat biztositd enzimek termelése ese-
tén nem.

ESBL-termel6 baktrériumok kimutatasa Etest
médszerrel is lehetséges. Mar rendelkezésre
allnak olyan kombinalt antibiotikum tesztcsi-
kok, melyekkel a double-disc mddszerhez ha-
sonld elven detektalhaté ez az enzimcsoport
Ebben az esetben a két vizsgalt antibiotikum
- egy harmadik generaciés cefalosporin (pl.
cefotaxim) és a klavulansav — nem kiilén papir-
korongokban, hanem egy kozds papir tesztcsi-
kon vannak, ellenkezd iranyu gradiensekkel.
A teszt eredménye, hogy az ESBL-inhibitor kla-
vulansav + harmadik generacids cefalosporin és
ugyanezen cefalosporin (egyediil) kozott itt is
egy uj, k6zds, szinergista hatasbdl szarmazo fel-
tisztulasi zona jelenik meg. Masik fenotipusos
lehetdség, ha ilyen egyértelmi, feltisztulasi zona
nem alakul ki, hogy a inhibitorral kiegészitett
cefalosporin MIC-értéke jelentdsen alacsonyabb
az énmagaban mért cefalosporin MIC-énél (10.
abra, alul).

F oraaneSiigiRe I swsucivweeeca ]

-

-y
I i s

10. abra. ESBL-termelé baktériumok
detektdldsa Etesttel [57]

Ha izolatumunkrél az elébbi tesztek egyikével
sem mutathato ki egyértelmtien, hogy valéban
ESBL-termel8, de az altalanos antibiogramjan
nyilvanvaléan latszik, hogy valamilyen egyéb
széles koru béta-laktam rezisztenciaval rendel-
kezik, akkor felmertil a gyant, hogy valamilyen
ritkabb, és sajnos nehezebben kimutathaté re-
zisztenciamechanizmus all a hattérben. Ilyen
esetekben leggyakrabban az un. AmpC tipusu
rezisztenciaval van dolgunk, mely spektrumat
tekintve ugyanugy teljes kord béta-laktam re-
zisztenciat biztosit a baktériumnak, de klavu-
lansavval, vagy valamilyen mas ESBL-enzim
gatlé anyaggal nem gatolhatd. Az AmpC enzi-
mek szintén lehetnek plazmid vagy kromo-
szomalis kédolasuak és gyakori, hogy konstitu-
tivan termelik a baktériumok egy viszonylag
alacsony szinten (de léteznek stabilan represz-
szalt genotipusok is) az viszont mindannyiukra
jellemz8, hogy indukcié vagy mutacié révén
expresszidjuk jelentdsen megugorhat és akar
hiperprodukciés mennyiség is termelédhet. Az
ESBL enzimektdl jellegzetes eltérés még, hogy a
klavulansav csak gyenge inhibitoruk, jobb inhi-
bitorként az APBA-t emlithetjiik (3-aminofenil-
boronsav), az antibiogramban pedig az AmpC
enzimeket termel8 baktériumok in vitro mindig
rezisztensek cefamicinekre (cefoxitin, cefote-
tan). In vivo mindkét csoport rezisztens rajuk.
Mivel azonban a cefamicinek nem szerepelnek
az altalanosan hasznalt (EUCAST) Gram-negativ
bélbaktériumok vizsgalandd antibiotikumai ko-
zOtt, ezért ezt a gyanut megerdsiteni csak egy
Ujabb vizsgalattal lehet.

Létezik olyan, kereskedelmi forgalomban is
kaphato teszt is, mely abban az esetben is adhat
egyértelmd eredményeket, ha izolatumunk nem
ESBL-termel§ (nincs kulcslyukszerd zéonatorzu-
1as), de jellegzetesen és széleskoriien rezisztens
béta-laktamokra, és ebben a tesztben az AmpC-
termel$ baktériumok is azonnal igazolhatéak.
A teszt [58] soran egy harmadik generacids
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cefalosporin antibiotikum és két inhibitor
egylittes hatasait vizsgaljuk az izolatumon.
A cefalosporin ebben az esetben 10 pg cefpo-
doxim, az inhibitorok pedig egy ESBL-inhibitor
(valodszintleg klavulansav) és egy AmpC inhibi-
tor (valésziniileg APBA és valamilyen mas mo-
lekula 1:1 aranyu elegye a kiteliras 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
tartalmu. Ha mindegyik feltisztulasi zéna egy-
forma, akkor az izolatum cefpodoximérzékeny
és nem termel sem ESBL, sem AmpC enzimet.
Ha az A zdéna legalabb 5 mm-rel kisebb, mint a
B zdéna (és ugyanez a relacié megfigyelhets a
C és a D zdna kozott is), akkor ESBL-termeld az
izolatum. Ha az A és a B zdna atmérdi legalabb
5 mm-rel kisebbek a C és D zdéna atmérgitd],
akkor az izolatum AmpC-termel8. Ha mind az
A, mind a B, mind pedig a C zéna legalabb 5
mm-rel kisebb a D zéna atméréjénél, akkor az
izolatum egyarant ESBL-termelé és AmpC-
termel§ is. Ha egyik korong kortil sincs semmi-
lyen feltisztulasi zona, akkor e két fenti enzimen

11. dbra. D68C tesztek (sajdt fotdk)
1. ATCC 25922 Escherichia coli referenciatérzs - nincs rezisztencia
2.2062/2018 (G1/79.) Escherichia coli klinikai izoldtum - ESBL-termel6
3. G1/86. Enterobacter asburiae klinikai izoldtum - AmpC-termel6
4.16616/2018 (G1/84.) Escherichia coli klinikai izoldtum - nem ESBL és nem AmpC,
de rezisztens mindenre - eqyéb rezisztenciamechanizmus (karbapenemadz; lasd késobb)

is tuli, egyéb rezisztenciamechanizmus 4all a
hattérben. (A gyakorlatban ez az egész legtdobb-
szOr leegyszerlisddik arra a szintre, hogy ha
A és C kortl nincs, B és D kortil van feltizstulasi
z6na, akkor ESBL; ha A és B kortil nincs és C és
D kértl van zéna, akkor AmpC; ha A, B és C ko-
riil nincs zéna és D koriil van feltisztulas, akkor
ESBL és AmpC egyszerre; ha semmilye feltisztu-
lasi zéna nincs, akkor ezeken tili rezizstencia-
mechanizmust add enzim hordozasardl és aktiv
termelésérél van sz6.) Mindezt &sszefoglaléan
szemléltetia 11. dbra.

Léteznek ennél valamelyest bonyolultabb labo-
ratoériumi tesztek is AmpC enzimtermelés kimu-
tatasara [60, 61], kéztiik kisebb-nagyobb szen-
zitivitasi és specificitasi kiilonbségekkel.

Mindezek mellett meg kell jegyezni, hogy mar
léteznek, és az elsd inhibitorral kombinalt sze-
rek (amoxicillin/klavulansav, ticarcillin/klavu-
lansav) 1990-es évekbeli bevezetése utan né-
hany évvel mar a klinikai gyakrolatbdl is ismer-
tek olyan ESBL-enzimek, amelyek nem gatolha-
ték a napjainkban létezé és alkalmazott ESBL-
inhibitorokkal (klavulansav, szulbaktam, tazo-
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baktam) [61]. Ezek az IRT, azaz inhibitor rezisz-
tens TEM tipusu béta-laktamaz enzimek neviik-
ben hordozzak, hogy miért is veszélyesek: inhi-
bitorokra nem reagalnak, azaz kimutatasuk és
igazolasuk jéval nehezebb. Ismert az is, hogy a
TEM tipusu béta-laktamazok a legelterjedtebb
tipusu béta-laktamazok, de egyelére csak kevés
koziliik az IRT tipusu. Tovabbi aggodalomra ad
okot, hogy a szintén elég gyakori CTX tipusu
ESBL enzimek kozott [62], s6t ami még ijesz-
tébb, hogy a KPC-2 béta-laktamazok (karba-
penemaz) kozott is talaltak mar IR mutansokat
[63].

4.2. A karbapenemazok

Az ESBL és AmpC enzimeket termel$ kérokozok
interpretdlasakor - a karbapenemek kivételé-
vel - minden béta-laktam tipusu antibiotikumot
és inhibitorral kombinalt szert is rezisztensként
kell megadni. A karbapenemek (imipenem, me-
ropenem, ertapenem) voltak altalanosan azok a
szerek, melyek ezeknél a multirezisztens kor-
okozdknal sokszor egyediili terapias megoldas-
ként szoba kertilhettek. A mult idé hasznalata
azért indokolt, mert mar Eurépaban és Eszak-
Amerikaban is megjelentek azok a baktériumok
(egyeldre féleg csak nozokomialisan), amelyek
rezisztenciat szereztek ezek ellen az antibioti-
kumok ellen is. A karbapenem rezisztens izola-

12, dbra. Az ECDC 2013-as adatai az eurdpai CPE izoldtumokrdl [65]

-
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tumok (CPE (carbapenemase-producing Entero-
bacteriaceae)) terjedése mar nemcsak fenye-
getd, de még tavoli riogatds, hanem a valésag.
Magyarorszagon is torténtek mar izolalasok,
a dokumentaltalan esetek miatt ez a szam pedig
valészintlileg magasabb is valamennyivel. Az
eurdpai léptékben tevékenyked6 ECDC [64]
2013-as kiadasu tanulmanya alapjan [65] a me-
diterran orszagok a leginkabb érintettek, észak
felé haladva a prevalencia csékken. Magyaror-
szagon a dokumentalast a Nemzeti Népegész-
ségligyi és Gydgyszerészeti Kézpont [66] végzi,
a felbukkano esetekrdl a Nemzeti Surveillance
Rendszer ad hirt [67].

A karbapenemaz enzimek terjedését jelentésen
elésegiti, hogy ugyanugy, ahogy az ESBL enzi-
meknél is torténik, plazmidok segitségével hori-
zontalis géntranszfer is lehetséges kiilénbozd
baktériumok kozoétt konjugacié révén. Termé-
szetesen allatok is hordozhatnak ilyen enzime-
ket termel6 baktériumokat, mely szintén a
gyors foldrajzi szérédast segiti

teni a rezisztenciat, de ilyenkor is lehet§ség van
egy speciadlis modszer elvégzésére, amellyel
biztosan igazolhaté a karbapenemazaktivitas az
adott izolatumnal. Mind az EUCAST, mind az
amerikai CLSI [69] rutin mikrobiolégiai ajanla-
sai sokaig tartalmaztak is, hogy miel6tt karba-
penemazt termelének interpretalunk egy bak-
tériumot, elétte ezt az un. méddositott Hodge-
tesztet még végezziik el (mara ezt mar felvaltot-
ta egy még ujabb modszer a konfirmalasban).
A modszer kivitelezése viszonylag egyszert: egy
Miiller-Hinton-taptalajra standard 0,5 McF-es
ATCC 25922 Escherichia coli szuszpenziot szé-
lesztiink pazsitként. 3-10 perc mulva a taptalaj
kozepére helyeziink egy karbapenemkorongot
(ertapenem vagy meropenem), majd a teszte-
lendd izolatum 24 éras tenyészetének telepei-
bél csikban leoltast végziink a korongtdl kifelé
haladva a taptalaj széléig, majd 16-24 6raig in-
kubaljuk. Egyszerre tdobb izolatum is tesztelhetd
egy taptalajon (13. dbra). Ha egy tesztelt izola-
tum termel karbapenemazt, akkor a kdrnyezet-

[68].

Karbapenem rezisztenciavizs-
galata rutinszertien, az aktualis
ajanlas alapjan, csak annyiban
torténik, hogy az izolatumot a
hagyomanyos korongdiffuzios
modszerrel tobbek kozott imi-
penemre is vizsgaljuk. Sziiksé-
gesség esetén meropenem és
ertapenem vizsgalatok is tor-
ténhetnek, kérés vagy sziikség
esetén MIC meghatarozas is

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.

lehetséges Etestekkel. A karba-
penem rezisztencidjanak gyanuja abban az
esetben mertilhet fel az inkubacié elsé 24 6raja
utan, ha a vizsgalt karbapenem antibiotikum-
korong koriili feltisztulasi zéna hatarérték alat-
ti, vagy nincs is feltisztulasi zéna. A MIC megha-
tarozassal természetesen igazoltnak lehet tekin-

13. dbra. Mddositott Hodge-teszt [69]

1. ATCC BAA-1705 Klebsiella pneumoniae
referenciatérzs - karbapenemdzpozitiv

2.ATCC BAA-1706 Klebsiella pneumoniae
referenciatérzs - karbapenemdznegativ

3. Klinikai izoldtum - karbapenemdzpozitiv
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ében novekvd (egyébként mindenre érzékeny)
ATCC 25922 E. coli térzs novekedésre lesz ké-
pes, és ezt a tesztizolatum mellé ,bendévd” E. coli
novekedés jelzi. Ha a tesztelt baktérium nem
termel karbapenemazt, akkor a mellette névé
ATCC 25922 E. coli sem lesz képes extra nove-
kedésre a karbapenemkorong felé.

Emellett 1éteznek egyéb modszerek is a karba-
penemaztermelés hagyomanyos laboratdriumi
kimutatasara. Mivel a karbapenemaz enzimek
legtobbje metallo-béta-laktamaz, ezért haté-

kony gatldészeriik a metallo-béta-laktamaz en-
zimek miikddéséhez sziikséges Zn2+ ionok kela-
tolasa révén az EDTA (etilén-diamin-tetraecet-
sav). Az EDTA és a karbapenem és a kivaltott
koz0s, baktériumra gyakorolt hatas detektalasa
tobbféle modon is lehetséges: akar korongok-
kal, akar Etestekkel (14. abra). Nagyon fontos
megemliteni, hogy ez a mdédszer természetesen
nem alkalmazhat6 a nem metallo-béta-laktamaz
karbapenemazoknal, vagyis a moédszer karba-
penemaz sziirésre semmiképpen sem lehet al-
kalmas.

@

(-) control

(+) control

® MEM

MEM+EDTA

ETP+EDTA

14, dbra. Metallo-béta-laktamdz NDM karbapenemdz hordozds vizsgdlata
kiilonbozé tenyésztéses megolddsokkal Klebsiella pneumoniae izolatumon [70]
A) mddositott Hodge-teszt; B) ertapenem, meropenem, EDTA és kombindcidi korong-

diffuziéval; C) imipenem és EDTA szinergizmus torzult zéndval; D) kombindlt Etest
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A karbapenemrezisztens enzimeket hordozo
multirezisztens baktériumok ellen egy viszony-
lag Uj anyag is rendelkezésre all: az amoxicil-
lin/klavulansav példajara létrehoztak a mero-
penem/vaborbaktam kombindacids szert, mely
csak a KPC karbapenemazok ellen hatasos, mi-
vel a vaborbaktdm csak a szerin-karbapene-
mazokat képes gatolni (Ambler Class A karba-
penemazai), az Ambler B osztaly metallo-béta-
laktamazaira nincs hatassal [71, 72]. Jelenleg a
kisérleti stadium végsé fazisaiban van, kialakult
rezisztencia (még...) nem ismert.

5. Alternativ érzékenységvizsgalati
modszerek

Mind a korongdiffuziés érzékenységvizsgalati
médszer, mind az Etest technika jol kidolgozott,
széleskortien alkalmazott és mara mar viszony-
lag egyszertien kivitelezhetd, de a jelenlévé sok
valtozo és az eredményeket esetleg befolyasolo
tobb paraméter (taptalaj, inokulummennyiség,
inkubacidés hémérséklet és id§) parhuzamos és
folyamatos kontrollja sziikséges a standard és
mindségi eredményekhez. Ezeket a paraméte-
reket egy j6 mikrobioldgiai labor jol tudja kont-
rollalni, ezek a feltételek teljesithetdk, igy a
médszerek jol alkalmazhatdk. Ezeken kiviil a
leveshigitdsos modszerek és az azokbdl Kifej-
lesztett, kereskedelmi forgalomban 1évS érzé-
kenységmeghatarozasra alkalmas kitek szintén
mind megfelel§ eszkozok ezen a teriileten. Vi-
szont mindezen modszerek legnagyobb hatra-
nya: azok id&igénye; 16-24 éras inkubacid
szlikséges a mai referencia el§irasok szerint
[15], ami raadasul csak az els§ tenyésztési
eredmények megszerzése és feldolgozasa utan
kezdddik, ami szintén 16-24 6ra. A betegellatas
napjainkban folyamatosan névekvé terhel6dése
egyébként is mindinkabb afelé tereli a laborato-
riumi metédusok trendjét, hogy minél gyorsabb
és minél kevesebb munkaigényt vizsgalatokkal
szlikséges felvaltani a tradicionalis médszere-

ket A klinikai gyakorlatban alapvet6 fontossa-
gu, hogy anndl sikeresebb lehet egy terapias
folyamat, minél korabban sikeriil azt a gyakor-
latban elkezdeni. Ez gyors és pontos informa-
cidkat kovetel, amik alapjan célzottan és a lehe-
t6 leggyorsabban kell elkezdeni a beteg keze-
1ését.

5.1. Kromogén alternativ érzékenység-
vizsgalati médszerek

E laboratériumi folyamatok gyorsitdsara tébb
alternativ, gyors eredményt szolgaltaté techni-
ka keriilt mar kidolgozasra az érzékenységvizs-
galatokban. Az egyik legegyszertibb ilyen méd-
szer a nitrocefin gyorsteszt [73, 74]. A nitroce-
fin egy kromogén cefalosporin, melynek béta-
laktam gytirtijét béta-laktamaz enzimek hasitani
képesek, az igy hidrolizalt nitrocefin pedig piros
szinreakciot ad (eredetileg sargas), a reakciéidd
10-15 perc, gyengébb enzimtermel&knél hosz-
szabb. Legelterjedtebben papirkorong vagy
papircsik formajaban fordul el§ a gyakorlatban
és egyszerlien ra kell helyezni a vizsgalandd
baktériumtelepre, vagy ra kell kenni egy kevés
baktérium inokulumot a tesztre. Pozitiv ered-
ményként a teszt pirosas szinreakciét ad.

15, dbra Nitrocefinpozitiv BLPACR Haemo-
philus parainfluenzae térzs (3863/2018,
G1/101) (sajdt fotd)
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A nitrocefinteszt j6l hasznalhaté médszer béta- Imipenem
laktamazok jelenlétének egyszeri kimutatasara,
de annal tébb informaciot, hogy valamilyen
béta-laktamaz-aktivitas van jelen az adott izo-
latumnal, nem szolgaltat, a legegyszertibb peni-
cillinaztdl a szélesspektrumu béta-laktamazo-
kig minden enzim hidrolizalni tudja. Korab-
ban hasznaltak mas kromogén béta-laktamaz
szubsztratokat is [75], de a nitrocefin valt elter-
jedté. Hatranya, hogy a szinvaltozas értékelése
néha szubjektiv, hogy alacsony szintli en-
zimtermelésnél lassu és bizonytalan, és hogy a
csak citoplazmatikus enzimek kimutatasahoz Carbapenemase
extraktum sziikséges. oMo S

No inoculation

Noncarbapenemase
producer

Tovabbfejlesztett valtozatban kolorimetrias

technika is 1étezik nitrocefinnel, ami révén akar 16. dbra. Carba-NP teszt [78]. Jobbra imipe-
kvantifikalhato is egy izolatum béta-laktamaz- nemmel

termelése (laktamaz egység/térfogat mérték- Feliil: negativ kontroll

egységben) [76]. Ez inkdbb csak kutatd labo- Ko6zépen: CTX-M-15 ESBL-termelé E. coli -
rokban haszndlt, viszont ennek valtozatai a karbapenemdznegativ
komplikaltabban igazolhato rezisztenciamecha- Alul: NDM-1 karbapenemdztermelé K.
nizmusok kimutatdsanal valéban hasznos, de pneumoniae - karbapenemdzpozitiv

komoly infrastruktirat igénylé technolégiak.
Nitrocefint régebben alkalmaztak még akar
extrahalt fehérje gélek festésénél is, de ez
szintén inkabb csak kutatasi teriilet [77].

Hasonlé kromogén alapelvek mentén Excon(EENiiogieniolwilaltyps

szliletett meg a karbapenemazok detekta-
lasahoz is alkalmas gyorsdiagnosztikai E. coli (10.16) CTX-M-15
eszkdz, a Carba-NP- (Carbapenemase
Nordmann-Poirel-) teszt [78] és a gya-
korlatilag ugyanugy miikédé ESBL-NDP-
(Nordmann-Dortet-Poirel-) teszt [79],
melyekben enzim és antibiotikum reak- |K-pneumoniae (BN 113 0227) wild-type
ci6jabdl eredd pH-valtozast detektalunk
indikatorral (16. és 17. abra). K. pneumoniae (ANG) DHA-1

K. pneumoniae (09.200) TEM-3

17. dbra. ESBL-NDP teszt [79]. Bal oszlop: névekedési kontroll, kozépsé oszlop: cefotaxim,
jobb oszlop: cefotaxim + tazobaktdm. 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
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Az egyszert korongdiffuzié alapjan sokszor még
nem adhaté ki egyértelmili eredmény (karba-
penemazokndl egyértelmiien nem), a mddosi-
tott Hodge-teszt specifitidsa magas, de szenziti-
vitasa elég alacsony, az inhibitorokkal folytatott
kombindcios teszteknél és az ESBL double-disc
médszernél az elsd tenyésztés utani sok plusz
inkubacids id6 (+16-48 6éra) rohato fel hatrany-
ként és némely karbapenemaz esetén nincs is
ismert inhibitor (pl. 0XA-48) [78]. A Carba-NP-
és az ESBL-NDP-teszt soran az extrakcids ol-
datban 30 percig inkubalt, majd vortexelt, végiil
centrifugdlt izolatum feliilisz4jabdl vett mintat
reagaltatjuk pufferelt oldatban karbapenemmel.
Pozitiv reakcié esetén a béta-laktam-gytiri hid-
rolizise soran keletkez6 karboxil gydk kialaku-
lasa, majd a dekarboxilacié miatt a pH csékken,
amit fenolvords indikator sarga szinvaltozassal
jelez (max ~30 perc).

A Carpa-NP- és ESBL-NDP-tesztek specificitasa
és szenzitivitdsa is magas, az eredmény a te-
nyésztéses modszerekhez képest pedig nagyon
gyors. E tesztek pozitiv hemokulturak centrifu-
galt iiledékébdl elvégezve gyorsasaguk miatt
rendkiviili jelentdségiiek.

5.2. Nukleinsav alapu alternativ
érzékenységvizsgalati modszerek

Az el6szor 1971-ben napvilagot latott [80],
majd 1983-t6] kezdédben vilagszerte folyama-
tosan elterjedd [81, 82] és mara mar alapvetd
metodikava valé PCR alapu vizsgalatok az érzé-
kenységvizsgalatokban is jelen vannak. A te-
nyésztéses maddszerekhez képest gyorsaknak
szamitanak, de nem tipikusan gyorsdiagnoszti-
kai eszk6zok.

A megkdozelités alapelve, hogy az izolatum DNS-
extraktumabdl amplifikalunk kiilénb6dzé rezisz-
tencidk kialakulasaért felel6s géneket, azaz a
genotipus vizsgalatanak eszkoze. Akar egy mo-
dosult porin fehérjealegység génjérdl, akar egy

béta-laktamaz génjérdl, akar egy rezisztenciaért
felelés fehérjét hordozé plazmid egy fontos
transzkripciés vagy replikaciés szakaszarél van
sz0, a PCR vizsgalatok mindig is talan a lehetd
legmegbizhatébb médszerek lesznek ezek ki-
mutatasaban. Nagyon fontos tovabbi lehetdség,
hogy ezeket az amplifikalt szakaszokat szek-
venalni is lehetséges, ami példaul egy génben
valészinisitett pontmutacié keresésekor vagy
példaul egy ujonnan felbukkant béta-laktamaz
enzim osztalyozasa és jellemzése soran ma mar
nélkiil6zhetetlen.

Alapvetd ,probléma” a PCR alapu vizsgalatok-
nal, hogy tudnunk kell, hogy milyen gént kere-
stink: a baktérium névekedésén latott fenoti-
pust tobbféle genotipus is kédolhatja!

Nagy jelentdségiiek a rutin diagnosztikaban az
un. multiplex PCR vizsgalatok, amikor egyszerre
(egy extraktumbdl, egy reakcidelegyben, egy
idében) torténik meg tébb reakcid, azaz tébb
génszakasz egyiittes vizsgalata. llyenkor egyet-
len reakciéval kimutathato pl., hogy egy bakté-
rium a sok rezisztenciamechanizmus kozil me-
lyiket vagy melyikeket hordozza genomjaban.
A panelekben végzett PCR reakciok nemcsak az
egymastdl jelentdsen kiilénbdzd rezisztencia-
gének kimutatasakor lehetnek fontosak, hanem
akkor is, ha egy enzimcsoport egyes tagjait sze-
retnénk mar a PCR reakcié soran egymastol
elkiiloniteni. llyen reakciokban tehat egyszerre
sikertilhet kimutatni nemcsak az akar ESBL,
akar AmpC, akar karbapenemaz, vagy akar csak
egy barmilyen egyszertibb béta-laktamaz enzim
génjét, de még az is lehetséges, hogy még az
enzim konkrét tipusat is megtudhatjuk a vizsga-
lat végére [83, 84].
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18. abra. Real-time PCR —
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Sok esetben azonban a legbiztosabb DNS-alapu
tipizalasi médszer végiil mégiscsak a szekvena-
las. A szekvenalas végeredményeként a keresett
gén minden nukleotidjarél informaciét kapunk,
a vizsgalt gének egymassal és o6riasi adatbazisok
korabbi eredményeivel nagyon precizen 0ssze-
hasonlithatdk, valtozasok és mutaciok fedezhe-
ték fel a genotipusban.

Egy altalanos, rutin diagnosztikai PCR vizsgalat
a mai real-time PCR-ek kordban mar révidebb
id6 alatt kivitelezhets, mint a gélelektroforézi-
seknél, de még igy is (extrakciés folyamattal
egylitt) altaldban 3-8 odrara van sziikség az
eredmények megsziiletéséhez. A PCR vizsgdla-
tok a gyorsdiagnosztikai technolégiak kozé tar-
toznak ugyan, de 1éteznek naluk sokkal gyor-
sabb médszerek is. Eredményeit tekintve vi-
szont kevés modszer veheti fel a versenyta PCR
alapu technikakkal.

Hogy fenotipusosan is jelen vannak-e a keresett
fehérjetermékek, vagy csak a genotipusban mu-
tathaték ki, annak megvalaszoldsa mar mas

médszert igényel. Ilyen vizsgalatoknal mar nem
a csak igen/nem valaszt nyujté PCR vizsgalatra
van sziikség, hanem egy gén kifejez6dése mér-
tékének mérésére. A kérdés jelentdsége abban
all, hogy bizonyos gének expresszidos szintje
meghatarozhatja egy rezisztenciamechanizmus
jelenlétét. Lehetnek olyan gének, melyek nem is
fejez6dnek ki, és lehetnek olyan gének, melyek
hatalmas mennyiségben over-expresszalédnak.
Az ilyen iranyu vizsgalatok mar inkabb kutatasi
tertileteken zajlanak, de igy id6t is engedhetnek
példaul arra is, hogy a keresett, atirodé mRNS
kvantitativ eredményeit dsszehasonlitsak akar
véglil a réla transzlalédé fehérje (pl. egy porin
fehérjealegység) Western-blottal elvégzett sze-
mikvantitativ kimutatasaval is [85].

A nukleinsav alapu technolégiak egyik nagyon
hasznos, de koltségeit tekintve kdzel sem a leg-
olcsébb mdédszerei kdzé tartoznak a microarray
médszerek (DNS-chipként is ismertek). A vizs-
galat soran rendkiviil sok és sokféle génszakasz-
szal komplementer révid préobakat immobiliza-
lunk egy szilard feliiletre (pl. tiveglapra) apré,
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elkiiloniilé pontokként (spot), amire a vizsga-
landé izolatum RNS extraktumabdl késziilt és
fluoreszcens molekularis festékekkel megjeldlt
cDNS Osszterméket vissziik fel inkubalni.
A vizsgalat eredményeként a cDNS &ssztermék-
ben, azaz az mRNS-ként kifejezett gének pool-
jaban ténylegesen szerepl$ target gének a chip
komplementer spotjaihoz koétédnek, ha jelen
vannak. A kot6dés révén a fluoreszcens festékek
emittalni kezdenek, ennek intenzitdsa aranyos
az eredeti mintaban 1év6 target mRNS meny-
nyiségével és a kotédés erdsségével. Még bo-
nyolultabb elrendezésben peroxidaz-streptavi-
din szubsztrat rendszert is ligaltatnak a target
génekre, melyekkel viszont egyszertibb a detek-
talas [86].

A DNS-chip rendszerek is tulajdonképpen még
a gyorsdiagnosztikai eszkdztarhoz tartoznak, de
az egyszerlibb PCR moédszerekhez hasonléan itt
is a ,még aznap” eredményszolgaltatas a maxi-
mum a gyorsasagot tekintve, viszont azt tudni
kell, hogy itt az egész microarray vizsgalatot
még megeldzi egy extrakcids és reverz transz-
kripcios PCR 1épés is. A chipek altal eredménye-
zett nagyon nagy adatmennyiségek sokszor mar
komolyabb bioinformatikai eszkdzoket és sze-
mélyzetet is igényelhetnek, amely adatfeldolgo-
zas szintén idgigényes lehet.

19. dbra. DNS microarray [86]
A) A chipen elhelyezett egyes enzimek immobilizdlt cDNS-komplementer prébdinak ,tervrajza”
B-C-D) I-1I-111 panelek: 9 baktérium izoldtum kiilonbéz6 ESBL, KPC és eqyéb enzimei cDNS-

ének kimutatdsa

5.3. Pontos identifikacion alapulé alternativ
érzékenységvizsgalati modszerek

A sok kiilonb6zé megkozelitésti érzékenység-
meghatarozasi technika mellett fontos azt is
latni, hogy nemcsak a direkt erre iranyulé vizs-
galatok adhatnak fontos informaciokat, hanem
az is, ha elvégezziik az adott izoldtum pontos
identifikalasat. Sok baktérium fajarél és nem-
zetségérdl ismertek ugyanis un. intrinsic, azaz
természetes rezisztencidk is. Ha tehat ismerjiik
az adott korokozo6 fajat/nemzetségét, néhany
antibiotikum interpretdlasat mar eleve tudhat-
juk is. Vagyis ezzel a 1épéssel néhany olyan an-
tibiotikumot zarhatunk ki az esetlegesen majd
hasznalhatok koérébdl, amik az adott baktéri-
umnal biztosan terdpias kudarcot eredményez-
nének. Némelyik természetes rezisztencia mar
az antibiogramon is lathaté 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 egye-
zik meg, ezért ezekre kiilondsen figyelni kell
(3. tablazat).
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3. tabldzat. Az ismertebb és jelentésebb természetes

Intrinsi
rezisztencidak kiilonbézé baktériumokndl nll;ll? 51ct
187, 88, 89, 901  cSoient
et érzékenység
aerob baktériumok metronidazol
anaerob baktériumok arr.unogllko.@dok, kinolonok, cefalosporinok
(Kkiv.: cefoxitin)
Gram-pozitiv aerobok polymyxinek, 1. gen. kinolonok, aztreonam
p penicillinek, makrolidok, linkézamidok,
Gram-negativ aerobok : . . T
streptograminok, glikopeptidek, mupirocin
1.és 2. gen.
Streptococcus spp. aminoglikozidok fluoroki-
nolonok
penicillinek,
cefalosporinok, linkézamidok, amlpogll-
: N ) : kozidok,
Enterococcus spp. aminoglikozidok, clindamycin, :
. : fluoroki-
trimethoprim-szulfametoxazol
nolonok,
meropenem
Mycoplasma spp. béta-laktdmok, vancomycin
Chlamydia spp. béta-laktdmok, aminoglikozid ok
. penicillin, vancomycin, makrolidok cefalexin,
Haemophilus spp. : .
(kiv. aztreonam) cefuroxim
Bacteroides spp. aminoglikozidok, penicillin, ampicillin
Neisseria spp. trimethoprim
Proteus spp., Providencia spp., Serratia spp., .
Flavobacterium spp., Burkholderia spp. polymyxinek
Prote'us SPP-, tetraciklinek, nitrofurantoin
Providencia spp.
Proteus spp., Morganella morganii, Serratia cefuroxim
marcescens
Klebsiella spp., Morganella spp., Yersinia spp., aminopenicillinek
Aeromonas spp.
Haemophilus influenzae fuzidinsav cefuroxim
Moraxella catarrhalis trimethoprim

Stenotrophomonas maltophilia

karbapenemek, amoxicillin/klavuldnsav,
piperacillin/tazobaktam, cefazolin,
cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim,
aminoglikozidok, foszfomycin

Listeria monocytogenes

cefalosporinok

Pseudomonas aeruginosa

penicillinek, aminopenicillinek, aminopeni-
cillinek/béta-laktamaz gatlé kombindacids
szerek, 1. és 2. gen. cefalosporinok, 3. gen.
ordlis cefalosporinok, ertapenem, tetracik-
linek, tigeciklin, chloramphenicol, trime-
thoprim, trimethoprim/szulfametoxazol,
clindamycin, fuzidinsav, makrolidok, linezo-
lid, rifampicin, quinupristin/dalfopristin

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

amoxicillin/klavuldnsav

Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Enterobacter aero-
genes, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii

ampicillin/szulbaktdm

Acinetobacter baumannii

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

Staphylococcus saprophyticus

novobiocin
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A kiilonb6z6 mintdkbdl kitenyésztett mikrobak
laboratériumi meghatarozasa jol kidolgozott
médszertani tertilete a klinikai mikrobiolégia-
nak: identifikaciés folyamatokkal, kiilénbozé
tesztekkel gyorsan és viszonylag nagy bizton-
saggal tudjuk meghatarozni a leggyakrabban
eléfordulé baktériumfajokat. Telepmorfoldgia,
szinek, szagok, hemolitikus képességek, Gram-
festddés, sejtalak, oxidazreakcio, katalazreakcig,
ureazaktivitas, kiilonb6zé cukrok és mas anya-
gok felhasznalasi képessége, novekedési para-
méterek és még sok Kkisebb-nagyobb egyéb
teszttel vizsgalhatjuk izolatumaink makroszko-
pos, mikroszképos és fizioldgids tulajdonsagait.
Végsd soron ezeken keresztiil altaldban elju-
tunk a valds megoldasig. Ha a fenotipusos méd-
szerekkel mégsem jutunk elére, a genotipus
elemzésével mar biztosan célba ériink: PCR
vizsgalatokkal, esetleg szekvenalassal mar szin-
te nem is lehet tévedni az identifikalasban.

Az identifikalasok hagyomanyosan jé, de nem
mindig szaz szazalékos és sokszor iddigényes
médszerei mellett egyre siirget6bb manapsag,
hogy uj megkozelitésii technoldgiakkal egyszer-
re gyors és pontos eredményeket tudjunk szol-
galtatani, kezelhetdségiik pedig viszonylag egy-
szerd legyen. Ez a technolégia mara mar
megszliletett és valoszintileg az 1970-es '80-as
években virdgkorat é16 gazkromatografias iden-
tifikaldé mdédszerekbdl nétte ki magat mai, egyre
szélesebb korl alkalmazasaig. A gazkromato-
grafias modszereknél a baktériumok (elsésor-
ban anaerobok) altal termelt zsirsavak és egyéb
illéolajok voltak egymastol elkiilonitheték a
kapott spektrumokon, mely zsirsavisszetétel-
bél azutan az identifikacié volt elvégezhetd [91,
92] (20. és 21. abra).
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20. dbra. Anaerob baktériumok fermentdcios

termékei [91]. (A: ecetsav, B: vajsav, L: tejsav)
Bifidobacterium eriksonii ATCC 15423
Eubacterium limosum ATCC 8486
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21. dbra. Clostridium difficile izoldtum
karakterizdldsa termelt zsirsavprofilja
alapjdn [92]

Az identifikdlas gazkromatografias megkozeli-
tése kivalé moédszer volt, de hamarosan mole-
kularis biologiai és biokémiai gyorstesztek vet-
ték at helyiiket a laboratériumokban. A mar
emlitett, id6kozben ekkor mar a szarnyait pro-
balgaté masik moédszer a MALDI-TOF tomeg-
spektrometria volt, melyet el6szér 1975-ben
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probaltak alkalmazni mikrobak azonositasara
[93], az 1980-as évekig azonban még sok kezde-
ti problémat kellett lekiizdeni ahhoz, hogy ez a
fehérjék és egyéb makromolekuldk alapjan az
egyes baktériumokrdl profilok felvételére képes
médszer elfogadotta valjon. Ekkor kezdték el
épiteni az els6é olyan adatbazisokat, melyekbdl
aztan identifikalasok késziilhettek [94].

A metddus kidolgozasa, kifejlesztése Franz Hil-
lenkamp és Michael Karas nevéhez kéthetd, az
elsé prototipust 1988-ban tesztelték ilyen ira-
nyu vizsgalatokra [95]. Veliik parhuzamosan
egy masik kutatocsoport (Koichi Tanaka és
munkatarsai) ért el attdrést a lézerionizacios
technikan alapulé uj mitszerrel, 6k 2002-ben
Nobel-dijat is kaptak tevékenységiikért [96].

A MALDI-TOF betilisz6 egy olyan specidlis to-
megspektrométert jelent, ahol egy ionforrasbél

szarmazé lézerimpulzus gerjeszt egy vivéanya-
got, amely a mintahoz kapcsolddik, és a gerjesz-
tett viv6anyag (a kapcsolédd mintaval egyiitt)
egy tdmegszam-analizator detektora felé halad
egy vakuumcsében: matrix-assisted laser de-
sorption ionization - time-of-flight.

A nagy ionizacids energiat kozvetit§ l1ézerim-
pulzusokkal, melyekkel a vivéanyagot, az un.
matrixot gerjesztjiik, tulajdonképpen szilard fa-
zisbol robbantjuk ki a matrix anyagot gaz fazis-
ba (deszorpcid) a kapcsolodé mintaval egyiitt.
A matrix a mintaval kapcsolddva repiil egy ion-
gyorsitoként szolgald légiires, elektromos erd-
térben. Ebben az elektromos erétérben egy erds
gyorsitofesziiltség (19-20 000 V) készteti az
ionizalt molekuldkat mozgasra, a vakuumban
torténd repiilési id6 (time-of-flight) lehet8séget
ad a mintaban 1év8 anyagok tdomeg/ toltés sze-

22. dbra. A MALDI-TOF témegspektrométer miikidése
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rinti szétvalasara, a vakuumcsében repiilve a
kisebb méretdi molekulak révidebb, a nagyobb
molekulak hosszabb idé alatt jutnak el az anali-
zatoron keresztiil a detektorba (22. abra). Igy
torténik meg a mintaban 1évé anyagok to-
meg/toltés szerinti elvalasztisa és ezek detek-
talasa. Vagyis azt a megfigyelést, miszerint a
molekula mérete és a detektor eléréséhez sziik-
séges replilési id6 kozdtt aranyossag all fenn,
felhasznalhatjuk a felgyorsitott ionok todmegé-
nek a meghatarozasahoz. Az igy kapott ered-
mény a tdmegspektrum, melyben az egyes jelek
(azaz csucsok vagy peakek) a minta egy adott
m/z fajlagos tOmegli molekulaionjat jelzik, a
peakek magassaga pedig az adott molekula
mennyiségével aranyos.

Esetlinkben ezek a toltéssel rendelkezé moleku-
lak, melyek a matrix-szal kapcsolédva repiilnek
a detektor felé molekulatdmegiiknek és tolté-
siiknek megfelelen, a baktériumok sejtjeiben
legnagyobb mennyiségben megtalalhaté anya-
gok: a fehérjék (f6leg). Mivel minden baktéri-
umfaj fehérjeprofilja mindségi és mennyiségi
eltéréseket mutat a tobbihez képest, igy ezek
a kiilénbozd fehérjékbdl allo jelsorozatok, me-
lyeket egy baktérium MALDI-TOF-ban valo
felhasznalasakor kapunk, jellegzetes profilokka
allnak Ossze. Ezek a fehérjeprofilok tehat egy-
egy fajra jellemzéek, azaz alkalmasak arra, hogy
ezekbdl adatbazisokat épitve, a MALDI-TOF t6-
megspektrométerrel Ujra és ujra meg tudjuk
hatarozni az adott baktériumfajt tipikus fehér-
jeprofiljadbdl kapott egyedi tOmegspektruma
alapjan. Természetesen még az egyes baktéri-
umizolatumok kozott is vannak kisebb-nagyobb
eltérések a fehérjeprofiljukat tekintve, még ha
egy fajhoz is tartoznak, de az identifikacio olyan
altalanos mintazatok felismerésén alapul, me-
lyet nagyon sok, egy fajba tartozé izolatum mé-
résébdl alakitanak ki. A legtdbb esetben nincs
szlikség arra, hogy az identifikacid soran késziilt

tOmegspektrum egyes jeleit, azaz peakjeit add
fehérjékrél és egyéb molekulakrdl tudjuk, hogy
melyik milyen fehérjét, milyen peptidet takar-
nak, a lényeg ezeknek a peaksorozatoknak a
fajra jellemzd mintazata. Ez a mintazat az, amit
a MALDI-TOF MS analizator szoftvere az identi-
fikacional felhasznal, adatbazisabdl az ehhez
legjobban hasonlitd, legtobb egyezést mutatd
mintazathoz kédolt fajnevet adja az éppen ana-
lizalt izoldtumunk fajmeghatarozasaként.

A mikrobak MALDI-TOF tomegspektrometrias
identifikalasi folyamata tulajdonképpen mar
egyszeru feladat: az adott izolatum friss (max.
18-24 6ras) tenyészete egy izolalt telepébdl egy
steril fogpiszkalé segitségével kevés mintat
vesziink fel és azt egy, a MALDI-TOF MS készii-
1ékbe helyezhetd acéllapka, az tun. plate felszi-
nére kenjiik. Egy ilyen plate-re (késziiléktdl
fliggen) 96 minta vihetd fel, az egyes mintak
felviteli helyét kis gravirozott korék, az un. spo-
tok jelzik.

Legegyszeriibb esetben a mintdk felvitele utan
az egész plate-et szobah&mérsékleten allni
hagyjuk, hogy az analitok (itt a baktériumsejtek
kikent mintai) beszaradjanak. Ezutan pipettaval
2-2 pl matrix vivéanyagot visziink a beszaradt
mintak apro foltjaira, majd ezt is hagyjuk besza-
radni. A matrix beszaradasa, kikristalyosodasa
soran torténik meg annak fehérjékkel és az ana-
lit barmilyen mas anyagaival torténd kapcsolo-
dasa.

Az egész procedura a baktériumsejtek felvételé-
tél, a kiilénbdz6 oldatok pipettazdsan és besza-
ritasan at, egészen a mérésig 6sszesen nem tobb
mint egy kb fél éras munkaidét igényld folya-
mat. Ha tobb mintaval dolgozunk egyszerre
(egy plate-en 96 minta dolgozhaté fel), az nyil-
van aranyosan még tobb idét takarit meg a so-
rozatos mintafeldolgozas révén.
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A folyamat csak laboratériumban végezhetd el,
némely felhaszndlt anyag veszélyes is, kell§
ovintézkedések, preciz odafigyelés és véddofel-
szerelés hasznalata erdsen ajanlott!

23. dbra. Baktérium izoldtum identifikdldsa
MALDI-TOF tomegspektrométerrel. E16készi-
to lépések és a mdtrix kristdlyosodadsi folya-
mata [98, 99, 100]

A matrix vivanyag leggyakrabban alfa-ciano-4-
hidroxi-fahéjsav (a-CHCA) vagy dihidroxi-ben-
zoesav (DHB), funkcidja a 1ézer altal biztositott,
az ionizacidhoz sziikséges energia elnyelése és
atadasa az analit molekulainak. A matrixszal
egylitt kristalyosodott analit ennek hatasara a
mintabdl felszabadul (deszorpcid), és moleku-
laionok formajaban gaz fazisba kertl. A kiilon-
b6z6 matrixok kozil az a-CHCA a leginkabb
elterjedt és széleskdrlien alkalmazott (alacsony
molekulaméret tartomanyhoz ez ajanlott), de
mas matrixok is léteznek. Funkcionalis tulaj-
donsagaikat és molekulatdmegliket tekintve
eltérs, strukturalisan alapvet&en hasonld felépi-
tési molekulak (4. tablazat).

A mai klinikai mikorbiolégidban a MALDI-TOF
MS alapu identifikalas egyre inkdbb elfogadott
és egyre szélesebb korben is alkalmazott méd-
szerré kezd valni még hazankban is. Precizitasa,
gyorsasaga messze meghaladja a hagyomanyos
médszerek hatarait. A tomegspektrométer ma-
gas ara sajnos nem teszi lehetévé, hogy minden
laboratériumban jelen legyen egy-egy ilyen
eszkoz, de a Kisebb laborok hasznalhatjak ,be-
kildéként” a késziiléket, azaz a plate-en elvég-
zik az egyszert, el6készitd folyamatokat, majd
beszallitjdk egy olyan kozponti intézménybe,
ahol van MALDI-TOF MS, az eredményeket
pedig mar néhany 6ran beliil e-mailen vissza
is kapjak. A tomegspektrométer késziilék az
anyagkoltségei és a fenntartasa tekintetében tu-
lajdonképpen olcsd, anyagigénye alacsony, ke-
zelése egyszerti.
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HO A CN |\'4_J HO (T)CHV N
«-ciano-4-hidroxi- 2,5-dihidroxi- : : : o
» szinapinsav aminoacridine
fahéjsav benzoesav
CHCA DHB SA 9-AA
MW 189,17 MW 154,12 MW 224,21 MW 194,23
<5000 Da pepetidek g = « kis molekula-
pep kis molekulatémegt >5000 Da N L
) o tomegti lipidek
molekulak fehérjék i )
és metabolitok
+ + +
NH
= X2 OH O ? O oM 0O OH
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A X N W ) 08
NH, HO OH OH - ~ .
trihidroxi- 3-hidroxi-
1,5-diaminonaftalén rreroxt TR 1,8,9-antracéntriol
acetofenon pikolinsav
1,5-DAN THAP 3-HPA DTN
MW 158,20 MW 168,15 MW 139,11 MW 226,23
lipidek ligonukleotidok &
° 1gon1.1 ,eo ! O_ es oligonukleotidok lipidek
foszforillalt peptidek
+/- + (Li*) + +/-

4. tabldzat. Gyakoribb mdtrixok. Név, révidités, molekulatomeg, alkalmazdsi tertilet,
preferdlt ionizdcios mod [101, 102]
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24. abra. MALDI Biotyper® szoftveres munkafeliilet vizsgdlat k6zben (sajat képek)

Bal oldal: fent a Iézeres ionizdcid Idthato miikddés kdzben a beépitett kis kamerdn dt,
mellette az éppen késziilé spektrum, alul a vizsgdlt plate rajza a rajta 1évé analitokkal,
mellette az aktudlis paraméterbedllitdsok feliilete

Jobb oldal (fentrél lefelé): egy elkésziilt MALDI-TOF MS spektrum; eqy kapott spektrum
osszehasonlitdsa az adatbdzis adataival; az analizis végeredménye: az identifikdcio

tiz legmagasabb score értékii eredménye

Az identifikdlashoz egy szoftveres értékeld
rendszer all rendelkezésre, a MALDI-Biotyper®
[103, 104], amely objektiv médon interpretalja
a species- és genus-szintd identifikaciés ered-
ményeket. Az értékelés naprakész és folyama-
tosan frissitett adatbazisok alapjan torténik,
melyek rendkiviil fontos tulajdonsaga, hogy a
felhasznald altal is fejleszthetdk, azaz példaul
egy teljesen uj baktérium esetén , megtanithat6”
a rendszernek kell6 szamu spektrum felvételé-
vel. Az uj faj (melyet példaul szekvenalassal
azonositottunk) beilleszthet§ az adatbazisba.
Ennek igen komoly jelentdsége van, mert a ha-
gyomanyos identifikdldé moddszerek sokszor
csak a legnagyobb valésziniliség elve alapjan
miikdédnek, szekvenalasra pedig csak ritkan van
mod a rutin munkadban eléforduléd izolatumok
esetén. Latvanyos az a jelenség, hogy a MALDI-

TOF MS korszak bevezetése utan sok klinikus
egyre tobbet konzultdl a mikrobiolégusokkal
arrél, hogy tulajdonképpen mi is az az addig
még sosem hallott baktérium, amit a leleten
megkapott, mert addig példaul csak ,a-hemo-
lizalé Streptococcus”, E. coli”, vagy ,Entero-
bacter sp.” néven kertiltek kiadasra azok a bak-
tériumok, melyek a hagyomanyos modszerekkel
csak eddig a szintig voltak meghatarozhatoak.
Ez az ugras abbdl a szempontbdl is nagyon je-
lentds, hogy a precizebb identifikaciés eredmé-
nyek révén uj kapcsolatok fedezheték fel bizo-
nyos ,Uj” baktériumok és bizonyos kérképek
kozott, ha egy ilyen Uj Osszefliggéssel egy arra
nyitott klinikus szembesiil (ez utdbbi viszont
még sajnos csak ritkan teljestil). Ezek a bak-
tériumok természetesen nem ujak, eddig is
ugyanazokban a korfolyamatokban vettek részt,
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de eddig nem voltlehet8ség arra, hogy felismer-
juk 6ket a hagyomanyos modszerek alapjan
ilyen mélységben. Példaul egy Achromobacter
xylosoxidans vagy egy Staphylococcus lugdu-
nensis egyaltalan nem biztos, hogy minden mik-
robiolégiai laborban kénnyen azonosithato
MALDI-TOF MS vagy szekvenalas nélkiil a ha-
gyomanyos, rutin biokémiai és mikrobiolégiai
eszkozokkel.

Az értékelés soran a kapott spektrumot az
adatbazisban szereplé spektrumokkal hasonlit-
ja 0ssze a szoftver, mely alapjan egy un. score
értéket ad az adott izolatum azonositasara. Ez
azt jelenti, hogy egy magas score értéki azono-
sitas erds egyezést mutat az adatbazis adataival,
azaz az identifikacio biztos, alacsony score érték
esetén ennek kisebb a valdszintlisége és csak a
nemzetség szintd identifikalas a biztos. A score
értékek alapjan a MALDI Biotyper® program 4
kategoriat kiilonboztet meg, melyeket szinko-
dokkal is jelez:

score értékelés

nal), sokkal valésziniibb, hogy a minta elékészi-
tésénél tortént valamilyen probléma.

A legegyszeriibb esetben, a mar ismertetett
elékészitd 1épések utan kozvetlentil meg is tor-
ténhet maga a mérés is, ez a mddszer Gram-
negativ bélbaktériumoknal még elfogadhatd
lehet, de komolyabb sejtfallal rendelkezé Gram-
pozitivoknal vagy gombaknal mar biztos gyenge
eredményt ad. Egy szinttel komolyabb el&készi-
tésnek szamit (és a legtobb esetben mar ez
szamit az alapvet8en elterjedt és bevalt rutin
identifikacios vizsgalatoknak) az egyszeru han-
gyasavas feltaras kozbeiktatasa a mintafelvitel
és a matrix raszaritdsa kozé: ilyenkor 2-2 ul
70%-os hangyasavat pipettazunk a mintak spot-
jaira, ezt is hagyjuk beszaradni, majd kévetkezik
a mar ismertetett matrix és a mérés. Joval
drasztikusabb feltarast eredményez (pl. gom-
baknal) a teljes extrakciés moddszer, ahol az
izolatumot el6szér 96%-os EtOH-ban, majd
70%-0s hangyasav és tOmény acetonitrilben

interpretacio

| Staphyl e
1,8, 7 biztos genusszintii identifikalas aphylococcus sp
(coag poz.)

5. tabldzat. MALDI Biotyper® identifikdldsi eredmények, score érték kategoridk

A mérések (vagyis a spektrumok) mindségét
jelzd score értéket jelentésen befolyasolja, hogy
hogyan tortént a minta el6készitése. ,Not re-
liable” eredmény lehetséges abbdl az esetbdl is,
ha éppen egy addig az adatbazisban még nem
szereplé baktériummal van dolgunk (és ez mar
egyre Kisebb valdszinliségii a mai adatbazisok-

extrahaljuk, a centrifugalt feliiluszobdl felvi-
szlink 2-2 pl tisztitott extraktumot a plate spot-
jaira, majd ennek beszaradasa utan johet a mat-
rix és a mérés. Az egyes modszerek eredmé-
nyének mindsége és a raforditott id6 egymassal
természetesen itt is egyenesen aranyos. Viszont
a legkifinomultabb eredményeket adé legbo-
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nyolultabb extrakciés mddszer munkaideje sem
haladja meg az egy 6rat.

A Kklinikai mikrobiolégia egyik nagyon fontos
laboratériumi tertilete az intenziv osztalyon
apolt betegek mintainak vizsgalata. Az eredmé-
nyek gyorsasaga és precizitasa ezekben a hely-
zetekben tényleg létfontossagu. Pozitivként
jelzett hemokultura-mintdknal példaul jelentd-
sen meggyorsithatd a szepszist okozd bakté-
rium azonositasa, ha a pozitiv hemokulturabol
azonnal mintat vesziink, a vér sejtes elemeit
lizaljuk, centrifugaljuk, és a pelletként az Ep-
pendorf-csé aljan 1évé baktériumokat a MALDI-
TOF plate-re vissziik fel a mar ismertetett mo-
don [105]. Ez a modszer természetesen csak
olyan mintakndl valésithatd meg, ahol egyetlen
baktériumfaj van jelen nagy szdmban a minta-
ban (pl. hemokultura, vizelet) [106, 107], mert
tobb baktérium egylittes jelenlétét egy spekt-
rumban a MALDI-TOF MS sem tudja egyel&re
feloldani — bar mar vannak ilyen térekvések,
amik ezt a problémat igyekeznek lekiizdeni
bioinformatikai eszkdzokkel [108]. Emiatt ter-
mészetesen még minden esetben sziikséges
elinditani példaul egy pozitiv hemokultiranal
a hagyomanyos tenyésztéseken alapul6 folya-
matokat is, mely 16-24 6ra miulva ad eredmé-
nyeket, és természetesen azért is, mert az ér-
zékenységvizsgalatok is csak az igy Kitenyé-
szett mikrobakbdl térténhetnek a hagyomanyos
modszertani ajanlasok alapjan.

A mikrobak azonositdsaban tehat hatalmas se-
gitség tud lenni a MALDI-TOF témegspektro-
metria, a pontos identifikacié révén pedig az
intrinsic rezisztenciaviszonyok egy része mar
ebbdl a nagyon preciz identifikaciébdl is tisz-
tazhatd. De milyen plusz informaciot adhat még
a MALDI-TOF MS médszer az érzékenység-
vizsgalatokban?

6. Erzékenységvizsgalatok MALDI-TOF MS
modszerrel

A MALDI-TOF MS identifikaciés spektrumok
azokat a peakeket tartalmazzak, amiket az adott
izolatumban nagy mennyiségben megtalalhatd
fehérjék és egyéb molekulak adnak ki. A kiilén-
b6z6 rezisztenciakért felelés faktorok, mint
példaul egyes enzimek, vagy médosult citoplaz-
matikus fehérjealegységek ritkan fordulnak eld
olyan mennyiségben, hogy azok un. marker
peakekként a spektrumokban felfedezheték
lennének. A jelenség ritka, de nem lehetetlen.

Az Enterococcusok vilagszerte nagyon elterjedt,
a human és allati bélfléraban is b&ségesen els-
fordulé6 Gram-pozitiv baktériumok, a normal
flora fontos részei. Ennek ellenére koérokozé-
ként is viselkedhetnek opportunistaként, ilyen-
kor természetesen korokozokként is kell kezel-
ni 6ket, ellentik terdpia indithatd. Szepszisben
és egyéb sulyos fertézések esetén az egyik ilyen
elsédlegesen hasznalt szer Enterococcusok ellen
a vancomycin. A vancomycin a glikopeptid anti-
biotikumok kozé tartozik, hatdsmechanizmusa
tobbrétli: a sejt permeabilitdsat tudja megno-
velni drasztikusan, illetve nukleinsav-szintézist
gatlé tulajdonsagai is ismertek. Glikopeptidre-
zisztens torzsek el8szor az USA-ban jelentek
meg az 1980-as években, ahol azutdn azok na-
gyon gyakoriva is valtak (20-30%), mig nalunk
még csak sporadikusan fordult el tobb esetben
[88]. A glikopeptidrezisztencianak 3 {6 formaja
ismert, melyekért a vanA, -B és -C génekrdl at-
ir6dd eltérd szerkezetli membranfehérjéi fele-
16sek, a valtozas révén nem jé targetei tobbé a
glikopeptideknek.
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vancomycin rezisztens Entero-
vanA vanB vanC o
: z coccus (VRE) izolatumokban,
vancomycin E/M Ivek bizhats & di
: : - z melyek megbizhatdé és egyedi
teicoplanin E/M E y & . &
. markereknek tiinnek ennek a
mobil - - - . .
én elemeken kromoszomalis, | kromoszomalis, | tipusu rezisztencianak a hordo-
8 ) o indukalhatd konstitutiv zasaban [109]. A vizsgalatban
indukalhato | i
- - — etanolos moadszerrel extrahalt
rezisztencia | szerzett szerzett Intrinsic . . I
E faccalis Eoallinarim sejtek  spektrumain sikertilt
leggyakoribb | E. faecalis i ] 9 ] megtalalni ezeket az egyértel-
. i ] E. faecium E. casseliflavus , . .
elofordulas | E. faecium E ) E miuen lathaté marker peakeket
. raffinosus - flavescens (a negativ kontrollok spektru-

6. tdbldzat. A leggyakoribb Enterococcus
glikopeptidrezisztencidk [88]

A szerzett glikopeptidrezisztenciat hordozo
torzsek nagyon komoly veszélyt jelentenek,
mert elterjedésiik esetén nagyon sok stlyos,
Enterococcus-okozta kérkép valhat sokkal ne-
hezebben kezelhet6vé, ezért minél gyorsabb
kimutatasuk nagyon fontos laboratériumi fel-
adat. MALDI-TOF tomegspektrometria segitsé-
gével sikertilt mar olyan peakeket azonositani

maihoz képest), ez pedig azt
jelenti, hogy kijelenthets, hogy MALDI-TOF MS
segitségével sikeriilt egy rezisztenciamecha-
nizmust detektalni (25. abra). Egy tovabbi ki-
sérletben sikertlt differencidld6 marker peaket
talalni a vanA és a vanB tipusu E. faecium tor-
zsek kozott is (26. abra).

25. dbra. VRE (zo6ld) (vanB E. faecium) és nem-VRE (piros) (ATCC 19434 E. faecium) MALDI-TOF
MS spektrumainak dsszehasonlitdsa kiilonb6z6 mérési tartomdnyokban [109]
» VRE specifikus marker peakek: ~2545, 5095 m/z

= Nem-VRE specifikus marker peakek: ~5035 m/z
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Szinte a MALDI-TOF alapu vizsgalatok 1étezésé-
vel egyidds az az igény, hogy MALDI-TOF to-
megspektrométert hasznalva MRSA és MSSA
lyen egyértelmi és elkiilonité marker peakeket
sikeriiljon talalni. Sajnos ennek megoldasa még
mind a mai napig csak tervek és elméletek for-
majaban létezik, legtdbben statisztikai alapon
probaljak meg megtalalni az egyedi peakeket,
mert az MRSA és MSSA torzsek sokfélesége mi-
att egyeldre nincsenek egyértelmii eredmények.
Valészintsitik néhany viszonylag gyakrabban
felbukkanoé egyedi peak nagyobb jelent&ségét,
de ezek is csak a torzsek egy részére tlinnek
igaznak, az izoldtumok tébbi részére nem. Bizo-
nyos szakirodalmi forrasok szerint [110] legva-
16szinlibbnek a 3784 m/z és az 5700 m/z pea-
kek tlinnek e kutatasok alapjan, ezek koziil az
5700 m/z peak valdban elkiilonitének tiinik 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 hanyadaban mutat-
hatd ki. E szerzék szerint a két csoport kozti
kiildnbség szignifikans e két marker peak jelen-

26. dbra. VanA és VanB tipusii E. faecium
torzsek dsszehasonlitdsa [109]
» vanA (zo6ld) specifikus: ~6635m/z
» vanB (piros) specifikus: 6603 m/z

1étét, illetve intenzitasat illetéen. Mas szakiro-
dalmi forrasok viszont vitatjdk mindezt és telje-
sen mas megkozelitést javasolnak. Valésziniileg
elészor az adott térzsek alaposabb megismeré-
se (spa szekvencia és MLST tipizalas) és preciz
csoportositasa utan lehet csak elkezdeni felol-
dani ezt a tobb évtizedes problémat, mert vald-
szinlileg nem csak egyetlen egy és altaldnos
megoldas létezik.

A Bacteroides fragilis izolatumok cfiA gént hor-
dozé és nem hordozo térzseinek differencialasa
MALDI-TOF spektrometria segitségével viszont
j6l miikodo és széleskortien elfogadott modszer.
A cfiA gén egy karbapenemaz enzimet koédol
B. fragilisben, mely karbapenemekkel szemben
rezisztenssé teheti az enzimet termelni képes
baktériumot. A B. fragilis torzsek két nagy cso-
portra, un. diviziéra oszthaték. Az I. divizioba
tartozd torzsek nem hordozzdk a cfid gént, a
II. diviziéba tartozok igen. Egyszerti MALDI-
TOF MS spektrum felvételével a két divizid 5 jol
elkiiloniilé marker peak alapjan differencialhatd
egymastél 4700 és 5300 m/z tartomanyon beliil
(27. abra), elkiildnitésiik révén pedig megtud-
juk, hogy izolatumunk hordozza-e a cfiA karba-
penemaz gént, vagy sem [111].

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.

TANULMANY



DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

- ' , , 1 , - cze60

- 10
0 o ! R19811

‘ TAL3IG3S

i W | 1672

1"

~ ‘ 1 021

,' ‘ . . ors At

140 5 —d

B e B r 1470 4.

[ 15476

15361

72232

I ! NCTC 934

x 0% “x oo “Ox S5 5K ST i
@ @
- - -\
& 4 P &

27. dbra. B. fragilis térzsek I, és Il. diviziéjdnak elkiilonitése MALDI-TOF MS mddszerrel,

gel/stack view [111]

» divizio (cfiA-) marker peakek [m/z]: 4711, 4817, 5017, 5204, 5268
» divizio (cfiA+) marker peakek [m/z]: 4688, 4826, 5002, 5189, 5282

Egy némileg az eddig ismertetettektdl eltérd
szemléletli modszer az un. breakpoint moédszer.
Az ilyen tipusu vizsgalatokban a mikrobakat
(a mddszert leiré publikaciéban Candida albi-
canst) egy antimikrobialis szer higitasi soraban
tenyésztik megfelel§ koriilmények kozott folya-
dékkulturakban [112]. A 16-24 éras inkubacid
utan mintat vesznek az egyes kulturakbdl és
MALDI-TOF mérést végeznek belSle. Azokban
a higitasokban, melyekben az adott antifungalis
szer a Candida MIC értéke alatt volt, még ,ha-
gyomanyos”, a fajra jellemz6 septrumokat kap-
tak. Azokban a higitdsokban viszont, amelyek-

ben mar a MIC értéken, illetve e folott volt a
hatdanyag koncentracidja, minden esetben elté-
ré peak-mintazati eredmények sziilettek. Ez az
eltérés nem folyamatos degradacidként jelent
meg a hatdéanyag koncentracidjanak emelkedé-
sével, hanem az egy bizonyos koncentraciotél
kezdve, hirtelen minden e f6ltti koncentracio-
ban az eredetihez képest eltéréen jelent meg. Ez
a koncentracié pedig latvanyosan jé egyezést
mutatott az adott tdrzs valédi MIC értékével.
Ebben a modszerben ki kell emelni annak a
rendkiviili fejleménynek a sulyat, hogy itt mar
nemcsak annyit dénthetiink el egy mikrobarél
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spektrometrias moédszerrel, hogy érzékeny vagy
rezisztens egy bizonyos szerre, hanem pontos
és a valdés MIC értékkel nagyon jél korrelald
eredményt is latunk. Ennek a médszernek a to-
vabbfejlesztése, hogy mar csak 2 antibiotikum-
koncentraciot vizsgalunk meg ezzel a modszer-
rel: egy MIC érték alatti és egy MIC érték folotti
koncentraciot és e kett6bdl végezziik el a MAL-
DI-TOF vizsgalatot.

Hasonlé elmélet mentén valésithaté meg a ko-
vetkez8 médszer is: egy baktériumot a vizsga-
land6 antibiotikum higitasi soraban tenyész-
tlink, de itt a tapoldatokba stabil izotépokkal
jeldlt aminosavakat is adunk [113]. Ezek mellett
mindig sziikség van egy olyan negativ kontroll-
ként szolgalé tenyészetre is, amely csak a bak-
tériumot tartalmazza és antibiotikumtol és izo-
toppal jeldlt aminosavaktdl mentes. A megfeleld
inkubacids id6 utan a baktériumsejteket a kul-
turakbdl kinyerjiik és MALDI-TOF MS spektru-
mokat készitiink sejtes mintaikbél. Ha még re-
zisztens szinten 1év4 (vagyis MIC alatti) anti-
biotikumkoncentraciobdl szarmazé mintakat
vizsgalunk, akkor jellegzetes peak-eltolédasokat
latunk a negativ kontroll peak-mintazatahoz
képest az izotépos mintakban, mert a még él§
és fizioldégidsan ép baktérium életfolyamatai
soran a stabil izotdpokat fehérjéibe beépitette,
azaz a peakjeit ad6 fehérjéinek tdmege a stabil
izotdpok révén kortilbeliil egyforma mértékben
megnétt. Ha azokbdl az antibiotikumkoncent-

raciokat tartalmazo kultirakbdl vesziink min-
takat, melyekre a baktérium mar érzékeny volt
(vagyis MIC folotti), akkor nincsen altalanos
peak-eltolédas a spektrumokban a negativ
kontroll mintazatahoz képest, mivel a baktéri-
um nem volt képes életfolyamatokat produkalni
a ra mar karos antibiotikumkoncentracié mel-
lett, a mar nem €16 baktériumok peak-mintazata
pedig ugyanaz maradt. Ebbdl a vizsgalatbdl is
megtudhaté a baktérium MIC értéke, amely
alapjan pedig mar eldénthet$ az altalanos ajan-
lasok alapjan, hogy hatékony vagy nem haté-
kony ellene az adott antibiotikum.

Az eddig ismertetett szakirodalmi publikaciok
olyan megkozelitéseket vizsgaltak, ahol szinte
minden esetben az adott mikroba valtozasait,
e valtozasokbodl eredd spektrometriai valtoza-
sokat tekintették elsédlegesen fontosnak. Ha
abbdl indulunk ki, hogy a mikrobak nemcsak
ugy képesek védekezni, hogy benniik kiilénbdzé
valtozasok sziiletnek, és ezzel elkeriilik az anti-
biotikumok hatasat, hanem ugy is, hogy képesek
aktivan is védekezni, vagyis az &ket tamadd
antibiotikumot tudjak médositani, hatastalani-
tani, akkor egy egészen uj nézépontbdl tudjuk
ezt a problémat megvizsgalni és sok esetben
sokkal egyszeriibben és révidebb id§ alatt tu-
lajdonképpen meg is oldani. Az olyan reziszten-
ciamechanizmusok, amelyek az aktiv, bakteria-
lis védekezés révén valosulnak meg, nagyon
elterjedtek és emiatt nagyon izgalmas teriilete

28. dbra. Béta-laktam tipusu antibiotikum béta-laktam gyiirijének enzimatikus hidrolizise
és az instabil intermedier spontdn dekarboxildcidja [114]

R 0 R
Loy T
HN i

O

R O

X

H
1 S CHs S CHy _ co ¥‘/S CH;
_B-Lactamase ) 2
N CHy - = O HN CH, HN CH,
O i OH H H
OH OH OH
0 O 0O

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.

TANULMANY



DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

ez a mai MALDI-TOF MS alapu érzékenység-
meghatarozasi kisérleteknek. Egyszeriibb béta-
laktamazok, cefalosporinazok, ESBL- és AmpC-
enzimek, karbapenemazok, fluorokinolon ace-
tiltranszferazok tartoznak bele els6dlegesen
abba a nagyon széles spektrumba, melynek
vizsgalatai nagyon sok hasznos és gyors ered-
ményt tudnak produkalni.

Ezeknél a teszteknél tehat az antibiotikum ellen
haté mikrobidlis enzimaktivitast detektaljuk
kozvetett mdédon, azaz az antibiotikum moédosi-
tott, elhasitott, hatastalanitott formait keressiik
(lasd 29. abra, a kovetkezd oldalon). Ezek az
apr6 molekularis valtozasok igen finom és nagy
felbontasu spektrometriai méréseket igényel-
nek, de a technikai akadalyokon tuljutva olyan
spektrumokat kaphatunk, melyek egyértelmtden
mutatjak a vizsgalt baktérium enzimatikus te-
vékenységének nyomait, sét a keletkezd termé-
kekbdl azt is kikovetkeztethetjlik, hogy milyen
enzimek milyen modositasokat végeztek el az
antibiotikumon, annak kiilénb6z6 ionos forma-
in, és milyen kilénbdzd intermediereik kelet-
keztek még ezekben a biokémiai reakciékban.

A vizsgalati médszer gyakorlati kivitelezése ugy
torténik, hogy az adott baktériumot révid ideig
a tesztelendd antibiotikum oldataban inkubal-
juk, majd nem a baktériumsejteket, hanem a
baktérium sejtjeitél mentes, lecentrifugalt fe-
liiluszot vizsgaljuk MALDI-TOF tomegspektro-
méterrel, amiben csak az antibiotikum és eset-
leg egyes bomlastermékei vannak jelen. Az
ismert molekulatdmeg( antibiotikum spektralis
mintazatahoz képest a modositott, elhasitott
antibiotikum spektruma kisebb-nagyobb valto-
zasokat mutat. Ha ezek az enzimatikus aktivitas
kovetkeztében kialakulé modositott antibioti-
kum marker peakek a kisérlet utan felfedezhe-
téek, akkor a vizsgalt baktériumot rezisztens-
ként  kezelhetjiik adott antibiotikummal
szemben.

A médszer 2011-ben keriilt leirasra [115], az
azéta eltelt néhany évben sok fontos adalék,
kiegészités és atfogd elemzés is sziiletett [116]
az azdéta sajat nevet [117] is kapott médszerhez:
MBT-ASTRA-ként, azaz MALDI Biotyper® Anti-
biotic Susceptibility Testing Rapid Assay-ként is
hivatkoznak a tesztre, és az egyik legmegbizha-
tobb mddszernek tartjak e tertileten. (Emellett
még MSBA néven is emlegetik néha.) Nagyon
fontos tulajdonsaga a modszernek, hogy kivite-
lezése nem igényel sem sok id6t, sem tul nagy
infrastrukturalis beruhazasokat a hagyomanyo-
sabb laboratériumokban sem, igy talan Kije-
lenthetd, hogy nagy valdszintiséggel ma a jovd
egyik fontos vizsgalati modszerének fejlesztési
folyamatainak részesei lehetiink.

Természetesen ennek a technolégianak is van-
nak korlatai és hatranyai. El6szor is azokat a re-
zisztenciamechanizmusokat nem tudjuk e méd-
szerrel detektalni, amelyek a nem enzimatikus
antibiotikummaodositas révén torténnek, de tu-
lajdonképpen ilyen esetben, ha rendelkezéstink-
re all példaul mar egy egyszerl antibiogramon
egy rezisztencia valamely antibiotikummal
szemben és ebben a tesztben nem kapunk
eredményt, akkor feltételezhetjiik, hogy a re-
zisztencia a vizsgalton kiviili tipusu. Masrészt
technikai problémdakat okozhat az is, ha van
ugyan enzimaktivitasa a vizsgalt baktériumnak,
de az csak intracellularisan vagy periplazma-
tikusan torténik ennél a mikrobanal, igy a mo-
dositandd termék nem alakul ki, vagy extracel-
lularisan nem detektalhaté. Ez a probléma fel-
oldhatd a sejtek permeabilitAsdnak novelésével
(0,1% SDS) [118], vagy a sejtek lizalasaval.

Maganak az enzim peakjének a hagyomanyos
identifikacios spektrumban val6 keresésére is
voltak kezdetben proébalkozasok [119], de e
médszer 1étjogusultsaga megkérddjelezhetd, hi-
szen ezek az enzimek nem mindig vannak jelen,
nem mindig konstitutivak, nem mindig elegen-
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dé a mennyiségiik ilyen tipusi mérésekhez,
a sok kozel azonos méretl, sok egyéb fehérje
peakje pedig a rutin vizsgalatokat szinte ellehe-
tetlenitheti.

Az els6 leiras 6ta eltelt kozel egy évtizedben
elég sok eldadas és publikacid sziiletett mar e
fejl6d6 témaban, sok laboratérium kutatja, sok
kutaté keresi az alap médszer Kiterjesztéseit
kiilénb6zé antibiotikumok és kiilénb6z6 mikro-
bak vizsgalatara. Els6sorban a kiilonb6z6 béta-
laktam antibiotikumok [118, 120, 121], koztiik
a kiiléndsen nagy figyelmet érdemld karbape-
nemek [115, 118, 120, 122, 123, 124], valamint
a fluorokinolonok [125, 126] az egyelére tdobb-
kevesebb sikerrel alkalmazhatd és viszonylag
jol leirt modszerek, de rengeteg apro részlet és
optimalizalas sziikséges még annak eléréséhez,
hogy a moédszer barmely mirkobiolégiai labora-
térium szdmara koénnyen adaptalhatdé és jol
funkcionalé tesztként a rutin laboratériumi
folyamatokban is megallja a helyét.

7. AKisérletes munka tervezése

és gyakorlati Kivitelezése

A projekt els§ fazisdban kivalasztjuk azokat
az antibiotikumokat, illetve antibiotikumrezisz-
tens és antibiotikumérzékeny mikroorganizmu-
sokat, amelyek alkalmasak a projekt céljainak
megvaldsitasara. A kutatasok soran MALDI-TOF
tOmegspektrometriaval vizsgaljuk a kivalasztott
antibiotikum mikrobialis bontasat, az antibioti-
kum metabolitjAnak megjelenését a tapoldat-
ban, azaz a rezisztencia e formajanak jelenlétét
az adott mikrobatdrzs esetében. Ez alapjan a
torzs rezisztencidja (vagy annak hianya) interp-
retalhaté a klinikus felé.

A projekt soran elvégezziik azokat az ellendrzé
vizsgalatokat is, amelyekkel bizonyitjuk a kidol-
gozott MALDI-TOF vizsgalati médszer megbiz-
hatdsagat. Ezen vizsgalatokkal egyrészt azt bi-
zonyitjuk, hogy a MALDI-TOF témegspektro-
méterrel a tapoldatban valéban a vizsgalt anti-
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biotikum bomlastermékét, metabolitjat, illetve
annak nativ formajat detektaljuk-e. Masrészt az
ellenérzé vizsgalatokkal bizonyitjuk, hogy az
antibiotikumbontast valéban az adott mikroba-
torzs végezte a kisérletek soran. Az ellen6rzé
vizsgalatokhoz kontrolltérzsek alkalmazasa,
egyéb kontrollvizsgalatok, enzimspecifikus in-
hibitorok alkalmazasa és hagyomanyos mikro-
biologiai érzékenységvizsgalatok tartoznak el-
sédlegesen.

Munkank célja a MALDI-TOF MS érzékenység-
vizsgalati mddszer rutin laboratériumi alkal-
mazhatésaganak tesztelése, optimalizalasa,
adaptalasa, az alkalmazhatdsag hatarainak eset-
leges kiterjesztése, ugyanakkor célunk a méd-
szer korlatainak felderitése is.

7.1. Az antibiotikumok Kivalasztasa

A vizsgalatokba azokat az antibiotikumokat
valogattuk be, melyek a szakirodalombol meg-
ismert mddszerek alapjan jo jeldltjei (vagy mar
tobbé-kevésbé igazoltan jonak tlind eszkozei)
a MALDI-TOF MS modszerrel végzett érzékeny-
ségvizsgalatoknak.

Elsésorban a béta-laktamaz tipusu enzimek tar-
getjeként szolgalé béta-laktam antibiotikumok
vizsgalata volt projektiink fontos célja,

» mertezek ellen igen széles kdrben elterjedt
rezisztenciamenchanizmusok léteznek,

» mert detektalasuk nagyon fontos laboraté-
riumi feladat,

» mert detektalasuk nagyon fontos klinikai
kovetkezmanyekkel jar,

és mert a modszer gyorsasaga miatt valoban
képes gyorsitani ezen fontos informacidknak a
klinikum felé torténdé aramlasat, ami végsé so-
ron minden ilyen iranyu vizsgalatnak célja is
kell hogy legyen.

e Penicillin

A torténetileg is els§ antibiotikum a vele szem-
ben mar kialakult rengeteg rezisztencia miatt
klinikailag fokozatosan egyre sziikebb kérben
maradt csak alkalmazhat6, van még azonban
néhany olyan kérokozdécsoport, ahol még ma is
teljes koru alkalmazhatésag maradt fenn (Strep-
tococcus pygenes, Clostridium perfringens, Tre-
ponema pallidum pallidum) és vannak baktéri-
umcsoportok, ahol még lehet esetleg 1étjogo-
sultsaga alkalmazhatdsaganak (a legtdbb bakté-
riumcsoportnal mar nem is vizsgaljuk alkalmaz-
hatdsagat), de ez mar a laboratériumi vizsgala-
tok eredményeitél is fligg, mert mindegyik cso-
portndl vannak olyan egyéb szerek is, amik a
first line terapiaban jobbak és hatasukat tekint-
ve sokkal biztonsagosabbak is a penicillinnél
(Haemophilusok, Neisseria gonorrhoeae, - és
B-hemolizalé  Streptococcusok, Corynebacte-
riumok). Gyorsdiagnosztikai jelentdsége tulaj-
donképpen nem til nagy, kisérletes szempont-
bdl viszont érdekességeket tartogat.

e Ampicillin

Ennek a viszonylag régi és egyszerli aminope-
nicillinnek (csak egy aminocsoporttal kiilénbé-
zik a penicillintél) a vele szemben is mar kiala-
kult rezisztenciak ellenére még sok baktérium
ellen alkalmazhaté valéban relevans antibioti-
kumként még a mai klinikumban is (Gram-
negativ bélbaktériumok (Enterobacteriaceae),
Haemophilusok, Staphylococcus saprophyticus,
a-hemolizalé Streptococcusok, Enterococcusok).
Leggyakrabban akkor hasznalatos, ha nem
szlikséges magasabb osztalyu és erdsebb, szé-
lesebb spektrumu antibiotikumot hasznalni
(ez kisebb szelekcids nyomast tesz a gazdaszer-
vezet mikrobiomjara és ezért nyilvan kisebb
kart is okoz abban). Bevezetd kisérleteinket az
ampicillin MALDI-TOF MS vizsgalataival kezd-
tiik és igen j6 tapasztalatokat szereztiink ebben
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a vizsgalatsorozatban: a médszer jél alkalmaz-
hatd volt, az eredmények egyértelmtiek voltak
és jol korreladltak a hagyomanyos érzékenység-
vizsgalatok eredményeivel is.

e Cefotaxim

Harmadik generacios cefalosporin, sok korabbi
generacios cefalosporinnal ellentétben a gyako-
ribb és egyszertibb béta-laktamazok mar nem
képesek hidrolizalni a béta-laktdm gytrtjét,
ezért terapias jelentfsége manapsag is nagy:
Gram-negativ bélbaktériumok (Enterobacteria-
ceae), Haemophilusok, Streptococcus pneumo-
niae, B-hemolizalé Streptococcusok, Staphylo-
coccusok, Neisseridk, anaerobok. Enterococ-
cusok és Pseudomonasok ellen nem hatasos,
azok intrinsic rezisztenciaja miatt. Kisérleteink
egyik legfontosabb vizsgalt antibiotikumalanya,
kival6 eszkdze ESBL és egyéb szélesspektrumu
enzimek miikddésének MALDI-TOF MS alapu
tanulmanyozasahoz.

e Ceftazidim

A cefotaximhoz hasonléan szintén harmadik
generacios cefalosporin, hasonl6 tulajdonsa-
gokkal és terapias spektrummal, de Pseudo-
monasok ellen is hatasos, ahol a first line terapi-
as protokoll része ma is. Szintén kivalé eszkoz
lehet szélesspektrumu béta-laktamaz enzimek
tanulmanyozasahoz.

e Imipenem

Karbapenem antibiotikum, rendkiviil széles ha-
tasspektrummal, még Pseudomonasok és Ente-
rococcusok ellen is bevethetd terapias eszkoz.
Enterobacteriaceae, Acinetobacterek, anaero-
bok, Actinomyces odontolyticus altalaban ér-
zékenyek ra. Klinikai alkalmazasat azonban
nagyon fontos, hogy laboratériumi in vitro ér-
zékenységvizsgalat megel6zze, mert sok bakté-
riumcsoportban el6fordulnak mar csékkent
érzékenységli fenotipusok is (Acinetobacter,

Bacteroides, Pseudomonas, Enterococcus), mas-
részt pedig a karbapenemaz enzimek megjele-
nése ota teljes kord karbapenemrezisztenciat
élveznek az ezeket az enzimeket termelni képes
baktériumok. Kisérleteink egyik legfontosabb
célmolekuldja az imipenem, a karbapenemaz-
aktivitas rendkiviil gyors detektdlasanak alap-
vetd eszkoze.

e Meropenem

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

« Ciprofloxacin

Masodik generacios fluorokinolon antibiotikum.
Hatasspektruma nagyon széles (Enterobacteria-
ceae, Pseudomonasok, Acinetobacterek, Haemo-
philusok, Neisseridk, Staphylococcusok), ezért
ebb6l kovetkezden klinikai felhasznalasa mar
csak mennyiségileg is nagyon jelentds. Csdokkent
érzékenységet mutatnak vele szemben a Strep-
tococcusok; az Enterococcusok pedig intrinsic
rezisztensek ra. A kiilonbdz6 moédokon meg-
valésulé kinolonrezisztenciak [43, 44] kozil a
fluorokinolon acetilaz enzimek kimutatasanak
alapvetd eszkdze vizsgalatainkban.

7.2. A baktérium torzsek kivalasztasa

Vizsgalatainkhoz olyan baktériumtérzsekre volt
szlikségiink, amelyekrél az alapvetd, hagyoma-
nyos antibiogramok alapjan tudtuk, hogy vala-
mely antibiotikummal szemben érzékenyek
vagy rezisztensek, illetve egyéb vizsgalatokkal
felismertiink benntik valamilyen szadmunkra
fontos vagy érdekes rezisztenciamechanizmust.
Felhaszndlt tdérzseink legtobbje klinikai izola-
tum, mert nagyon fontos volt szamunkra, hogy
a projekt céljaként is megjeldlt laboratériumi
adaptaciot az alkalmazott moédszerrel meg tud-
juk-e valdsitani. E torzsek legtdbbje a Mikro-
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MikoMed Kft. mikrobiolégiai laboratériumaban
eléfordulé klinikai izolatumok voltak, négy bak-
tériumtdrzs a QualiCont Kft. altal rendezett or-
szagos korvizsgalatok révén jutott el laborato-
riumunkba, egy felhasznalt térzs pedig a Szent
Laszlé Koérhaz Mikrobiolégiai Laboratériuma-
nak ajandéka volt (Dr. Nikolova Radka, Dr. Ujhe-
lyi Eszter). A felhasznalt tdérzsek mindegyikérdl
MALDI-TOF MS elvli meghatarozast is végez-
tlink a pontos és biztos fajszintli identifikacid
végett, mert csak azok az izolatumok kertilhet-
tek be kisérleteinkbe, melyekrél egyértelmi faji
identifikaciot sikertlt végezni MALDI-TOF MS
hagyomanyos identifikaciéval. Negativ kontrol-
lokként (amelyekrdl hitelesitett leirdsukbol
adatként ismert, hogy nem rendelkeznek az
éppen vizsgalt rezisztenciamechanizmussal)
a magyarorszagi hivatalos torzsgytijteménybél
(HNCMB) szarmaz6 ATCC referenciatorzsket
hasznaltunk. A felhasznalt torzsekrdl késziilt
listat, azok szarmazasaval és egyéb fontos ada-
taival egylitt az 1. Fiiggelék tartalmazza. Mind-
egyik felhasznalt torzs tarolasa a MikroMi-
koMed Kft. mikrobiolégiai laboratériumanak
-70°C-os mélyfagyaszté hiit6jében torténik
megfelel6 ko- riilmények kozott, tovabbi fel-
hasznalas, a kisérletek reprodukalasa ezekbdl
lehetséges, a mélyfagyasztott torzsekrdl, illetve
azok kiilénb6z6 fontos tulajdonsagairol fiizet és
xIs formatumu tdrzslista is 1étezik.

7.3. A kisérletes munka céljai

A projekt rovid tavu eredményeként azt varjuk,
hogy a kisérleteink soran optimalizalt rendsze-
rekben az egyes antibiotikumok kdnnyen és
megbizhatdan legyenek vizsgalhatdak a klinikai
torzsekkel, és hogy az eredmények nagy meg-
bizhatdsaggal egyezzenek a standard moédszer
eredményeivel.

Nagyon fontos célunk volt annak felderitése,
hogy a mddszer mennyire adaptalhaté egy alap-

vetéen hagyomanyos rutin mikrobiol6giai labo-
ratérium eszkoztadrdba, munkafolyamataiba,
milyen id6beli elényt jelentenek ezek a vizsgala-
tok a hagyomanyos modszerekhez képest, mi-
lyen mindségbeli kiilonbségek fedezhetdk fel a
kisérletek eredményeként.

Hosszu tavu célként tiiztiik ki a révid tavu célok
megvaldsulasa esetén annak megteremtését,
hogy ezeket a rezisztenciavizsgalatokat rutin-
szerlen végezzik, és hogy egy-egy adott mikro-
batdrzs elemzése soran tébb antibiotikumot is
teszteljiink, hogy egy szélesebb antibiogramot is
tudjunk interpretalni ezzel a moédszerrel. Ehhez
szlikség van tdbb antibiotikum ilyen irdanyu ki-
sérletes vizsgalatara, az egyes antibiotikumok
tulajdonsagainak megismerésére, az elényok és
a buktatdk felderitésére, a megfeleld koriilmé-
nyek egyedi optimalizalasara.

7.4. A kisérletes munka eredményessége

A leirt MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati
médszer rutin folyamatként alkalmazhatd kii-
16nb6z6 rezisztenciamechanizmusok gyors de-
tektalasara primokulturakbdl, azaz tovabbi te-
nyésztéses 1épések nélkiil. A metodika lehet&vé
teszi egy 16-24 6raval korabban elkésziil§ anti-

A

V4

hatékonysagat, és nem tulzodan: tulajdonképpen
a betegek tulélési esélyeit.

A metodika kidolgozasa esetén lehetdség nyilik
mas intézmények 4altal bekiilddtt mikroorga-
nizmusok MALDI-TOF MS modszerrel torténd
érzékenységvizsgalatara, 3-4 6ran beliil detek-
talhatdk és interpretalhatdk bizonyos antibioti-
kum-rezisztenciamechanizmusok, a célzott és
jéval korabban elkezdett antibiotikus kezelés-
nek készonhetben jelentds mértékben javithatd

V4

tékonysaga. Felére-harmadara esik a keletke-
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zett veszélyes hulladék mennyisége is, ezzel
koltség- és helytakarékosabbd is téve a mikro-
bioldgiai laboratériumi munkafolyamatokat.

7.5. A Kisérletes munka elméleti leirasa

A projekt soran a legtobb esetben azt az alap-
vetd modszert hasznaljuk, hogy a vizsgalt bak-
térium primokulturajabél szuszpenziot készi-
tiink antibiotikumot tartalmazé oldatban. Ha az
adott baktérium képes ennek az antibiotikum-
nak a bontasara valamilyen enzimtevékenység
révén, akkor az tdmegspektrometriasan mérhe-
tévé valik a kontrollként hasznalt intakt antibio-
tikumspektrum mintazatahoz képest. Ez alapjan
kimondhatd, hogy az adott mikroorganizmus
rendelkezik-e olyan fajta rezisztenciamecha-
nizmussal, amelyben az antibiotikum bontasa
révén elkertiili az antimikrobialis hatast. A vizs-
galatokat olyan torzsekkel allitjuk be és optima-
lizaljuk, melyekrél hagyomanyos eljarasokkal
ismertek a keresett rezisztenciamechanizmu-
sok. Negativ kontrollokként mindezektdl biz-
tosan mentes hiteles referenciatérzseket hasz-
nalunk.

1. A projekt soran optimalizaljuk a mikroba +
antibiotikum rendszerek inkubalasi kortil-
ményeit, majd a kapott oldatokbdl tdémeg-
spektrometrias méréseket végziink.

2. A MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalati
modszerhez kidolgozzuk azt a miiszerkeze-
lési protokollt, mely eltér a hagyomanyos
identifikaciés mérési protokolltol és a legop-
timalisabban szolgdlja az antibiotikumrezisz-
tencia kimutatasi vizsgalatok céljait.

3. Kovetkezd 1épésként elvégezziik a tdmeg-

spektrometridas méréseket a kidolgozott

MALDI-TOF MS antibiotikumrezisztencia

kimutatasara alkalmas miiszeres mérési

protokollal, preciz belsé kalibracios 1épések
lefolytatasa mellett.

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

5. Minden esetben elvégezziilk a sziikséges
kontrollvizsgalatokat is.

6. Nagyobb mennyiségii adat 6sszegytilése utan
statisztikai analizist is végziink.

7.6. A Kisérletes munka részletes terve

A MALDI-TOF MS alkalmazasa soran lehetség
van a rutin identifikaciés eljarasokban hasznalt
y2default” modtodl eltérd bedllitasokra is. Illyenkor
manualisan elvégezhetd ,atallitast” kell eszko-
z0Ini, ha mas mérési tartomanyban, mas méret-
tartomanyu molekulak kézott, vagy mas inten-
zitasu jelek kozott keresgéliink. A MALDI-TOF
MS-sel végzett antibiotikumrezisztencia vizsga-
latoknal maga a nativ antibiotikum is nagyon
alacsony molekulasuly tartomanyba esik, a be-
16le enzimatikus uton keletkezett termékek
szintén ebben az alacsony moltomegili tarto-
manyban keresenddk, vagyis az alapbeallitas
soran a tomegspektrométert kell el8szor is
olyan moédon bedllitani, hogy ezeket a kis mol-
tomeg(, kis mennyiségli molekulakat legyiink
képesek detektalni. Ezeknél a kisérleteknél a
kovetkezd alapvetd atallitasokat kell elvégezni
a tdmegspektrométeren:

e mérések pozitiv linearis tizemmaodban,
e atOmeg szerinti mérési tartomany beallita-
sa 100-1000 Da mérettartomanyra,
e ]ézer frekvencia: maximalis szintre,
e belsd kalibracié kis moltdmegl jelmoleku-
laval (bradykinin).
A kisérletek tervezésénél felmeriilt, hogy ha
nem megfelel§ az altaldnosan hasznalt CHCA
matrix vivbanyagként, akkor mas matrixokat is
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kiprébalunk, de minden vizsgalatnal megfeleld
eredményt biztositott a CHCA is, igy végig ennél
a matrixnal maradtunk. Fontos a spektrometriai
mérés belsd kalibracidja is, melyet elsésorban
bradykinin molekulaval terveziink elvégezni
(MALDI Biotyper Realtime Classification szoft-
verrel). A belsé kalibracié 1ényege, hogy maga
az analit tartalmazza a kalibratort, nem kell
kiildbn mérésként felvinni. Ezek alapjan (és a
szintén ismert tomeg/toltés szamu matrix
(CHCA) adatai segitségével) teljes biztonsaggal
kezelhet6k a spektrumok a kalibralt csucsok
preciz bedlltdsaval. Ha az eltérés mértéke ki-
sebb mint 1 tdmegszam egység, a kalibracid
elfogadhaté.

A ,bedllitasok” utan igyeksziink megteremteni
azokat az informatikai és tdmegpsektrometriai
vezérlési modszerekhez sziikséges feltételeket,
melyekkel kdénnyen automatizalhatd is lesz a
jovében ez a mérési metddus. Ez az automati-
zalhatésag nyilvanvaléan csak azoknal a tesz-
teknél lesz automatikusan elvégezhets, ame-
lyeknél gyorsan és egyszerlien megoldhatd az
analizise, akar mar a spektrométer computere
révén is (pl. VRE elkiilénitése nem VRE-tél, cfiA
gént hordozdé és nem hordozé B. fragilis torzsek,
stb). Fontos megemliiteni, hogy az automatizal-
hatésag sosem jelent teljes feliigyelet nélkiili
interpretaciot. Példaul a VRE-k kimutatasa kap-
csan tudjuk, hogy némely VRE torzsek kimutat-
haték ezzel a modszerek, némelyek viszont
nem, tehat egy negativ eredmény a MALDI-TOF
MS-sel nem jelent automatikusan mindig nega-
tiv eredményt; és ugyanitt egy pozitiv ered-
mény pedig egyel6re még konfirmalandé és
csak preszumptiv eredményként kézolhetd.

Az antibiotikum enzimatikus bontasan alapulo
vizsgalat elméleti hattere az, hogy vannak bak-
tériumok, melyek bontani/mdédositani képesek
bizonyos antibiotikumokat, és ezaltal elkeriilik
annak rajuk nézve negativ (és végzetes) hata-

sait, vagyis e bontasi/mddostasi folyamat révén
megvédik magukat, végsd soron rezisztensekké
valnak ezekkel az antibiotikumokkal szemben.
A Kkisérletek soran ezt a tulajdonsagukat keres-
siik a vizsgalt baktériumoknak. A Kkisérletben
a baktérium és az antibiotikum elegyét inku-
baljuk megfeleld (optimalizalandd) koriilmé-
nyek kozott, majd MALDI-TOF MS-sel mérjuik az
elegybdl vett mintabol az eredeti antibiotikum
jelenlétét, illetve a specifikusan az enzimtevé-
kenység révén létrejové bomlastermékek jelen-
1étét. Az enzimtevékenység nyoman, kismérté-
ki eltolédasok jonnek létre a tdmegspektrum
egyes csucsain (,peak”-jein) azaltal, hogy egy-
egy kotést felszakitva vagy egy-egy atomcsopor-
tot levagva, médosul az eredeti molekula, azaz
a tdmegspektrum megvaltozik. Ha nincsenek
jelen bomlastermékek, az azt jelenti, hogy az
adott baktériumtdrzs nem képes ilyen médon
védekezni az antibiotikum ellen, vagyis érzé-
keny ra, azaz elpusztul téle, de azt is jelentheti,
hogy mas tipusu rezisztenciamechanizmus ré-
vén valdsul meg rezisztenciaja. Ha jelen vannak
az inkubacié végén specifikus antibiotikum-
bomlastermékek a mintaban, akkor ez a bakté-
riumtorzs rezisztens ezzel a szerrel szemben, és
igazoltuk, hogy ezen enzimatikus tevékenység
révén az. Ebben az esetben lehet azt interpre-
talni a kezeldorvos felé, hogy olyan tulajdonsa-
got tartunk fel az éppen fertdzést okoz6 mikro-
banal, mely kizarja bizonyos antibiotikumok
haszndlatat, vagyis a téves terapia esélye jelen-
tésen csdkken, a beteg életesélyei pedig a gyors
és pontos eredményeknek kdszénhetden jelen-
tésen nének.

Az egyes kisérletekben tehat a baktériumokat
kis mennyiségl antibiotikumoldatban inkubal-
juk (a megfeleld térfogat megallapitasat optima-
lizaljuk). Az inkubacié kortilményeit kontroll-
torzsekkel alltjuk be, széles kord optimalizalast
végziink minden reakciétipusnal a reakciéidg,
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a reakcio-térfogat, az inkubacios hémérséklet és
a felhasznalt anyagok kiilénb6z8 koncentracio-
soraival. Parhuzamosan kiilonb6z6 negativ és
pozitiv kontrollokkal végzett reakciékat is indi-
tunk, melyekre minden Kisérletsor esetében
szlikség van, ugyanis mindig tudnunk sziiksé-
ges, hogy példaul jelen van-e valamilyen apré
szennyez&dés az oldatainkban, torténtek-e
spontdn nem bioldgiai folyamatok a reakcioele-
gyekben, rendben miikddnek-e a kontrollald
torzseink. Az inkubacié végén a baktériumokat
az Eppendorf-csévek aljara centrifugaljuk ma-
gas rpm fordulatszamon, majd a feliiluszobdl
2 pl-t a MALDI-TOF plate-re pipettazunk Kki.
A mérések tehat nem a baktériumokbdl késziil-
nek, hanem a baktériumok jelenlétében lejat-
sz6dé vizes oldatokbdl vett analitokbdl. Ezért
szlikséges mindenképpen a baktérium sejtjei-
nek szeparalasa centrifugalassal a mérések kivi-
telezése elétt. (Ha az igy lemért analitokban
meghagynank a baktériumsejteket, a spektru-
mok értékelhetetlenek volnanak a rendkiviil
nagy mennyiségl és sokféle peak zavaro jelei-
t6l.) A target plate-re kipipettazott 2 pl-nyi min-
ta gyorsan beszarad (koriilbeliil 10 perc alatt),
tulajdonképpen a beszaradas - a viz hianya
miatt - allitja le az oldatokban zajlé biokémiai
folyamatokat.

A beszaradt mintak spotjait az el6z6ekben atal-
litott mérési MALDI-TOF MS paraméterekkel
vizsgaljuk a matrix oldat felpipettazdsa és an-
nak is a beszaradasa utan a Wessling Kft. labo-
ratériumaban talalhat6 MALDI-TOF MS készii-
1éken. A méréseket tapasztalt szakember végzi,
aki a gépi okokbdl eredd hibakat régtén orvo-
solni is tudja. Az egyes plate-eken 1évé mintak
méréséhez mindig szlikséges, hogy a méréseket
Osszeallitok szolgaltassanak egy xls formatumu
fajlt arrol, hogy a plate egyes spotjain pontosan
hol és milyen egyes analitok vannak. Ez a fajl-
formatum a MALDI Biotyper® kezel&szoftver
szamara megfeleld, kiilon konvertalasra nincs
szlikség. Az xIs fajl megfelel§ soraiba irt analit
elnevezések (ékezetek és egyéb kiilonleges ka-
rakterek nélkiil!) lesznek késébb a mérés vég-
eredményeként sziiletd spektrumok egyes fajl-
jainak elnevezései (.btmsp Kkiterjesztési faj-
lok). A MALDI Biotyper® flexAnalysis értéke-
16 szoftverben harom kiilénb6z6 tobbszords
mintavizsgalati modszer elérhetd: ,Overlaid”,
~Stacked” és ,List” view, mi ezek koziil a ,List
view”-t talaltuk a legmegfelelébbnek vizsgala-
taink értékeléséhez. Az ,Overlaid” és ,Satcked”
nézeteknél az egyes peakek mar nehezen meg-
kiildnboztetheték (mésfajta vizsgalatokhoz va-
16k), a ,List view” joval attekinthet6bb ezekben
a vizsgalatokban (30. dbra).

30. dbra. MALDI Biotyper® kiilonbozé vizsgdlati nézet opcidi

(Balrol jobbra: Overlaid, Satcked, List)
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A mérések eredményeirdl késziilt spektrumokat
a projektben résztvevék kozosen értékelik, eb-
ben a munnkafolyamatban &sszevetjiik a spekt-
rumokon kapott eredményeket a vart értékek-
kel, az aktudlis eredményekrdl a plate mérésé-
nek alapjaul szolgald, fent mar emlitett xIs fajl
eredetijében irjuk fel a tapasztaltakat: megvan-
nak-e a vart peakek, vannak-e nem vart peakek,
tortént-e varatlan esemény, mennyire értékel-
heté a spektrum, stb, stb,, és végiil, de nem utol-
sosorban, azt vizsgaljuk meg, hogy megtortént-e
a vart enzimatikus reakcio, azaz a reakciot pozi-
tivként vagy negativként értékelhetjiik.

Pozitivhak nevezziik az eredményt, ha meg-
taldljuk az antibiotikum enzimatikus bontasa
utani specifikus bomlastermékeinek peakjeit
és/vagy az eredeti peakeket is és az intermedie-
reket is. A negativ kontrollokban nincsen a re-
akcié értékelhetségét zavard ,kontaminans
peak”, a negativ és vak kontrollok eredményei
pedig elfogadhatok. A vizsgalt baktériumrél
mindezek egyideji teljesiilése esetén Kijelent-
hetd (annak minden egyéb interpretalasi kovet-
kezményével egylitt), hogy rezisztens a vizsgalt
antibiotikumra.

Negativnak nevezziik az eredményt, ha a
mintaban csak a nativ antibiotikum jele (azaz
peakje) van jelen, vagyis nem tortént meg a vart
enzimatikus reakcio, az adott baktérium érzé-
keny erre az antibiotikumra. A negativ kontrol-
lokban nincsen a reakcid értékelhet§ségét zava-
ré kontaminans peak”, a negativ és vak kont-
rollok eredményei pedig elfogadhatok. Ha mas
rezisztenciamechanizmus nem lehetséges, ak-
kor az adott baktériumrol Kijelenthetd (an-
nak minden interpretalasi kovetkezményével
egylitt), hogy érzékeny a vizsgalt antibiotikum-
ra. Ha létezik ,mas tuton” megvaldsuld rezisz-
tenciamechanizmus is, akkor csak annyit alla-
pithatunk meg a negativ eredménybédl, hogy
nem a vizsgalt mechanizmusu a baktérium re-

zisztencidja, vagy esetleg érzékeny az adott
szerre.

Fals az eredmény, ha valamely pozitiv, negativ
vagy vak kontroll hibat tar fel a vizsgalati rend-
szerben. Ilyen esetben ismételni kell a vizsgala-
tot. A vak (ddH.0) kontrollok esetében kisérle-
teink soran kivitelezhetetlen volt, hogy valami-
lyen mértékd kontaminacié ne legyen jelen a
méréseknél. Ezek az altalaban kisebb intenzita-
su kontaminans jelek (melyek szarmazasa nem
volt felderithetd) azonban sem intenzitadsuk
mértékével, sem m/z tengelyen elfoglalt helyze-
tiikkkel nem voltak kritikusan zavaréak. A vizs-
galatokat végigkisérd jelenséget még jol kezel-
hetd mértékiiként fogadtuk el.

Ertékelhetetlennek nevezhetjiik az ered-
ményt, ha nem sziiletik spektrum (nincsenek
peakek), ha tul ,zajos” a spektrum (til sok a
zavaro peak), vagy ha egyaltalan nem olyan
peakek vannak a spektrumon, mint amilyeneket
el lehetne varni (tulzott kontaminacié vagy
esetleg mintacsere, adminisztraciés hiba tor-
ténhetett).

Annak igazolasat vagy cafolatat, hogy azt a bi-
zonyos reakcidt az a bizonyos enzim végezte el,
amelyiket a reakcionkbdl vartuk, specifikus
inhibitor anyagok segitségével tudjuk elérni.
Ilyen specifikus inhibitor anyag példaul ESBL
enzimek esetén a klavulansav, vagy metallo-
béta-laktamaz enzimek esetén az EDTA. Ha az
enzimspecifikus reakciéban sikertil ledllitani a
gatolni kivant enzim tevékenységét, azaz elma-
rad vagy jelentdsen lecsdkken az enzimaktivitas
ezen reakciékban a parhuzamosan inditott in-
hibitormentes reakciéhoz képest, akkor iga-
zoltnak tekinthetjlik, hogy azt a reakciot az a
bizonyos enzim végezte el, amit gatoltunk speci-
fikus inhibitoraval. Némely enzim esetén sajnos
nem all rendelkezésre ilyen specifikus inhibitor,
némely inhibitor pedig tul sok enzimnek inhibi-
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tora 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 inter-
pretaciés plusz informaciékat tudunk megadni,
mellyel nagyon nagy mértékben tudjuk segiteni
a klinikust abban, hogy elkertilje a terapias ku-
darcot. Ez a fajta interpretacié nagyon hasznos
abbdl a szempontbdl tehat, hogy kevés szamu
mérésbdl tobb antibiotikum tiltasat vagy enge-
délyezését kozolhetjiik a kezelGorvossal. Ilyen
vizsgalat példaul, ha sikertil ESBL enzim jelenlé-
tét igazolni egy béta-laktamazos mérésben (az-
az specifikus inhibitoraval a parhuzamos reak-
cioban elmaradt a reakcid), ilyenkor az
interpretaciéban az 6sszes béta-laktam antibio-
tikum ,letilthatd” a potencialis terapias reper-
toarbol.

Az antibiotikumok érzékenységi viszonyaival
parhuzamosan mindig sziikség van az adott
mikroba pontos identifikalasara is, mivel ennek
ismeretében szintén tobb olyan antibiotikum
tilthatdé ki az alkalmazhatdé szerek listajardl,
melyekre az adott fajhoz tartoz6 baktériumok
példaul természetes (Un. intrinsic) moédon re-
zisztensek. Emellett természetesen nagyban
segiti a pontos és korrekt identifikacié is a le-
hetséges rezisztenciamechanizmusok jelenlé-
tének ilyen tdmegspektrometrids modszerrel
torténd felismerését is.

Az egyes antibiotikumokra vonatkozé optimali-
zalasok utan terveink szerint nagyobb mennyi-
ségl klinikumbdl szarmazé torzson fogjuk elvé-
gezni a modszer tesztelését. Az eredményeket
minden esetben hagyomanyos modszerekkel is
kontrollaljuk parhuzamosan. A kisérletek soran
szerzett tapasztalatok alapjan olyan MALDI-
TOF MS eredményeket vizsgalé szamitdégépes
algoritmusok kidolgozasa is sziikségessé valhat,

melyek nagy biztonsaggal és nagy hatékonysag-
gal ismerik fel az automatizalt vizsgalatokban
azokat a peak-eltolédasokat és médosulasokat,
melyek a keresett enzimtevékenységekre utal-
nak. Nagy mennyiségli adat d6sszegytilése esetén
statisztikai elemzések is végezhetdk lesznek az
eredményekbdl.

7.7. Felhasznalt eszk6zok és anyagok

A kisérletek Kkivitelezése viszonylag kis infra-
strukturalis beruhazasokat igényel. Laborato-
riumunk rendelkezésére all a sziikséges MAL-
DI-TOF MS tomegspektrométer a Wessling Kft.
laboratériumaban. A vizsgalatok Kkivitelezésé-
hez és folyamatos ,startra kész” allapotban tar-
tasahoz a 2. szamu fiiggelékben szerepld eszko-
zO0k és anyagok sziikségesek. A tomegspektro-
metrids mérések Kkivitelezéséhez szilikséges
anyagok koltségei alacsonyak, a segédanyag-
ként szolgalé ,matrix” megfelel tisztasagu
formaja viszont sziikséges paraméter. Az anti-
biotikumvizsgalati modszer koltségigényét f6-
leg a vizsgalandd, nativ antibiotikumok adjak,
amelyek a lehet§ legtisztabb formaban szerzen-
dék be. A vizsgalatokat egy vegyész, egy bio-
mérndk és egy klinikai mikrobiologus végzi, az
interpretaciot klinikai orvos feliigyeli.

31. dbra. MALDI-TOF tomegspektrométer
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7.8. A Kisérletes munka részletes leirasa
Kisérleteink gyakorlati kivitelezését egy altala-
nos protokoll alapjan kezdtiik el, melyhez
[120] végig ragaszkodtunk az 6sszehasonlitha-
tosdg végett, ennek részletesen kidolgozott,
munkankhoz adaptalt és altalunk végzett 1épé-
sei a kovetkezdk:

1. A kisérletben vizsgalni kivant antibiotikum

kivalasztasa

i. milyen elméleti ismereteink vannak az
adott antibiotikumrol?

ii. milyen lehetdségek vannak ennek az an-
tibiotikumnak az ilyen iranyu vizsgalata-
ban?

iii. milyen korlatok vannak ezekben a vizsga-
latokban?

iv. mik a kivitelezés és az optimalizalas var-
haté kortilményei?

v. adottak-e ezek az infrastrukturalis ko-
rilmények?

vi. rendelkezésre allnak-e a sziikséges vegy-
szerek, anyagok?

vii. rendelkezésre allnak-e tesztorganizmu-
sok?

2. A kisérletben vizsgalni kivant baktériumtor-
zsek kivalasztasa

i. rendelkezésiinkre allnak-e ilyen, vizsgalni
kivant baktériumtorzsek?

ii. milyen elméleti ismereteink vannak az
adott baktériumtdrzsekrol?

iii. kivitelezhet6-e az adott baktériumok en-
zimatikus aktivitasanak ilyen iranyu vizs-
galata?

3. A kisérletekkel kapcsolatos, eddig megjelent
publikaciék tanulmanyozasa

4. Akisérlet elméleti megtervezése

5. A vizsgalni kivant antibiotikumok és egyéb
vegyszerek beszerzése

6. A vizsgalni kivant tesztorganizmusok —70°C-

os mélyfagyasztott cryo-csovekbdl valo ki-

oltasa 24 ¢draval a kisérletek elétt az adott

baktériumoknak legmegfelelébb taptalajok-

10.

ra. Az 6sszes kisérletet csak 24 6ras primo-
kulturdkbol szabad elvégezni, idésebb te-
nyészeteknél nem megfelel§ eredmények
sziilethetnek.

A vizsgalni kivant antiobiotikum tdrzsolda-
tok elkészitése analitikai mérleg, steril és
egyszerhasznalatos pipettahegyek, preciz
pipettak és nagy tisztasagu oldészer (ddH20)
segitségével steril flilke alatt.

A kisérletsorozat elméleti terveinek megfele-
16 antibiotikumhigitasi sorok és egyéb olda-
tok Osszeallitisa az egyértelmiien felirato-
zott és steril egyszerhasznalatos Eppendorf-
csovekben a szilikséges inkubaciés térfoga-
tokban steril fiilke alatt, majd mindezek és
a megmaradt torzsoldatok lefagyasztva
(=70°C) tarolasa.

. A MALDI-TOF MS mérést végzd kollégak

értesitése arrdl, hogy masnap egy kisérleti
mérés kovetkezik. A mérést végzg kollégaval
tortént egyeztetés utan & felkésziil ra vagy
azonnal elvégzi a sziikséges gépbeallitasokat.
A mérést végzd kolléganak eljuttatjuk a
masnapi kisérletsorozat tervét az egyértel-
mien és kénnyen beazonosithatéan elneve-
zett xlIs fajl formatumban, mely spotonként,
egyesével tartalmaz minden sziikséges in-
formacidt az egyes lemérendd analitokrél az
adott plate-en. Magat a plate-et tart6 kis mu-
anyagdobozt is egyértelmiien beazonositha-
té6 médon feliratozzuk, hogy éppen melyik
kisérletet tartalmazza. Erdemes a mérést
végzd kollégak kollégait is értesiteni a kisér-
let masnapi érkezésérél, hogy nehogy rutin-
szeruen, identifikalé mérésre készitsék eld
plate-linket, itt ugyanis az identifikalé eljara-
soktdl eltéréen semmilyen hangyasavas vagy
barmilyen mas feltaré és egyéb 1épés nem
szlikséges a matrix felvitele és a mérés kivi-
telezése el6tt.

Masnap a Kkitenyészett tesztorganizmusok
novekedésének ellenérzése, megfeleld nove-
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11.

12.

13.

kedést izolalt telepek jelenléte esetén 1éphe-
tlink csak tovabb a kisérletekben.

A kiilénb6z6 inkubacids koriilmények bealli-
tasa (termosztat hémérsékletének ellendrzé-
se, szaraz hdblokk inkubatorok beallitasa és
elinditasa), az egyéb felhasznalt mitiszerek
(centrifugak) miikodésének ellendrzése.

A Kkisérlethez el6z6 nap dsszeallitott Eppen-
dorf-cséveket -70°C-10l elévessziik, az olda-
tokat szobahdmérsékletlire engedjiik mele-
gedni. Csak egészen kis térfogatokat tartal-
maznak a csovek, igy ez 2-3 perc alatt végbe
is megy.

A részletesen kidolgozott vizsgalati terv
alapjan az egyes feliratozott Eppendorf-
csovekbe sterilizalt és egyszerhasznalatos
miianyag fogpiszkalok segitségével kortilbe-
lil makszemnyi mennyiségi baktériumsejtet
homogenizalunk el alaposan a reakcioele-
gyekben. A fa anyagu fogpiszkalok tul sok fo-
lyadékot szivnak fel az egyébként is nagyon
kicsi (legtobbszoér 20 pl) reakciétérfogatok-
bdl és vegyi tisztasaguk is er6sen megkérdd-
jelezhetd, ezért kisérleteink soran végig ra-
gaszkodtunk egy bizonyos mianyag fog-
piszkalé tipushoz, melynek hajlitott vége ra-
adasul nagyban segiti is a baktériumsejtek
felvételét a taptalaj felszinérdl. A felvett ino-
kulum mennyiségének megitélése viszonylag
szubjektiv, erre mas médszer nincsen, tore-
kedni kell az alland6 mennyiség bevitelére. A
homogenizalast a mianyag fogpiszkaloval
kell elvégezni, vortexelni nem szabad, mert
az a reakciétérfogatunkhoz képest nagyon
nagy Eppendorf-csében szétszérja a folya-
dékcseppeket. Szintén figyelni kell a fogpisz-
kaléval torténdé homogenizalasnal, hogy ne
kenjiik szét se a baktériumsej- teket, se a re-
akcioelegyet az Eppendorf-csé falara, hogy
egységes reakciotérfogatban menjen végbe a
reakcié. Ugyelni kell arra is, hogy ne &ssze-
folyt telepekbdl, hanem egyedi telepekbdl

14.

15.

16.

vegylink mintat a biztos tisztasag miatt. To-
vabba nagyon kell figyelni arra is, hogy a re-
akcidba a baktériumsejtek taptalajabdl se-
mennyi se keruljon a fogpiszkalos felvétel
révén, mert ez szintén zavarna a reakciok
tisztasagat.

Az adott kisérletsorozat elinditasa. Tapaszta-
lataink szerint egy MALDI-TOF MS plate-en
kb 90 minta vizsgalata végezhet§ el. Az iden-
tifikaciés méréseknél az esetleges mérési
bizonytalansag kikiiszobolése miatt mindig
két spotra visznek fel egy-egy analitot. Ezt a
gyakorlatot tapasztalataink alapjan nem
mindig kévettiik, mert a mérések nagyon jo
hatasfokkal miikdédtek vizsgalataink soran
végig, a spektrumot egyaltalan nem adé vagy
tul ,zajos” spektrumok szama nagyon ala-
csony volt az elvégzett nagy mennyiségli mé-
rés j6 eredményeihez képest.

Az inkubaciés idék lejartakor az Eppendorf-
csoveket az inkubatorokbdl Kkivessziik és
13.000 rpm fordulatszamon roégtén lecentri-
fugaljuk (2') (szobahén).

A lecentrifugalt mintak feliiluszgjabél 2-2 pl
viztiszta oldatot mériink a kisérleti tervet
kovetve a megfelel6 MALDI-TOF target plate
spotjaira. Ha a minta zavarossa valik a hely-
telen pipettdzas miatt, akkor ujra le kell
centrifugdlni az adott reakcidelegyet. Ta-
pasztalataink szerint a gdmbdélyt alju Eppen-
dorf-csévek alkalmasabbak ezekhez a kisér-
letekhez, mert a hegyes-kupos aljuaknal a
sejtek a kup végébe centrifugalédnak, e f6-
16tt talalhato a feliilusz6, amib6l a mintat kell
vennilink. Gémbdlyl alju Eppendorf-csévek
esetén a centrifuga délési szoge miatt a sej-
tekbdl allo tiledék nem a csé legaljan lesz az
tilepités utan, hanem kissé attdl oldalt, igy
mintavételnél a csdvet Kkissé megddntve,
sokkal kénnyebb tényleg tiszta feliiluszét pi-
pettazni még ilyen Kicsi térfogatu oldatbol is.
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18.

19.

20.
21.

A felpipettazott mintdkat szaradni hagyjuk
(~10 perc). A biokémiai reakciét a kiszara-
das zarja le. Melegiteni a target plate-et a
gyorsabb szaradas érdekében nem szabad,
mert akkor még ekdzben mar nem kivant to-
vabbi reakciok is torténhetnek a szaradé
reakcidelegyekben. A szaradas siirgetése le-
vegbaram segitségével sem ajanlott, mert
akkor a cseppek a légaramnak megfelelGen
eltorzulva szaradhatnak meg, ami a mtisze-
res vizsgalatnal jelent§sen megneheziti a
méréseket (az ionizaciés lézer a spotok ko-
zepére irdnyul).

Beszaradas utan kovetkezhet a matrix oldat
felmérése az egyes analitokra, majd ennek
beszaradésa utan, maga a mérés. (Ha valami-
lyen okbdl éppen nem lehetséges a mérés
azonnal, a beszaradt oldatokat tartalmazé
plate +4°C-on hiitve eltadrolhatd a mérés kivi-
telezéséig.)

A mérési eredmények kiértékelése MALDI
Biotyper® flexAnalysis szoftver segitségével.
Eredmények értelmezése, interpretaciod
Visszacsatolas, a kovetkezd kisérletsorozat
megtervezése

8. MALDI-TOF MS mérések

8.1. A MALDI-TOF mérések kontroll-
vizsgalatai, validitas értékelése

Mint minden egyéb kisérletsorozatban, igy eb-
ben is természetesen elséként a vizsgalatokhoz
felhasznalt alapvetd anyagok: a vak kontroll-
ként szolgald desztilldlt viz, a tiszta antibioti-
kum, és az egyéb tiszta alapoldatok (pl. kla-
vulansav, APBA) tisztasagardl kellett meggyd-
z6djlink.

Ezen vizsgalatok is ugyanazzal a proceduraval
késziilnek, mint a vizsgalatok enzimolégiai ki-
sérletei, vagyis e tiszta oldatokbdl is 2 pl-t pi-
pettazunk ki a MALDI-TOF target plate-re, ezt is
hagyjuk beszaradni, majd az erre felvitt 2 pl
matrix oldat beszdradasa utan itt is ugyanugy
torténik meg a mérés.

A negativ kontrollokként szolgalé oldatok
spektrumait a 32. dbra szemlélteti.

32. dbra.
Negativ
kontrollok

Fels6 panel:
csak dH-0,

vak kontroll

Kozépsé panel:
viz + cefotaxim

06 084 i 478540 Alsé panel:
1 — | ——— 500 311 L.
A csak baktérium
e e feliiliiszo
) M5 017
4 1 ——
~ 422671
PP PR p— SRR . V) ST U N — pT— ARSI
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Azok a peakek, melyek a csak tiszta desztillalt
vizet és matrixot tartalmazo6 spotokrdl készilt
spektrumokban megtaldlhaték, minden abban
az adott kisérletsorban lathaté Osszes egyéb
spektrum esetében semmisnek, kontaminans
peaknek kell tekinteni. Kisérletsorozatunk so-
ran sajnos nem sikeriilt olyan PCR-tisztasa-
gu, RNaz-mentes, ,minden-mentes” ioncserélt,
desztillalt vizet kiprébalnunk, mely a gyakorlat-
ban is valoban mentes lett volna minden, ebbe a
nagyon alacsony mérettartomanyba esé konta-
minaciotdl. A vizsgalt mérési tartomanyban
(~100-600 m/z) minden esetben megjelent
néhany kisebb-nagyobb intenzitasu kontami-
nans peak a vak kontrollokban is, de ezek sze-
rencsére szinte egyik esetben sem voltak olyan
formaban zavardak, hogy egybeestek vagy na-
gyon zavardéan megkozelitettek volna valami-
lyen marker peaket.

A gyakorlatban és nagy mennyiségben végzett
kisérletekben nem is tlinik életszertinek ilyen
nagyon nagy analitikai tisztasagu viz folyamatos
rendelkezésre allasa, ha terveinknek megfelels-
en a médszer egy szinte barmely mikrobiolégiai
laborban elvégezhetd rutin metédussa valik.

Mint az a 32. abran lathatd, minden egyes mérés
soran van egy nagy intenzitasu peak a spektru-
mokban, mely mindig jelen van: ez a peak egy
379 Da tomegl molekulatdl szarmazik, ami
pedig nem mas, mint az aktualisan hasznalt
matrix molekuldnk 6nmagéaval alkotott dimerje.
Az a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-CHCA)
molekulatomege 189 Da (189+189+1=379). Az
utébbi egyenletben szerepld +1 ugy értelmez-
hetd, hogy az a MALDI-TOF MS ionizaciés mod-
jabol adodik (itt pozitiv ionizacid), azaz csak a
protondlt formakat mérjiik minden molekula
esetén ebben a pozitiv ionizaciés lizemmaddban.

A 32. abra fels6 paneljében a felhasznalt ddH»0
spektruma lathatd a vizsgalt tartomanyban, a
méréshez sziikséges matrix peakjén tul lathato

még néhany kisebb peak, melyek kontaminans-
ként vannak jelen a kisérletsorozatban, vagyis
ugyanezektdl a peakektdl el kell tekinteniink
minden mas parhuzamosan lemért spektrum
esetén is, mert az az Aaltalanos oldoszerként
felhasznalt vizbdl szarmazik. llyen peakek pél-
daul a 326, 335, a 401, a 423 m/z értéknél mért
egyedi, kisebb intenzitasu peakek és a 441-445
m/z-nél talalhaté paros peak kontaminansok.
Ezen peakek tehat megtalalhatéak az Osszes
tobbi mérésben is, amint az a 32. abra kézépsd
és alsé paneljén is lathatd. Ennek jelentdsége
akkor van, ha ezek a kontaminans peakek zava-
ré ,helyen”, zavard intenzitassal vannak jelen.
Ilyen tilsagosan zavard, az eredmények értéke-
lését ellehetetlenité kontaminaciot méréseink
soran alig tapasztaltunk, de sajnos mindig jelen
voltak kiilénb6z6 kisebb szennyezd anyagok a
legtisztabb ddH,0-ben is.

A tdmeg/toltés spektrumokon 1évS peakek egy-
sége az m/z, ez tehat a jelek mértékegysége a
spektrumokon. A molekulak tdmegegysége a Da
(Dalton), melynek megfelelé (vagyis azonos)
m/z értékekkel lathatéak az MS spektrumokon.

A 32. dbra kodzépsd paneljében a csak vizet és
0,5 mg/ml koncentraciéban tiszta cefotaximot
tartalmazé oldat mérési eredménye lathato.
A nativ (azaz enzimatikusan nem moédositott)
cefotaxim antibiotikum természetes, intakt ol-
databan is tobb formaban van jelen egyszerre.
Egyszeres Na+ ionos, kétszeres Na+ ionos, spon-
tan deacetilalodott és ezek kombinacios forma-
ik 1éteznek a nativ vizes oldatban természetes
médon is. Ezen természetes formak mindegyike
szépen Kkirajzolédik a mérésben is (396, 426,
456, 478, 500 m/z (Da)), a viz kis intenzitasu
kontaminans peakjei és a matrix dimerje mel-
lett. Mas peak ezeken kiviil nem lathatd, azaz a
negativ kontroll vizsgalat mar ezek alapjan itt
validnak is tekinthet8. A validitashoz nagyon
lényeges még, hogy ebben a mérésben ne jelen-
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jenek meg az enzimatikus tevékenység révén
vart termékek peakjei, ez ebben az esetben igy
is tortént.

A 32. dbra alsé paneljében egy vizsgalt baktéri-
um negativ kontrolljanak az el6zéekkel meg-
egyezben tortént mérése lathatd. Ebben a teszt-
ben csak a baktériumsejtek voltak jelen és a viz,
melybdl a sejteket lecentrifugalva elszeparaltuk
a feltiluszot, ez képezi itt a mérés anyagat. Ebbél
a negativ kontroll mérésbdl azt kell megtud-
nunk, hogy van-e olyan anyagcsere mellékter-
mék a feliilusz6 oldatban, mely zavarhatja az
enzimatikus aktivitas vizsgalatakor jelentkezd
peakek értékelését. Vizsgalataink soran ilyen
jelent8s plusz metabolit anyag jelenlétét nem
tapasztaltunk, ez a tipusu negativ kontroll ilyen
esetben szintén validnak telkinthetd.

N—OCH3

Ty <N7/ﬂ\/;/n H
el i
= &
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8.2. MALDI-TOF MS mérések cefotaxim
antibiotikummal

Kisérleteink kiindulépontjaul és egyik legfonto-
sabb céljaul a cefotaxim vizsgalatat valasztot-
tuk. A cefotaxim terapias jelent8sége nagyon
nagy, gyorsdiagnosztikus interpretacidja emiatt
igen fontos. Alkalmas a szélesspektrumu béta-
laktamazok aktivitasanak vizsgalatara is, speci-
fikus inhibitorokkal torténd parhuzamos teszte-
lése ezen enzimeknek a gyors detektalasi lehe-
téségét is jelentheti.

A cefotaxim intakt, protonalt formaja 456 Da.
Egy illetve két natrium ionnal képzett ionos
formai 478 Da és 500 Da molekulatomegiliek
(egy natrium atom 23 Da; 456-1+23=478; 478-
2+46=500). A molekula intakt formaja mellett
spontdn Kkialakul deacetilalt forma is, ennek
molekulatémege 396 Da (deacetilacio: -60 Da).
(Minden nativ vizsgalatban jelen volt egy 426
Da-os molekula is, melynek eredetét nem sike-
riilt feltdrni.) A cefotaxim enzimatikus médosi-
tasa, azaz esetlinkben szerin tipusu béta-lakta-
maz enzim révén torténd hidrolizise tébb mo-
dositott terméket is eredményez amiatt, hogy

Na* O O OYO 33. dbra. Cefotaxim nativ (zold),
CH, spontdn médosult (z61d) és
enzimatikusan mddositott (piros)
cefotaxim Na* (C16H16NsNaO-S;, 477,45 Da) formdi
intakt formak 396 Da 426 Da 456 Da 478 Da 500 Da
[M-Ac+H]* [M+H]* [M+Na]* [M+2Na]*
hidrolizis spon.ta'lln. , hidrolizis é.s ’sp.(?ntén
deacetilacié deacetilacié
, ) [M-Ac+H]*
modosult formak =
spontan dekarbox-
ilacié
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a nativ cefotaximoldatban a spontan deacetilalt
és az egyszeres és tdobbszords natrium ionos
formai is mind jelen vannak természetes médon
is (hidrolizis esetén +18 Da a molekulatdmeg
valtozas). Az ezekbdl a formakbdl kialakulo
termékek méretei 370 Da, 414 Da és 461 Da.
Cefotaxim esetében tehat a kovetkezd marker
peakeket kell keresniink a spektrumokon is:
Nativ formak: 396, 426, 456, 478, 500 Da; En-
zimatikusan mddositott formak: 370, 414, 461
Da (33. abra).

A cefotaxim eredeti formait és enzimatikusan
bontott formait tehat ismert és kikdvetkeztet-
hetd molekulatdmegeik alapjan meg tudjuk
kiildnbdztetni egy m/z tdmegspektrogramon is.
Idealis esetben (bizonyos szakirodalmi adatok

szerint [120]) a nativ antibiotikum formait jelzé
marker peakek intenzitdsanak jelentésen le kell
csokkennie, de akar teljesen el is tlinhetnek
ezek a peakek a spektrumbdl, mig az enzima-
tikus tevékenység révén keletkezd termékeket
jelzd peakeknek meg kell jelenni abbdl a reak-
ciébol késziilt spektrumban, amiben béta-lakta-
maz enzimet termeld baktériumot és antibioti-
kumot inkubalunk egyiitt megfeleld koriilmé-
nyek kozott. A kisérlet eredményeit a 34. abra
szemlélteti.

Ebben a vizsgalatunkban azt lathatjuk, hogy a
cefotaxim nativ formajaban tartalmazza a szik-
séges peakeket: ezek a 396, 426, 456, 478, 500
Da molekulatdmegii formak peakjei. 379 m/z
értéknél természetesen most is jelen van a mat-

34. dbra. Elsé eredményeink a cefotaxim enzimatikus bontdsdnak
vizsgdlatdval MALDI-TOF MS spektrumokon
Fels6 panel: csak a nativ cefotaxim (0,5 mg/ml) és viz+matrix
Ko6zépsoé panel: csak vizet és baktériumsejteket tartalmazo szuszpenzio feliilliszéja
Alsé panel: cefotaxim és baktérium reakcioeleqyének feliiliszoja

intens
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rix dimer (fels§ panel). Az dnmagaban csak a
baktériumot tartalmazé elegy feliiltiisz6ja szinte
csak a matrix dimer jelét adja, illetve a vizben
talalhaté néhany kis intenzitasu kontaminans
peaket (335, 401, 445) (kdzépsé panel).

Ha viszont az antibiotikum és az azt médositani
képes bakteriadlis enzimaktivitas egylitt kertil
inkubalasra (34. abra, als6 panel), akkor létre-
johet a varva vart eredmény: a cefotaxim nativ
formai gyakorlatilag eltlinnek a spektrumbdl,
helyettiik két markans peak jelenik meg: a 370
és a 414 Da molekulatdmegili termékek peakjei
(a 370 m/z értéki peaket jelz6 felirat nem lat-
szik a spektrumon, mert a legmagasabb peakre
altaldban sajnos nem tudunk feliratot irattatni a
szoftverrel, de a csucs kdzepe a keresett értéken
van, abran megtekintve pedig az x tengely ska-
laja alapjan konnyen beazonosithatd). Ez a két
termék a deacetilalédott cefotaxim molekula
hidrolizalt formaja (414 Da) és az ebbdl to-
vabbalakul6, spontadn dekarboxilacién atesett
forma (370 Da).

Az eredmények tehat dnmagukért beszélnek, a
vizsgalt baktérium igazoltan rendelkezik olyan
enzimmel, mely képes a cefotaxim antibiotiku-
mot moédositani, és ez a mddositas a béta-lak-
tam-gytrl hidrolizise, majd lathaté a hidrolizalt
intermedier koztitermék spontan dekarboxila-
cidja a keletkezett termékek alapjan, azaz ez a
baktérium biztosan rezisztens cefotaximra, az
eredmény igy interpretalhato.

Ebben az esetben az inkubacié 3 éra volt 36°C-
on, a kisérlet gsszedllitasaval és a MALDI-TOF
MS méréssel, és egy gyors, mar rutinos értéke-
léssel egyiitt a folyamat kortlbeliil 4 o6ranyi
munkaidét vett igénybe. Reakciét optimalizald
kovetkezd kisérletliinkbdl kidertilt, hogy a fent
vizsgalt baktérium ugyanezt a reakciot mar 30
perces inkubdcié utan is produkalta (de a nativ
formak teljes eltlinése csak 60 perces inkubacid
utan volt teljes), azaz idealis koértilmények ko-

zOtt kortilbelil masfél 6ra alatt megsziilethet
egy ilyen tipusu eredmény egy primokulturaban
kitenyészett baktériumtelepbdl, ha rendelke-
zésre és készen allnak anyagok és eszkdzok a
vizsgalat lefolytatasahoz. Sajnos azonban, mivel
nem minden enzim dolgozik ,egyforma gyor-
san”, azaz hasonléan nagy aktivitassal, és mivel
a vizsgalat kezdetén elvileg nem tudjuk, hogy
milyen enzimet tartalmaz az adott kérokozd,
ezért ennél hosszabb reakcié ajanlott altalanos-
sagban (2-3 ora), hogy a kisebb aktivitasu en-
zimek lassabb folyamatai nehogy fals negativ
eredményeket adjanak.

A vizsgalatok optimalizalasat ugyanezzel a fo-
lyamattal végeztiik el ugy, hogy a kilénbodzé
paraméterértékekeket fokozatosan, 1épcsézete-
sen eltoltuk a vart optimumtdl mindkét irany-
ban tébb parhuzamosban és duplikalt mérések-
ben. Ezek a vizsgalt paraméterek az inkubacids
id6, az inkubaciés hémérséklet, az antibioti-
kumkoncentracio, és a reakcidelegy térfogata
voltak. Az optimalizalas révén el tudtunk készi-
teni egy olyan szilard protokollt, mellyel nagy
hatékonysaggal tudunk sziirévizsgalatszerten,
nagy mennyiségii baktériumot vizsgalni az ilyen
tipusu reakciékban.

Az optimalizalas értékelése soran problemati-
kus volt kvantitativ értékekkel 0sszeegyeztetni
az eredményeket, mert a peakek intenzitdsa sok
esetben nem korreldl a reakcié hatékonysagaval
(és ez igaz a mindig egyenld mennyiségben je-
lenlévd matrix dimer 379 m/z értéki peakjére
is!), sokkal inkdbb a miiszeres mérés aktualis
mindségével, amely a legprecizebb kisérletek
soran is néha varatlanul jobb vagy kis mérték-
ben rosszabb lett. Emiatt nem a peakek intenzi-
tasanak vagy AUC értékének eredményeit vet-
tiik figyelembe, hanem a peakek egyértelmiisé-
gét, rutin vizsgalatokban valdé kénnyti felismer-
hetdségét értékeltiik és rendeltiik hozza egy
egyszerd szamsorhoz:
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nincs peak: 0
nagyon kis intenzitdssal, de van peak: 1

egyértelmii peak: 2 = —_—— o
kimagaslo intenzitdsu és egyértelmtii peak: 3 ’
- ..
Az optimalizalasi folyamatokat minden esetben - ' s
duplikalt mérésekkel végeztik el a mérési bi- ] T T
zonytalansagok kikiiszébolése okan, az igy ka-
pott score értékek emiatt tovabb finomodtak. - G =
Ezek alapjan készitettiik el az aldbbi optimaliza- N ,__m_mm“_ =
lasi grafikonokat az elséként vizsgalt izolatum 24 e
(G1/4 E. coli) és a cefotaxim reakci6irél (35.
abra) (a grafikonokhoz kapcsol6dd eredeti N .
spektrogramok a 3. Fiiggelékben is lathatok). - . e e
|
35. dbra. G1/4 F. coli
és cefotaxim iddfiiggé-
Bk sének optimalizdldsa
FE— (36°C, 20 ul térfogat,
— 1 0,5 mg/ml cefotaxim)
-—
- 456
LRl
—
- 0C
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Az idéfliggést vizsgald optimalizalé vizsgalat-
sorbél lathatd, hogy ez az izolatum mar 30 perc
inkubacids idé utan is megfelel6 eredményeket
tud mutatni, bar ebben a duplikalt reakciéban
még jelen vannak nativ antibiotikumformak is.
A 90 perc inkubacids ideji mintdkban szintén
jelen vannak, sét még tobbféle nativ forma is
lathatd és még nagyobb intenzitassal, ezért vé-
leményltink szerint a 60 perces mintdkban ezek
hidanya az, ami a kisérletben hibaként felmertil-
het, vagyis inkabb ennek eredménye kérddje-
lezhet6 meg, nem pedig a masik kettéé. A két
legtobbszor eléforduld nativ forma (426 és 456
m/z) megjelenésérél és relativ intenzitasarél
késziilt trendvonalak alapjan egyértelmi lassu
fogyas allapithaté meg a nativ formakat tekint-
ve az egyre hosszabb inkubacios idékkel parhu-
zamosan.

Erdekes jelenség a 461 m/z értékii peak hianya
és a 30 perces mérésben mégis felbukkang, kis
intenzitasu jelenléte (amely egyébként a kétsze-
res Na* ionos forma deacetilalédott és hidroli-
zalt formaja). Felmertilhet, hogy ez valésziniileg
nem egy stabil intermedier és ezért nem mutat-
hatd ki a mérések soran. Dekarboxilacidja ese-

tud hidrolizalni, masokat nem tud, vagy csak
kisebb affinitassal (lasd: karbapenemazzal foly-
tatott késébbi kisérleteink).

Mivel a 90 perces és ez alatti inkubécios ideji
mérésekben még tobb nativ forma is jelen volt
viszonylag nagy intenzitassal és mivel egy vizs-
galat elinditasakor normal esetben még nem
ismerjik, hogy milyen enzimtipust fogunk a
mérések révén detektalni, ezért annak ellenére,
hogy a G1/4 E. coli izolatum egyértelmii béta-
laktamaz-aktivitast tud mutatni mar 30 perces
inkubacié utén is, a megfeleld inkubaciés id6-
nek a 120 percet allapitottuk meg.

A reakcié hémérsékleti fliggését (36. abra, 4.
Fiiggelék) ugyanilyen modszerrel, duplikatu-
mokban, 4, 25, 30, 36 és 40°C inkubalasi hé-
mérsékleteken vizsgaltuk standard egyéb ko-
rilmények mellett. Az értékelési mad itt is az
elézé score-rendszeren alapult.

tén -44 Da volna az elvart

valtozas, de 461-44=417 |~
m/z értéknél egyik vizsga- "
latban sem talaltunk peaket.

(A 441 és 445 m/z értékek- | .

nél megjelend peakek a tisz-
ta viz spektrumaban is meg-
talalhatok.) Az is elképzel-
hetd (és ezt késébbi vizs- | 153
galataink soran sikeriilt is
alatdmasztani, hogy a kii-
16nb6z6 enzimeknek a Kii-

L]

—

16nb6z6 formakhoz kiilon- | 95 -
b6z6 mértékben van affini-
tasa, azaz némely enzimti-
pus egyes nativ formakat

W30
®396
il
426
m456
mas1
478
h B 500
36°C 40°C
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36. dbra. G1/4 E. coli és cefotaxim
hémérsékleti fiiggésének optimalizdldsa
(20 ul, 05 mg/ml cefotaxim, 120 perc)

A megfeleld hémérséklet megallapitasa viszony-
lag egyszerti feladat volt, az eredmények a var-
takkal nagyban meg is egyeztek. A G1/4 E. coli
torzs a jelek szerint mar a 4°C-on 120 percig
inkubalt mintadkban is tudott a mérési eredmé-
nyek alapjan hidrolizalt termékeket 1étrehozni,
ezt viszont mi inkabb annak tudjuk be, hogy a
kisérlet dsszeallitasakor koértlbeliil negyed éran
at szobahémérsékleten voltak ezek a mintak is,
illetve a reakcidelegyek lecentrifugalasa, majd a
feltiluszok kipipettdzasa utan a 2 pl-es cseppek
beszaradasig szintén szobahdn voltak koriilbe-

lil 10-15 percet. A végig 25°C-on inkubalt min-
tak eredményei alapjan jél lathatd, hogy mar
szobahémérsékleten is van ennek a torzsnek
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 k-
rilmények. 36°C-on viszont az eredmények
egyértelmtiek: a nativ formak teljes eltlinése
mellett nagyon nagy intenzitassal jelennek meg
a hidrolizalt formak és azok mdédosulatai (370,
414 m/z). A 40°C-on inkubalt mintaknal t&bb
nativ peak is jelen volt és lathatd ugyan enzim-
aktivitas, ennek mértéke joéval elmarad a 25-
36°C-ig vizsgalt mintadkéihoz képest. Ezek alap-
jan a hémérsékelti optimumot 36°C-ban allapi-
tottuk meg.

Ismét érdekes jelenség figyelhetd meg a hémér-
sékleti optimalizalas soran felvett spektrumo-
kon a 461 Da tdmeg( hidrolizalt termékkel kap-
csolatban: csak a 4°C-on és a 40°C-on inkubalt
mintakban volt kimutathat6 ez a béta-laktamaz-
aktivitas kovetkeztében kialakul6 termék [Mpiar-
Ac+2Na]*. 40°C-on nagyon alacsony, 4°C-on vi-
szonylag nagyobb intenzitdssal. Ennek okai nem
ismertek, feltételezésiink szerint a béta-lakta-
maz-aktivitason tul, mas enzimtevékenységek is
torténhetnek egy ilyen reakciéelegyben, azaz
tovabbi bontasa is elképzelhet6 ennek a ter-
méknek, ami a 4°C-os inkubalas alatt egyaltalan,
a 40°C-os inkubdlas alatt pedig csak kisebb
mértékben tudott megvalésulni.

A kovetkezd optimalizalasi 1épés a cefotaxim
antibiotikum legmegfelel6bb koncentracidjanak
bedllitasa. 0,125 mg/ml-t8l 4 mg/ml koncentra-
cidig vizsgaltuk standard egyéb koértlmények
kozott a reakcidkat (120 perc, 36°C, 20 pl). Az
értékelési mod itt is az el6z6ekben mar hasznalt
score-rendszer volt (37. abra, 5. Fliggelék).
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A szakirodalmi ajanlas [120] 0,5 mg/ml cefo-
taxim értéket allapit meg optimumként. Vizsga-
lataink alapjan nem feltétlentil ez a legmegfele-
16bb cefotaximkoncentracio, mert mint az a 37.
in abran is jol lathatd az ennél alacsonyabb kon-
' centraciokon is tokéletesen eredményes és egy-
P * értelmiien értékelhet§ eredmények sziiletnek.
n _ , Igaz ugyan, hogy a 0,25 mg/ml értéknél vizsgalt
T duplikalt mérések egyikénél kimutathatd volt
egy nativ forma kis intenzitasu peakje is (396
e e m/z), de ettdl fliggetleniil, altalanossagban, a

e g o v g VY A © VA i s Mgt peakek intenzitasa, értékelhetdsége 0,125 és

i

e 0,25 mg/ml értéknél ugyanolyan j6, raadasul a
korabban mar vitatott okok miatt ,elékertilg”

" . | | 461 Da-os enzimatikusan hidrolizalt termék
A AL s o

ezeknél a kisebb koncentraciétartomanyoknal
jelen van és egyértelmd jeleket mutat, a kon-

-
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38. dbra. G1/4 E. coli vdltozo reakcio- o e .
térfogatok optimalizdlo vizsgdlataiban
(36°C, 120 perc, 0,5 mg/ml cefotaxim). ) @i Smcn AT .
Ezt a tesztet még a szakirodalmi o
ajdnldsban 1évé standard 0,5 mg/ml cefo- fk \ \ ' A
J , .. L 9/ f I/ T H-.u“\m Ly W A %
taximkoncentrdcioval végeztiik el il
": a 1AL 4 e
centracio novekedésével fokozatosan csokken a . - / = .
mérhetésége (kék trendvonal a 37. dbran). Ezek : o
alapjan ismét arra a megallaptasra jutunk, hogy |
valésziniileg egyéb enzimtevékenységek révén i
ennek a terméknek a mennyisége az inkubacid . di el
soran csokkenhet. A két masik marker termék Rpisiatitein et NS S~ oo
(370 és 414 Da) minden esetben jelen van, ér- ‘ '
telmezhetdségiik a koncentracié emelkedésével e \
inté 5 - - s
szintén folyamatosan csdkken (fekete trendvo- e mm || BE g
nalak). 2 mg/ml koncentraciénal mar megje- - = - & " -

lennek a nativ formak jelei is, csékkent mérték-
ben ugyan, de lathatéak a médositott formak
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nyomai is, itt valdszinlileg mar olyan magas
koncentraciot ér el az antibiotikum, hogy annak
hatasat még ez a rezisztens baktérium sem tud-
ja kivédeni. 2 mg/ml értéknél is lathatd, hogy a
matrix dimer (379 m/z) értéke is jelentSsen
lecsokkent, 4 mg/ml értéknél pedig a mérést
mar nemcsak zavarja a til magas antibiotikum-
koncentracio, de szinte meg is hiusitja azt
Mindezek alapjan a legmegfelel6bb cefotaxim-
koncentracionak a 0,25 mg/ml értéket gondol-
juk.

A legegyszerlibbnek tiiné optimalizalé 1épés a
megfelel6 reakciotérfogat megkeresése. ElGze-
tes vizsgalataink kivaléan miikédtek a legtdbb
publikaciéban leirt 20 ul térfogatban, de vannak
kozlemények, melyek ettdl eltérd térfogatokat
hasznalnak [118, 120, 125, 126, 127]. Mi 10, 20,
50, 100, 200 és 400 pl reakciétérfogatokat tesz-
teltiink (38. abra, 6. Fiiggelék).

A novekvé térfogatokkal latvanyosan né a nativ
formak mennyisége (fekete trendvonalak) és
ugyanigy csOkken az enzimatikusan moédositot-
také (piros trendvonalak). Az altalunk ismert
szakirodalmi publikaciok 10-t6l 50 pl-es reak-
ciotérfogatokrédl szamolnak be, ennek oka a mi
kisérletiink eredményei alapjan is jol lathato.

A 10 és 20 pl-es térfogatok eredményei nem sok
kiildnbséget mutatnak, a 20 pl-es térfogattal
valé munka (centrifugalas utani 2 pl lepipetta-
zasa tisztan a sejtiiledék foliil) joval egyszertibb.
50 pl-nél mar csokkennek a modositott termé-
kek peakjeinek intenzitasai és ezzel egyiitt egy-
re tobb és intenzivebb nativ forma révén kelet-
kezd jel 1athatd, ez a trend egészen a maximalis
400 pl-ig folytatédik. Ezeknél a nagy térfoga-
toknal mar nehézkes aranyosan névelni a bevitt
baktérium inokulummennyiségét is, ezért ezek
a nagyon nagy reakciétérfogatok mar nem is
realisak ilyen vizsgalatokban, hiszen gyakran
eléfordul, hogy csak egy-két kitenyészett, apro,
valéban csak makszemnyi méretd baktériumte-
lepbdl lehet csak mintat prezentalni a teszthez.
Mindezek miatt tovabbra is a 20 pl-es reakcio-
térfogatot fogadjuk el optimalisként a vizsgala-
tokhoz.

Az optimalizalas utan, kdvetkezd 1épésként azt
teszteltiik, hogy el6fordulhat-e, hogy a felhasz-
nalt cefotaxim antibiotikum nemcsak enzima-
tikus aktivitas, hanem hé hatasara is elbomlik
és ad esetleg fals pozitiv eredményeket. Ennek
kivitelezésére nativ cefotaxim antibiotikum-
oldatot inkubaltunk az enzimatikus reakciénal
optimalis 36°C-on 180 percig (39. dbra).

39. dbra. Tiszta cefotaxim (0,5 mg/ml) 4°C-on és 36°C-on inkubdlva 180 percig

VZeCTXE 40 MCCAD AS MS Raw

VZ+CTX I7C_MCCADBES MS Raw

1

440 440 480 200 me
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A tiszta cefotaxim 36°C-on torténé inkubalasa
soran gyakorlatilag semmilyen valtozast nem
mutatott a 4°C-on inkubalt mintahoz képest,
ezért kijelenthets, hogy a cefotaximnak nincs
jelentds spontan bomlasa hosszu inkubaciés id6
utan sem. Ugyanazok a nativ formakhoz tartozé
peakek lathatok mindegyik mérésben.

Emellett leteszteltiink két olyan, a késSbbiek-
ben felhasznalasra kertil6 molekulat is (klavu-
lansav és APBA), melyek majd a reakcidele-
gyekbe kertilnek mas témaju vizsgalatok soran,
de még nem tudtuk (illetve inkabb csak ki kel-
lett zarnunk ennek lehet&ségét), hogy ezek a ce-
fotaxim barmelyik formajaval valamilyen nem
bioldgiai folyamat révén reagalnak-e, esetleg
lesznek-e moédosulasok lathaték a nativ cefo-

taxim spektrumahoz képest (40. abra). A klavu-
lansav 199, az APBA (3-aminofenil-borat) pedig
155 Da tdmegii molekulak, vagyis ebben a mé-
rési taromanyban (~300-600 m/z) nem is lat-
szodhatnak ezektdl az anyagoktdl szarmazd
jelek. Ha nincsenek nem biolégiai reakcidkbol
szarmazé jelek ezekben az inkubaciékban (szin-
tén 4°C-on és 36°C-on 180 percig), akkor a két
anyag biztonsaggal hasznalhaté a tovabbiakban.

40. dbra.

Fels6 panel: tiszta APBA (3-aminofenil-
bordt) (0,3 mg/ml) és tiszta klavuldnsav
(0,05 mg/ml) oldatai.

Alsé panel: cefotaxim (0,5 mg/ml) + APBA
(0,3 mg/ml) + klavuldnsav (0,05 mg/ml),
4°C és 36°C, 180 perc
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Mint az az abran lathato, sem az APBA, sem a
klavulansav nem képez 6nalléan olyan peakeket
a mérési tartomanyunkban, melyek zavarnak a
reakciok értékelését. Cefotaximmal tortént
egylittes inkubacidjuk soran szintén nem tor-
tént valtozas a cefotaxim nativ formainak leg-
tobbjében. Egy kivétel volt ez aldl: az 500 m/z
jeld 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 detek-
talhatd. Bomlas vagy egyéb, nem bioldgiai reak-
cié nem tortént a hosszu, 180 perces inkubala-
sok soran, sem 4°C-on, sem 36°C-on.

Az APBA és a klavulansav enziminhibitor mole-
kulak. Inhibitor (azaz gatld) aktivitasukat speci-
fikusan, bizonyos béta-laktamaz enzimek ellen
képesek kifejteni. Ennek jelent§sége abban all,
hogy ha egy enzimatikus reakciot egy enzim-
specifikus inhibitorral gatolni tudunk, és emiatt
elmarad a reakcio, akkor bizonyitottnak vehet-
juk, hogy az adott inhibitor molekula altal speci-
fikusan gatolhaté enzim van jelen a vizsgalati
anyagunkban (baktériumunkban). Klavulansav-
val az Ambler-féle Class A szerin tipusu béta-
laktamazok (pl. ESBL-ek) gatolhatdk specifiku-
san, az APBA pedig az AmpC tipusu béta-lakta-
maz enzimek specifikus inhibitora. Ha tehat egy
reakciopart vizsgalunk, és az egyik reakciéban
csak az enzim és antibiotikum szubsztratja van,
a masik reakcidéban ugyanezek, plusz a specifi-
kus inhibitor, akkor ha csak az elsébél kapunk a
fentiekben ismertetett, enzimatikusan moédosi-
tott, hidrolizalt termékeket, a masodikbdl pedig

tiszta CTX
Gl/a+Cx

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

nem, akkor biztosan tudhatjuk, hogy az a bizo-
nyos enzim mukédik a vizsgalt baktériumban,
aminek specifikus inhibitora meggatolta a ma-
sodik parhuzamosban a reakcid lezajlasat. Ha az
adott baktériumrél nem tudjuk, hogy ESBL-
vagy AmpC-termelé-e, akkor harom parhuza-
mos reakcidt inditva ez elméletileg kiderithetd.
Kovetkezd kisérleteinkben ezeket a lehetdsége-
ket jartuk koérul.

Az elsd kisérletet a mar hasznalt és lathatéan
massziv béta-laktamaz-aktivitassal rendelkezd,
cefotaximra mar bizonyitottan rezisztens G1/4
E. coli torzzsel végeztiik el. A reakcidk dsszealli-
tasa eddigi munkaprotokollunk alapjan tortént:
a baktérium 24 6ras tenyészetébdl vett minta
0,5 mg/ml cefotaximoldatban térténd inkuba-
lasa 36°C-on 180 percig. (A paramétereket itt
még megtartottuk az irodalmi adatoknak meg-
feleléen.) A négy parhuzamos ugyanazon ko-
rilmények koézott (+ a kotelezd negativ kont-
rollok!):

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

A 41. abran lathatd panelek kozil a legfelsé a
tiszta cefotaxim, alatta a baktérium + cefotaxim

reakcio, alatta a baktérium + cefotaxim + klavu-
lansav, legalul pedig a baktérium + cefotaxim +
APBA lathatd. Az eredmények tablazatban talan
szemléletesebben §sszefoglalhatok:

7. tdbldzat. G1/4 E. coli reakcidi inhibitorok jelenlétében
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A baktériumtérzs a cefotaximmal szemben egy-
értelmd enzimaktivitast mutat, ha csak a bakté-
rium és a cefotaxim van jelen. Ha a cefotaxim
mellett még ESBL-enzimre specifikus inhibitor
anyag is van a reakciéban, akkor az enzimakti-
vitds rendkiviil nagy mértékben visszaesik, a
nativ antibiotikumformak nagy mennyiségben
megmaradnak a reakcié utadn is, enzimatikus
bomlastermékek csak nagyon kis mennyiségben
mutathaték ki (370 és 414 m/z). Ha nem az
adott enzimre specifikus inhibitor van a rend-
szerben, akkor az enzim nem gatlédik, a reakcid
zavartalanul végbemegy.

A vizsgalattal bebizonyitottuk, hogy a G1/4 jelu
Escherichia coli izolatum cefotaxim rezisztencia-
jaért ESBL enzim felelds. Mellékadatként meg-
tudtuk, hogy ESBL enzimje mellett valoszintileg
nem tartalmaz AmpC tipusu béta-laktamaz en-
zimet. Legf6képpen pedig megtudtuk, hogy egy

ilyen OsszedllitAsu, néhany parhuzamos reak-
ciébol allo teszttel egy izolatumrdl bizonyitd
adat nyerhet§ ESBL enzimet termel§ képessé-
gérél. A reakcid itt 3 6ras volt, korabbi vizsgala-
tainkbdl tudjuk, hogy a G1/4 E. coli ennél sokkal
kevesebb id6 alatt is képes ezeket az eredmé-
nyeket mutatni ilyen koriilmények kozott, azaz
kijelenthetd, hogy néhany 6ra alatt interpretalni
tudjuk egy izolatumrdl a klinikus felé MALDI-
TOF MS médszeriinkkel, hogy ESBL-termels-e
vagy sem. Az egyetlen cefotaximos és inhibito-
ros antibiotikumvizsgalatbél egyrészt tehat
bizonyitottuk, hogy ESBL-termelés interpretal-
hatd, masrészt mindez azzal a kovetkezménnyel
is jar, hogy szintén interpretalhatd, hogy ez el-
len a baktérium ellen nem hasznalhatdk sem az
egyszeribb penicillinszarmazékok, sem a béta-
laktamazgatléval kombinalt aminopenicillinek
(pl. Augmentin), sem cefalosporinok, sem pedig

41. dbra. G1/4 E. coli + cefotaxim és inhibitorokkal végzett kisérletek spektrumai
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monobaktam antibiotikumok (pl. aztreonam).
Egy antibiotikum mérésébdl koriilbeliill 10-15
egyéb antibiotikum interpretalasa valik lehetd-
vé ebben az esetben. Nagy valoszinliséggel kar-
bapenemek alkalmasak lennének a terapia so-
ran, mert mas enzimtevékenység nem latszik a
vizsgalatokbdl, de ezt még biztosan kijelenteni
nem lehet, mert ennek megerdsitéséhez vagy
kizarasahoz az eddigi tesztek mellett még egy
parhuzamos reakcio is sziikséges (lasd késébb).

ESBL és AmpC enzimtermeld izolatumok kozott
kiildnbségek allapithatok meg a hagyomanyos
antibiogramon lathatdé in vitro eredmények
alapjan is (a nem mindig egyértelmi kulcslyuk
fenotipuson kiviil), pl. AmpC: cefepim-E, cefo-
xitin-R; ESBL: cefepim-R, cefoxitin-E, de ezek az
antibiotikumkorongok nem képezik az alapve-
téen vizsgalandé panel részeit Enterobacteria-
ceae-nél, vagyis egy ujabb antibiogram készi-
tendd emiatt és ha a fenti fenotipusos jegyek
(42. abra) nem lathatéak egyértelmiien, akkor
kétséget kizaréan még ezek ismeretében sem
tudhatd, hogy milyen béta-laktamaz enzim van
jelen (ezeken kiviil még egyéb enzim is lehetsé-
ges és akar tobbféle is lehetséges egyszerre
ugyanazon baktériumban!).

Az AmpC-termelés kimutatdsat az ESBL-
termelés kimutatdsahoz hasonlé modszerrel
probaltuk meg elvégezni. Korabbi vizsgalata-
inkbdl ismert volt, hogy a G1/86 jeld Entero-
bacter asburiae klinikai izolatumunk AmpC-
termeld (lasd 11. abra). A parhuzamos MALDI-
TOF MS vizsgalatokat itt is az el6z6 paraméte-
rekkel és inhibitorokkal végeztiik el egy olyan
kiegészitéssel, hogy egy plusz reakcioban mind
a két inhibitor is jelen volt egyszerre:

1. 0,5 mg/ml cefotaxim

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

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

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

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

42, dbra. ESBL-termeld [128]: cefepim R, cefoxitin E, ceftazidim R, klavuldnsav felé kulcslyuk

fenotipus

* AmpC-termelé [129]: cefepim E, cefoxitin R

» ESBL- és AmpC-termelé [130]: cefepim E, cefoxitin R, klavuldnsav felé kulcslyuk fenotipus

AmpC

ESBL+ AmpC
e

ESBL &5 AmpC
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43. dbra. G1/86 Enterobacter asburiae AmpC-termelésének vizsgdlata inhibitorokkal

tiszta CTX

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

8. tdbldzat. G1/86 Enterobacter asburiae AmpC-termelésének vizsgdlata inhibitorokkal
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A 43. abran és 8. tablazatban lathaté eredmé-
nyek alapjan nem tudtuk egyértelmiien elddn-
teni, hogy ezzel a metodikaval az AmpC-
termelés kimutathaté volna. Az izolatum latha-
toan rendelkezik béta-laktamaz enzimmel,
mellyel a cefotaximot hidrolizalni képes, de
(ilyen korilmények kozott a G1/4 ESBL-
termeld E. coli enzimaktivitdsahoz képest joval
szerényebb hatasfokkal) a hidrolitikus termé-
kek jeleinek intenzitdsa nagyon alacsony, a na-
tiv termékeké pedig nagyon magas. A hidroliti-
kus termékek mindegyik, inhibitorral gatolt
reakcidban megjelentek, tehat elméletileg nem
ESBL és nem AmpC enzimtermeld torzzsel van
dolgunk, de az el6zetes vizsgalatok alapjan még-
is AmpC-termeldnek kellene lennie (D68C teszt:
11. abra, 3. kép). A klavulansavval végzett
reakcidban kissé emelkedettebb és egyértel-
mibb eredményeket latunk a hidrolitikus akti-

G1/49 + CTX
Gl/A9 « CTX + klav
G1/49 + CTX + APBA

G1/28+CTX
GL1/28 + CTX + klav
G1/28 + CTX + APBA

vitds nyomait illetéen. Ezt magyarazhatja az,
hogy az AmpC tipusu enzimeket a klavulansav
nem gatolja, hanem éppen ellenkezéleg, kis
mértékben indukalhatja is termel&déstiket. Ez
azonban itt csak kdzvetett és nem is elégséges
bizonyiték az AmpC-termelés igazolasahoz.

Erdekes jelenség még a kisérletben a mindkét
inhibitort tartalmazé reakcié: mindegyik hidro-
litikus termék jele még az eddigi szinthez ké-
pest is jelentdsen visszaesett, viszont megjelent
a spektrumon az eddig itt nem tapasztalt (és
mas reakcidkban is egyelére szabalytalanul
megjelend) 461 Da-os enzimatikusan médosi-
tott cefotaxim termék. A 461 Da-os termék ki-
alakulasaval kapcsolatban elképzelhetd, hogy
kisebb affinitassal rendelkeznek a némely béta-
laktamazok az 500 Da-os nativ forma spontan
deacetilalédott formdajahoz és ezért jelenik meg
féleg olyankor a 461 m/z termék, amikor a két

ATCC 25922 E. col

ESBLE. coli

G1/20 4+ CTX
G1/20 + CTX + klav
G1/20 + CTX + APBA

ESBL £. cloacae

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

ESBLE. col

Gil/54+CTx
G1/54 + CTX + Klav
G1/54 4 CTX &+ APBA

MDR C. koser!

Gl/aS+CTx
G1/45 4+ CTX ¢ klav
G1/45 + CTX + APBA

ESBL+!? P. geruginosa

9. tdbldzat. Kiilonbozé torzsek cefotaximrezisztencia-vizsgdlata
enziminhibitorok mellett (ldsd 7. Fiiggelék)
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masik (379 és 414 m/z) eltlinik vagy jelintenzi-
tasa lecsokken.

Az eddigi modszer szerint tobb tdrzs screeneld
tesztelését végeztiik el parhuzamosan, a torzsek
kozott ismert és ismeretlen rezisztenciamecha-
nizmusu izolatumok is szerepeltek. Eredmé-
nyeiket a 9. tdblazat szemlélteti, egyes spekt-
rumaik a 7. Fiiggelékben talalhatok meg.

A 7. Fiuggelékben lathatd spektrumok eredmé-
nyeit a 9. tdblazatban foglaltuk dssze. A tesztek
soran mar ismert rezisztenciamechanizmusu és
ismeretlen torzseket is felhasznaltunk. Elséként
- az adatai alapjan béta-laktamaz enzim nega-
tivként igazolt — ATCC 25922 E. coli referen-
ciatorzset vizsgaltuk, garantalt negativ kont-
rollként. Az eredmények ennek megfelel6en
alakultak: a nativ formak jelei voltak csak kimu-
tathatdk mindegyik esetben, a baktérium ezek
alapjan is igazoltan érzékeny cefotaximra. Az
eddigi tapasztalataink alapjan csak kisebb in-
tenzitasu jelekként megjelené 478 és 500 m/z
peakek intenzitasbeli ingadozasan kiviil mas
jelenség nem is volt tapasztalhatd. Ezek alapjan
viszont megallapithatd, hogy ezek az aprobb
intenzitasvaltozasok az egyébként is alacsony
intenzitasu peakeknél nem feltétlentil fliggnek
csak a vizsgalt baktérium barmilyen aktivitasa-
tol, hanem a miiszeres detektalas minéségében
torténd kisebb-nagyobb valtozasoknak is be-
tudhatok.

Kovetkezéként két Escherichia coli (G1/28,
G1/7) és egy Enterobacter cloacae (G1/20),
ismert ESBL-termel$ térzsek Osszehasonlitasat
végeztiilk el. Mindharom torzs egyértelmiien
ESBL-termelének bizonyult a kisérletek tanul-
saga szerint, klavuldnsavas inhibiciéjuk mind-
egyiknél szinte teljes volt. A kapott spektralis
peak-mintazatok szinte tokéletesen egyformak
voltak, még a tablazatos abrazolasban is szem-
1életes a hasonldsag mindharmuknal.

A G1/54 Citrobacter koseri torzsrél elbzetes
vizsgalataink alapjan csak annyit tudtunk, hogy
multirezisztens: karbapenemeken, fluorokino-
lokon és Sumetrolimon kiviil gyakorlatilag min-
denre tokéletesen rezisztens. Izolalasakor az
AmpC gyanu mertlt 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-laktamaz, mely
révén rezisztens cefotaximra, de kimutatni,
hogy ezt milyen enzim okozza, ezzel a teszttel
sem sikertilt, az ESBL-termelés viszont mar
biztosan kizarhaté mindezek alapjan. A bomlas-
termékek jelenléte egyértelmd, de jelen vannak
a nativ formak is, illetve altalanos jelenség a
370 m/z forma hidnya is, azaz ebben a bakté-
riumban az eddigiektdl biztosan eltérd enzim-
tevékenységek folyhatnak, sajnos azonban eb-
bél a kisérletsorbdl csak ennyi allapithatoé meg.

A G1/45 jelli Pseudomonas aeruginosa torzsrol
tudtuk, hogy ESBL-termel§, fenotipusosan (an-
tibiogram) egyértelmiien annak volt értékelhe-
t6, ez alapjan interpretalhato is volt széles kori
béta-laktam rezisztenciagja. MALDI-TOF MS
tesztliinkkel viszont az eredmények nem ezt
mutattak (7. Fiiggelék, jobb als6 panel): a 414
m/z értékli peak intenzitdsa barmelyik inhibi-
tor mellett ugyanolyan maradt, a 370 m/z peak
pedig gyakorlatilag mindekett6ben minimalisan
észlelhetd szintre esett vissza. Ez alapjan elvileg
ez a baktérium nem ESBL-termeld, de mivel a
hagyomanyos antibiogram fenotipusos jegyei
egyértelmtiek voltak (klavulansav felé mutatd
kulcslyuk-torzulas), ezért feltételezhetjiik, hogy
ez a baktérium az ESBL enzimen kiviil mas, a
cefotaximrezisztenciaért felel6s enzim termelé-
sére is képes. Az ismert, hogy a Pseudomonasok
alacsony szintii AmpC-termeléssel rendelkez-
nek, de az APBA-val végzett kisérletek ezt itt
latszolag kizartak (bar az eddigi AmpC mérések
altalanos bizonytalansaga miatt ez erdsen vi-
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tathatd is). llyen esetben tehat egy olyan speci-
fikus inhibitor anyag haszndlata volna evidens
egy parhuzamos reakcioban, mely azt a bizo-
nyos enzimet is tudja valéban gatolni, de sajnos
nem ismerjiik, hogy mi is lehet ez a bizonyos
masik béta-laktamaz-aktivitdsu enzim, vagyis
ilyen helyzetben, amikor lehet, hogy egyszerre
tobb enzimet is termel a baktérium, a MALDI-
TOF MS egyszerlibb néhany inhibitoros vizsga-
lata sem elegendd minden informéacié megszer-
zésére. Raadasul maga az ESBL-termelés ,elsé
ranézésre” még cafolhatd is volna a spektrumok
alapjan, ha nem ismernénk a hagyomanyos elja-
ras elézetes eredményeit. Ez alapjan azt allapit-
hatjuk meg, hogy a tdmegspektrometrids mod-
szer sem elegendd dnmagaban ilyen izoltamok
megfelels értékelésére, de a felhasznalt inhibi-
toros parhuzamosok kibévitésével ezt a prob-
1émat lehet, hogy feloldhatjuk, vagy legalabbis
csokkenthetjiik.

Abban a ritka esetben, ha a hagyomanyos ko-
rongdiffuzios és egyéb eredmények (kulcslyuk
torzulas, cefoxitin-E, cefepim-R, ceftazidim-R,
D68C) nem mutatjak egyértelmiien vagy egybe-
hangzéan a jellegzetes ESBL fenotipust, ettdl
fliggetleniil még mindig fennall annak lehet&sé-
ge, hogy ESBL enzimet termel az izolaltum,
ilyenkor még egy un. IRT, azaz inhibitorrezisz-
tens TEM tipusu ESBL enzim is lehet az ellent-
mondas megoldasa (Class A 2br) [61, 62, 63]. Es
ebben a ritka, de val6jaban nem kizarhatd eset-
ben még az inhibitorokkal kiegészitett MALDI-
TOF MS kisérletek sem vezethetnek semmilyen
eredményre.

Kovetkezd panelként ismét hat baktériumot
screeneltiink az el§z&ekben leirtak szerint (10.
tablazat).

Az els6 négy izolatum ESBL-termelSként kertilt
a vizsgalatokba. Az eddigi ESBL-termel$ Entero-
bacteriaceae baktériumok spektruma (peak-
mintazata) gyakorlatilag nem mutatott emlités-

re méltd kildonbséget 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 értékl peakek kisebb-nagyobb intenzitas-
sal el6fordulnak a hidrolitikus termékeik ko-
zott. Ez kildéndsen a G1/38 K pneumoniae
torzsre igaz, amelynél a csak cefotaximot tar-
talmazo6 reakcidelegyben, illetve a cefotaximot
és ESBL enzimére nem specifikus gatloszert
tartalmazott, ezeknél ez a 461 Da-os termék
mar hatarozottan jél detektalhaté volt, ami is-
mét arra utalhat, hogy enzim és enzim kozott
kisebb-nagyobb kiilénbségek fedezhetdk fel ter-
mékeik alapjan is. Ez a magyarazat kénnyen
elfogadhatd annak ismeretében, hogy a 3 nagy
csoportra feloszthaté ESBL enzimeket tdbb
mint 200 eddig ismert enzimtipus alkotja [131].
Egy masik megkdzelités szerint feltehetjiik még
azt is, hogy az ESBL enzimen kivill még egy
klavulansavval nem gatolhatd, de viszonylag
gyenge hatasfoku egyéb enzim is jelen van a
baktériumban. Ennek eldéntésére ez a gyorsdi-
agnosztikai MALDI-TOF MS vizsgalat nem ele-
gendd.

A Kkét kovetkezd ESBL-termeld E. cloacae izo-
latum (G1/46 és G1/57) latvanyosan nagy kii-
l6nbségeket mutat peak-mintazatdban minden
eddigi ESBL aktivitdsi eredményhez képest
Mindkét térzsnél mindegyik reakciéban végig
megmarad mindegyik nativ forma jele is. A na-
tiv formajaban mindig nagy intenzitassal jelen
1évé 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.
Fliggelék, bal alsé és jobb felsd panelek). A 461
Da-os hidrolizistermék pedig még nyomnyi
mennyiségben sem észlelhetd egyik reakcioban
sem. Ezeknél tehat nyilvanvaléan ESBL, de mas
tipusu ESBL enzim van jelen. Azaz a mddsze-
riink alkalmas arra is, hogy a hasonl6é peak-
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mintazatok Osszehasonlitdsa alapjan felvet&d-
jon benniink a gyanu, hogy az egyes vizsgalt
baktériumokban mas és mas ESBL tipusok van-
nak jelen.

A G1/101 Haemophilus parainfluenzae izola-
tumrél ismertiik, hogy BLPACR, azaz béta-
laktamaz-pozitiv
zisztens torzs (nitrocefin pozitivitds mellett
Augmentin-rezisztens). Ebbe a vizsgalatba tu-
lajdonképpen negativ kontrollként keriilt be
(a cefotaxim és a ceftriaxon a Haemophilusok
elleni terapias protokollok részét is képezik), de
az eredmények erre bizonyos mértékben ra-
cafolni latszanak: a cefotaxim egyik nativ forma-

amoxicillin/klavulansav-re-

javal szemben (2ZNa*-ionos forma) lathatdan
valamennyi hidrolitikus aktivitast képes kifej-

teni (461 m/z jeld hidrolizatum) a baktérium és
erre az enzimaktivitdsara a klavuldnsavnak és
az APBA-nak nincsen gatl6 hatasa. ESBL enzi-
mek leginkabb az Enterobacteriacae csoportban
fordulnak el8, Haemophilusokban elméletileg
lehetséges az el6forduldsuk (ampicillinrezisz-
tencidért felel6s génjeik is az Enterobacteria-
ceae csoportbdl szarmaznak), de a gyakorlatban
eZ nagyon nagyon ritka jelenség [132, 133],
AmpC hordozasrél pedig ismereteink szerint
még esetleiras sem sziletett. Cefotaximra a
Haemophilusok &ltalanosan érzékenyek, a je-
lenséget egyelére nem tudjuk megmagyarazni.
Feltételezésiink szerint a sejtben 1év§ béta-lak-
tamaz-aktivitdis médositani képes bizonyos
mértékben az antibiotikumot (lasd 461 Da-os
forma kialakulasa), de a nativ formak nagy mér-

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

ESEL E. coff

G1/38 + CTX
G1/38 + CTX + klav
G1/38 + CTX + APEA

ESEL K. pneumaniae

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

G1/57 + CTX
G1/57 + CTX + klav
G1/57 + CTX + APEA

517101 4+ CTX
51,101 + CTX + klav
51/101 + CTX + APBA

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

ESBL E. claacae

ESBLE. cloacae

ELPACR

H. parainfluenzae

- NDM E. coli

, tdbldzat. Kiilonb{zd torzsek cefotaximrezisztencia-vizsgdlata
enziminhibitorok mellett (ldsd 8. Fiiggeléek)
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tékd megmaradasa miatt valésziniileg nem lesz
elegendd mértékii ahhoz, hogy ezzel megvédje a
baktériumot az antibiotikus hatastol.

Végiil az eddigiektdl egy teljesen eltéré enzimet
termelé baktériumot vizsgaltunk: a G1/84
Escherichia coli izolatumrdél ugy tudtuk, hogy
NDM karbapenemaz enzimet termel (NDM =
New Delhi metallo-béta-laktamaz) (a torzs a
Szent Laszlé Koérhaz ajandéka a kisérleteink-
hez). Ez az enzim gyakorlatilag szinte minden
béta-laktam tipusu antibiotikummal szemben
rezisztensé teszi az azt termelni képes bakté-
riumot, ez aldl egyetlen kivétel van: az aztreo-
nam. A metallo-béta-laktamazok az Ambler-féle
Class B csoportba tartoznak, béta-laktam gyu-
rivel torténd hidrolitikus reakcidjuk is eltér a
yhagyomanyos” (Class C) szerin tipusu béta-
laktamazokétol [134]. Klavulansavval nem ga-
tolhaték (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 lathatd, hogy a G1/84 E. coli altal
termelt béta-laktamaz enzim aktivitasa, miiko-
dése teljesen mas az eddig latottaktdl. Mind-
egyik hidrolitikus termék peakjének intenzitasa
erds és egyértelmi, de emellett er6sek marad-
tak a nativ formak jelei is. Egyik inhibitor sem
fejtett ki semmilyen hatast az enzimre, sem
gatlas, sem indukcié nem tortént, a vizsgalt en-
zim biztosan nem ESBL vagy AmpC tipusu en-
zim (bar ez utdbbi a korabbi kisérleteink tanul-
saga szerint bizonytalan), az viszont bizonyitha-
t6 a kisérlettel, hogy valamilyen béta-laktamazt

termel, mely révén cefotaximra rezisztens. Me-
tallo-béta-laktamazokat  specifikusan  gatld
anyaggal (EDTA) ez a kérdés megvalaszolhatd
lenne.

Jellegzetesen jol lathaté mindegyik reakciéban a
461 Da-os hidrolizistermék jele is, tehat ez az
enzim is nagyobb hatasfokkal képes ezt a ter-
méket generalni, vagyis megallapthatjuk, hogy
bizonyos termékek megjelenése és intenzitasa
nemcsak az optimalizaciétol vagy a koriilmé-
nyektdl fiigg, hanem magatél a vizsgalt bakté-
riumban termel6d6 enzim tipusatdl is, annak
kulonbozo mérteku affintitasatol a kiulonbozo
nativ formakhoz.

Az optimalizalo kisérletek eredményei és eddigi
tapasztalataink alapjan mar leirhattunk egy
olyan protokollt, mellyel laboratériumunkban
j6 hatasfokkal reprodukalhatéak a cefotaxim-
mal kapcsolatos gyorsdiagnosztikai MALDI-
TOF MS vizsgalatok, elsdsorban az ESBL-
termelSkre vonatkozoan:

0. Optimalis reakciétérfogat: 20 pl; cefotaxim-
koncentracio: 0,25 mg/ml;
klavulansav-koncentracié: 0,05 mg/ml. (AP-
BA-koncentracio: 0,3 mg/ml.)
Reakcidelegyek Osszedllitdsa az egyértel-
mien feliratozott és steril, gdmbolyl alju
Eppendorf-csévekben steril fiilke alatt, majd
mindezek és a megmaradt térzsoldatok lefa-
gyasztasa (-70°C) (eltarthat6sag: ~3 hdonap).

1. A MALDI-TOF MS mérést végzd kollégak
értesitése arrol, hogy slirgds mérés kovetke-
zik, a kisérletsorozat tervének elkiildése xls
formatumban.

2. A kiildonb6zd inkubacids koriilmények bealli-
tasa (termosztadt hémérsékletének ellen6rzé-
se), centrifuga mlikddésének ellendrzése.

3. A vizsgalatokhoz 24 6ras primokulturak
szlikségesek.

4. A kisérlethez elézdleg dsszeallitott, megfele-
16 mennyiségl Eppendorf-csé part és kont-
rollokat -70°C-rél el6vessziik, szobahémér-
sékletiire engedjtik:
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= 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 kont-
roll

» viz + CTX + tesztorganizmus reakciéelegy

» viz + CTX + klavulansav + tesztorganiz-
mus inhibiciés reakcidelegy

5. A részeltesen kidolgozott vizsgalati terv

alapjan az egyes Eppendorf-csévekbe steril
miianyag fogpiszkalok segitségével kortilbe-
liil makszemnyi mennyiségi friss baktéri-
umsejtet tesziink és homogenizalunk el a re-
akcioelegyekben.

6. A Kkisérletek elinditasa. A reakciéidd pontos

mérése.

7. Optimalis inkubaciés hémérséklet: 36+1°C,

inkubacids id6: 120 perc.

8. 3 perc centrifugalas 13.000 rpm fordulat-

szamon (szobahdn).

9. A lecentrifugalt mintak viztiszta feliilliszéi-

bél 2-2 ul-t mériink a kisérleti tervet kévetve
a megfelel6 MALDI-TOF target plate spot-
okra (steril pipettahegyekkel!). Els6 harom
spotiliresen marad a kalibratorok szamara!

10. A felpipettazott mintakat szaradni hagyjuk
(~10 perc). A szaradas siirgetése levegd-
aram segitségével nem ajanlott!

11. Beszaradas utan a plate-et MALDI-TOF MS-
hez vissziik (+4°C).

12. A MALDI-TOF miszeres mérést végzd kol-
léga a kalibratorokat is felméri a plate-re,
majd beszaradas utdn a matrix oldatot is
raméri a mintakra is.

13. Beszaradas utan mérés: elészor kalibracio,
majd a tesztek.

14. A mérési eredmények kiértékelése MALDI

Biotyper® flexAnalysis szoftver segitségé-

vel.

15. Eredmények interpretalasa (,ESBL-terme-
1és megallapithaté” / ,— nem Aallapithatd
meg”).

A cefotaximmal kapcsolatos egyik legalaposab-
ban kidolgozott irodalmi forras [120] adataival
megegyezden mi sem taldltuk meg méréseink
soran azt az enzimatikus bomlasterméket,
amelynek elméletileg a 456 Da molekulatdmegii
nativ protonalt forma [M+H]* kdzvetlen hidroli-
zisébdl kellene szarmaznia: 456 + 18 = 474 Da.
Valészindsitjiik, hogy a deacetildlédas még a
hidrolizis elétt lejatszédik és alakul ki a hidro-
lizalt, deacetilalédott, protonalt forma (414 Da)
[Mhidr-AC+H]+.

Ugyanebben az atfogé tanulmanyban a cefo-
taxim kismértéki spontan hidrolizisét is leirjak,
mely révén nativ cefotaxim mintaiban is eléfor-
dulhat a 414 Da-os termék. Ezt a megallapitast
is ala tudjuk tdmasztani, de ez az intenzitas ki-
sérleteink soran mindig szinte csak minimalis
volt, ha eléfordult (1asd 36. abra, legfelsd panel):
példaul a 36. dbran lathato nativ cefotaxim két
nagyobb intenzitasu 396 és 426 m/z értéki
peakjei kozti apro jelek figyelhet6k meg, melyek
kozt valéban 414 m/z-nél is van egy ilyen kis
intenzitasu jel (az als6 panel erés 414 m/z jele
segitségével beazonosithatd). Tobb volt azon-
ban az olyan mérésiink a nativ cefotaximmal,
ahol ez a jel egyaltalan nem is volt észlelhetd.

A tanulmany arrél is ir, hogy a 396 Da-os ter-
mék teljes eltiinése figyelhetd meg minden alta-
luk vizsgalt cefotaximra rezisztens baktérium
esetében (vagyis ez alapjan definidljak a cefo-
taximra is Kiterjed6 béta-laktamaz pozitivitast).
Ezt mi hatdrozottan cafolni tudjuk: sok cefo-
taximra 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. Fliggelék), vagy a
két ESBL-termel6 Enterobacter cloacae izola-
tumunk (G1/46 és G1/57) (10. abra, 8. Fligge-
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1ék), de példaul a metallo-béta-laktamazt terme-
16 G1/84 E. coli (szintén 10. abra, 8. Fliggelék)
is tokéletesen rezisztens cefotaximra (is), ettdl
fliggetleniil a mérések soran megtalaltuk a hid-
rolizalt termék és a nativ formak jeleit is a bak-
térium reakcidelegyébdl.

Az ESBL pozitivitas definialasahoz nem sziiksé-
ges feltétel tehat a 396 Da-os termék jelének
teljes eltlinése az ESBL-termelé Enterobacter
cloacae (G1/46, G1/57) izolatumok kisérletei-
nek tanulsagai szerint, és ez valdszintlileg mas
béta-laktamazokra is igaz (G1/84).

A cefotaximra kiterjedé béta-laktamdz pozitivi-
tds definidldsdhoz mi csak megengedd feltétel-
ként hasznaltuk a nativ formak jeleinek eltiiné-
sét a mintakbol, de tapasztalataink alapjan lehet
ez csak intenzitascsokkenés is (G1/84 karba-
penemazanal még ez sem teljesiilt, pedig ennél
szélesebb spektrumu és aktivitdsu béta-lakta-
maz enzimmel kisérleteink soran nem sikertilt
dolgoznunk). Sziikséges feltételként definidltuk
viszont valamely hidrolizalt termék jelének
megjelenését, de ez aldl kivételt képez a 461
Da-os termék, ha az csak 6nmagaban mérhetd
mas hidrolizistermékek nélkiil, mert a G1/101
BLPACR Haemophilus parainfluenzae esetében
ez karakterisztikusan megfigyelhet§ volt.

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a cefo-
taxim és a klavulansav kiiloén és egylitt végzett
parhuzamos reakcidelegyeivel j6 hatasfokkal
detektalhaté ESBL enzimaktivitas, mely alél
azért talaltunk kivételeket, mert tobbszords és
tobbféle enzim hordozasa, vagy ismeretlen bé-
ta-latamaz, vagy IRT ESBL esetén még ez a
médszer sem ad megbizhatd eredményeket. Az
AmpC kimutatast ebben a kisérletsorozatban
sikertelennek nyilvanitottuk. De mivel az ESBL-
termel$ baktériumok aranya messze meghalad-

ja az inkabb ritkabbnak szamité AmpC-hordo-
zast, ezért még mindig nagyon hasznos és na-
gyon gyors diagnosztikai eszkdzként tekintiink
a cefotaximmal és ESBL-inhibitorral végezhetd
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA tesztekre.

8.3. MALDI-TOF MS mérések ceftazidim
antibiotikummal

A ceftazidim a cefotaxim mellett egy masik fon-
tos, a cefalosporinok harmadik generacidjat
képviselé béta-laktam antibiotikum. Hatas-
spektruma a cefotaximéhoz képest szélesebb,
azaz tobb olyan baktériumcsoport ellen is van
alkalmazhatésagi potencialja, melyek ellen a
cefotaxim kevésbé hatasos. Ilyen fontos kor-
okozdcsoportok a Pseudomonasok és Burkhol-
deridk, melyek ellen mas hatékony cefalosporin
(a cefoperazonon kiviil) nem is szerepel a tera-
pias eszkoztar lehetdségei kozott. Alkalmazasa
legtobbszor célzott, ezért fontos laboratdriumi
vizsgalat a ceftazidimérzékenység vagy -rezisz-
tencia megallapitasa és miel6bbi interpretalasa.
A Pseudomonasok az altalanos cefalosporinok-
kal és penicillinszarmazékokkal szembeni re-
zisztenciajat a benniik intrinsic kédolt, alacsony
szinten termel6d6 AmpC béta-laktamazok biz-
tositjak, az anti-Pseudomonas cefalosporinokkal
szembeni rezisztenciadknal ezen enzimek over-
expresszidja, efflux pumpak tevékenységének
novekedése és egyéb enzimek (pl. ESBL) jelen-
l1éte lehet még a felelds.

A ceftazidim MALDI-TOF MS MBT-ASTRA inhi-
bicids vizsgalatai — a cefotaximhoz hasonldéan -
lehetdséget biztosithatnak a kiilonb6z6 béta-
laktamaz-aktivitasok megkiilonboztetésére, és
igy végsé soron egyetlen antibiotikum vizsgala-
taval egész antibiotikumcsoportok terapias in-
terpretalasra.
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ceftazidim (C22H22N60782, 546,58 Da)
. . 468 Da 547 Da
intakt formak [M-pir+H]* [M+H]*
(spontan)
hidrolizis
modosult spontan
formak dekarboxilacio

44. dbra. Ceftazidim nativ (zo6ld),
és enzimatikusan maodositott,
mddosult (piros) formadi

45. dbra

A ceftazidim nem stabil molekula. A cefotaxim-
nal ezt a jelenséget nem figyelhettiik meg, cefta-
zidimnél viszont fontos tulajdonsag, hogy jelen-
tésebb spontan bomlast mutat szobahémérsék-
let f616tt, ami kisebb részt a béta-laktam gytiri
spontan hidrolizisében, nagyobb részt a béta-
laktam gytrtit védé piridin gylril leszakadasa-
ban mutatkozik meg. A béta-laktdAm gytird hid-
rolitikus bomlasa az antibiotikus hatas elmara-
dasat is jelenti, a piridin gytlird elvesztése pedig
nemcsak az antibiotikus hatast csokkenti (béta-
laktam gytirdt védd hatadsa miatt van a moleku-
lan), de a felszabadult piridin még raadasul ve-
se- és majkarosito hatasu is a gazdaszervezetre
[135].

A ceftazidim intakt molekulaja 546 Da, proto-
naltan 547 Da. Kiilénb6z8 ionokkal nem képez
mérhetd formdakat. A piridin gylri leszakadasa
egy 468 Da tdomegl molekuladt eredményez,
ennek spontan vagy enzimatikus hidrolizise
utan egy 486 Da-os molekula keletkezik, mely
tovabb dekarboxilalédik: egy 441 Da-os mole-
kula is 1étrejon. Ezek alapjan tehat a nativ cefta-

v tiszta ceftazidim (0,25 mg/ml) negativ kontroll (A)
v tiszta ceftazidim (0,25 mg/ml) negativ kontroll (B)

B00O

6000

4000

=T . e e e i

CAZ 4C_manual 0.AS MS Raw

468116 547.17
485011 L LA

CAZ 4C 0.A5 MS Raw

4568008

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.

TANULMANY



DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlod, Széll Andras

zidimoldatbél nagy intenzitasu jelként varjuk az
547 és 468 m/z értékii peakeket, kisebb inten-
zitdssal pedig a degradaléods termékek jeleit:
486 és 441 m/z értékeknél.

A vizsgalatok kivitelezési folyamata az eléz6ek-
ben leirtaknak megfelel6en zajlott ebben az
esetben is: ceftazidimoldatokban inkubaltunk
kiilénbdzb baktériumtdrzseket, majd a sejtmen-
tes feltiluszokbdl elvégeztiik a MALDI-TOF MS
méréseket.

Mint az a 45. abran lathato, mar az intakt, 4°C-
on tarolt és csak a kisérlet &sszedllitasanak 10-
15 perces idétartamara szobahdre kertilt cefta-
zidimben is jelentds spontan események tortén-
tek: a 441 m/z értékii peak [M-pirpa-COO+H]*
gyakorlatilag O0sszemérhetd intenzitdsu a két
masik detektalhato peak intenzitasaval. Viszont
a 486 m/z értéki jel érdekes mddon lathatéan
nagyon minimalisan van jelen ([A] fels§ piros
spektrum) az ajanlott 0,25 mg/ml antibiotikum-
koncentracion [120], ha egyaltalan jelen van,
ugyanennek a mérésnek a duplikatumaban ez a
peak egyaltalan nincs is jelen ([B] alatta 1évg
kék spektrum). A jelek altaldnos intenzitasa
nem tul magas, valdszintlileg az értékeléseknél
ez Ujabb problémakhoz fog vezetni. A matrix
dimer jele most a spektrogramok bal szélére
toldédva lathatd (379 m/z), ez viszont tehat most
egyaltaldn nincs zavar6 hatassal. Az antibioti-
kum legels6 mérésébdl szarmazé spektrumada-
tok azonban nagyon rosszak, az eredmények
egyaltaldn nem biztatdak.

A ceftazidim bakterialis enzimtevékenység mel-
letti viselkedését és mérési lehetdségeit tobbfé-
le megkozelitésbdl indulva vizsgaltuk meg
Olyan pozitiv kontroll tdrzseket hasznaltunk
ennek tesztelésére, melyek az elézetes ko-
rongdiffuzios érzékenységvizsgalatban biztos
cefta- zidimrezisztenciat mutattak. A vizsgala-
tok célja els6sorban a ceftazidimmel végzett
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA reakciok optima-

lizaldsa, masodsorban pedig a két fontos en-
zimcsalad, az ESBL-ek és az AmpC enzimek te-
vékenységének valamilyen médon torténd
megkiilonboztetése. Ezekben az el6zetes tesz-
tekben végeztiik el tehat a ceftazidimes reakci-
0k paramétereinek optimalizalasat is: inkubaci-
0s hémérséklet, inkubacios id6,
antibiotikumkoncentraciok, inhibito-
rok/induktorok koncentraciéja, stb.

Az optimalizalasi eredmények értékelésére és
szemléltetésére itt is az eddigi score-rend-
szerlinket hasznaltuk (nincs peak: 0; nagyon
kis intenzitassal, de van peak: 1; egyértelmi: 2;
kimagaslé intenzitasu: 3). (Az ide vonatkozd
egyes spektrumok a 9. Fiiggelékben lathatok.)
A vizsgalatokba rogtdn be is épitettiink egy,
a cefotaxim vizsgalataibdl kévetkezd panelt is:
inhibitorok hatasat is igyekeztiink felderiteni
a tesztelt baktériumok enzimaktivitasanal.

A 46. abran (és a 9. Fliggelékben) lathatd ered-
ményekbdl az alabbiakra kovetkeztettiink. E18-
szOr is, az a sajnalatos jelenség latszodik szinte
mindegyik kisérletben, hogy mind a nativ ter-
mékek, mind a médosult termékek szinte min-
dig jelen vannak valamilyen alacsonyabb inten-
zitasu jelként, vagyis tovabb erdsoédik a gya-
nunk, hogy ez az antibiotikum nem fogja beval-
tani a hozza flizott reményeket és a tul sok bi-
zonytalansag miatt végiil negativan fogjuk érté-
kelni a vele folytatott kisérletsorozatot.

Az alkalmazott inkubaciés h6mérséklet az en-
zimreakcidt nyilvanvaléan befolyasolja és a leg-
realisabb 36°C-on a legoptimalisabb, de a spon-
tan bomlas mértéke is hasonld volt a bevezetd
kisérletek tanulsaga szerint, igy ez tulajdonkép-
pen uj adatokkal nem szolgalt. Az inkubacios
id6 a cefotaxim inkubacids idejéhez képest jéval
hosszabb, a legoptimadlisabbnak 1atszé értéken
180 perc. Az alkalmazott ceftazidim antibioti-
kumkoncentracié a vizsgalt tartomanyban lat-
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25°%c| 1 2 0 1 60' 0 2 0 1 0,125 mg/ml [ 1 1 0 1 0,025 mg/ml| 1 3 1 3
30°c| 1 1 0 1 120'| 1 2 0 1 0,25 mg/ml 1 1 0 1 0,05 mg/ml 0 2 (05| 2
36°c| 1 2 1 2 180" | 2 2 0 1 0,5 mg/ml 1 2 1 2 0,1 mg/ml 05| 2 0 2
42°c| 1 2 0 2 240'| 2 3 0 |2 | 1 mg/ml 1 3 1 3 0,25 mg/ml 05| 2 |05] 2
2 mg/ml 2 3 1 3 1,0 mg/ml 0 2 0 2
4 mg/ml 2 3 1 3 4,0 mg/ml 0 0 0 2

hatdan egyenes ardnyossagban all a detektalha-
tosaggal, igy valdszintileg a szakirodalmi forra-
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46. dbra. Ceftazidimreakcidok optimalizdldsa
G1/4 ESBL E. coli torzzsel

35

soktdl [120, 121] eltéréen mi az 1 mg/ml cefta-
zidimkoncentraciot fogjuk elfogadni optimalis-

20 nak. Az inhibicié jelensége miikddni latszott

15 mar 0,05 mg/ml klavulansav-koncentraciétol

10 1 mg/ml értékig (folotte mar a mérést zavard

05 I I I volt a magas koncentracio), bar az itt alkalma-

0.0 ‘ . ‘ zott antibiotikumkoncentracié még az ajanlas
60 120 150 240

szerinti 0,25 mg/ml volt, amelynél (lasd a jobb
oldali grafikon) még az altalanosan alacsony
jelintenzitds miatt a még Kisebb intenzitasu
35 bomlasi termékek jelei is kevésbé lathatok, és
emiatt ezek a kapott jelek még betudhatdk
spontdn bomlastermékek megmaradt jeleinek
is. Mindezek alapjan, a G1/4 ESBL-termeld E.
coli izo- 1atum segitségével végrehajtott kisérle-
tek eredményeibdl és a megel§z6 validitasvizs-
galatok tanulsaga révén nem tudtunk egyértel-
mi definiciét adni arra, hogy hogyan kellene
értékelni a cezftazidimrezisztenciat biztosito
béta-laktamaz-aktivitast. A nativ peakek eltiiné-
se sosem valdsult meg, a médositott termékek
jeleinek megjelenése pedig a spontan abiotikus

30

W44l W46E mass w547

05Smgml 005 mg/mi Cimg'mi 025 mg/m 10mg/m 40mg/m

BNl EENAES EENASS BN S4) —log (A1) ——log [436)
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# 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 - B -
+klavulansav +/- + - +
G1/28 Escherichia coli ESBL, MDR - + - +/-
+klavulansav +/- + +/- +
G1/36  Escherichia coli ESBL R - B -
+klavulansav +/- + +/- +
Gl/46 Escherichia coli ESBL = + - +/-
+klavulansav +/- + - +/-
G1/57  Escherichia coli ESBL e - +
+klavulansav +/- + +/- +
G1/71  Escherichia coli ESBL T - - +
+klavulansav +/- + - +
G1/79  Escherichia coli ESBL = - +
+klavulansav + + +/- +
G1/96  Escherichia coli ESBL e - - /-
+klavulansav — + - +/-
G1/20 Enterobacter cloacae ESBL - + f
+klavulansav +/- + - +
G1/110  Klebsiella pneumoniae ESBL m
+klavulansav - + - +
G1/125  Klebsiella pneumoniae ESBL -T
+klavulansav +/- + - +
G1/38 Klebsiella pneumoniae ESBL - +/- - -
+klavulansav - + - -
G1/45 Pseudomonas aeruginosa ESBL -T
+klavulansav +/- + - +/-
Gl/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 - + - +
+klavulansav +/- + +/- +
G1/56 Morganella morganii MDR - +/- = +/-
+APBA - + - +/-

11. tdbldzat. Kiilonbézo torzsek ceftazidimrezisztencia-vizsgdlata
enziminhibitorok mellett (Idsd 10. Fiiggelék)
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eseményektdl nem volt egyértelmiien elkiild-
nithets. Ugyanezt a vizsgalatsort elvégeztiik a
G1/86 AmpC E. asburiae torzs segitségével is,
de az eredmények szinte tokéletesen hasonléak
lettek, mint az imént ismertetettek. A G1/86
E. asburiae esetében az inhibitor anyag APBA
volt, egy plusz indukciés kisérletben pedig kla-
vulansavat hasznaltunk, de sem inhibici6, sem
indukcié6 nem volt objektiven detektalhaté az
adott baktérium reakciéelegyeibdl.

Eddig elvégzett kisérleteink alapjan ugy tapasz-
taltuk, hogy a 441 m/z jelii peak koriil tébb
olyan kontaminans peak is van, melyeknek az
eredetét nem ismerjik ugyan, de jelenlétiik
ebben az esetben mar valdban zavaro.

Az enzimaktivitas egyik esetben sem volt elkii-
16nithetd a spontan kialakul6 termékek minta-
zatatdl, ezért az optimalizalé 1épések alapjan
mar lathatd, hogy a ceftazidim nem valészind,
hogy megfelel§ eszkdz lenne egy ilyen, nagyon
preciz molekularis valtozasokat is észlel6 rend-
szerre épitett mddszerben.

Mindezek ellenére természetesen screenelési
kisérletsort is végeztiink ceftazidim enzima-
tikus bontasahoz potencidlisan megfelel§ tor-
zsekkel, mely kisérletekbdl az aldbbi eredmé-
nyek sziilettek (11. tdblazat, az egyes spektru-
mok a 10. Fliggelékben lathatdk).

A 11. tablazatban szemléltetni prébalt eredmé-
nyek sajnos valéban nem egyértelmtek.

A negativ kontrollok esetében zdld szinnel
emeltiik ki az elvart eseményeket, sargaval a
nem vartakat. Egyik negativ kontroll térzs sem
mutatott olyan aktivitast, mellyel a nativ termé-
keket elbontotta volna, viszont a bomlastermé-
kek a ceftazidim spontan, nem biol6giai bomla-
sa révén szinte mindig jelen voltak kisebb inten-
zitasokkal.

A pozitivként a kisérletbe keriilt baktériumok
mindegyike ceftazidimrezisztens volt. Az elvart

hidrolitikus aktivitas révén létrejott eseménye-
ket piros szinnel jeldltiik, a nem vart eseménye-
ket pedig itt is sarga szinnel. A nativ ceftazidim
formak jelenléte szinte minden reakcidelegybél
(95%!) kimutathaté volt ceftazidimrezisztens
baktérium esetében (19/20). Az inhibiciés par-
huzamosokbo6l minddssze kett6 mutatott vart
értéket (G1/96 ESBL E. coli és G1/110 K. pneu-
moniae) a 441 Da-os termékre vonatkozdan
(2/20; 10%), ami viszont kdzel sem elegendd
arany annak elfogadasahoz, hogy itt valéban az
elvart reakcié zajlott volna le, valdszintibb, hogy
a mérések kisebb-nagyobb intenzitasbeli inga-
dozasa miatt egyszerlien csak nem volt észlel-
hetd az amugy is gyenge intenzitasu jel. A 486
Da-os terméknél ez az ardny valamivel jobb:
6 esetben volt ,gatoltnak 1atszé” a reakcid az
inhibitort nem tartalmazé parhuzamosahoz
képest (30%). A G1/110 ESBL K. pneumoniae
reakcioi felelhetnének meg leginkabb az elvara-
soknak, ha elfogadnank, hogy akkor pozitiv egy
reakci6 ceftazidimmel, ha a nativ formak jelen-
1éte mellett megjelennek a bomlastermékek és a
bomlastermékek megjelenése inhibitorral ga-
tolhatd, de sajnos ez az egy reakcio csak kivétel
a tobbihez képest.

Tulajdonképpen a negativ és a pozitiv kontrol-
lokként hasznalt torzsek eredményei egymastol
nem voltak megkiilonboztethet§ek. A modszer
alapjaiban sem volt megfeleld, rutin vizsgala-
tokhoz a ceftazidim gyors, spontdn bomlasa
miatt nem biztonsagos, az enzimatikus aktivitas
az abiotikus eseményektdl nem volt differenci-
alhatd. A cefotaxim vizsgalata mellé terveink
szerint kiegészitének, sét alternativanak szant
antibiotikum, a ceftazidim, vizsgalataink alapjan
nem megfelel$ kiindulasi anyag MALDI-TOF MS
MBT-ASTRA érzékenységvizsgalatokhoz rutin
munkat végzé mikrobiolégiai laboratérium
szamara, igy ezt a témat tovabbi lehet&ségek és
tervek nélkiil lezartuk.
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8.4. MALDI-TOF MS mérések ampicillin
antibiotikummal

Az ampicillin az egyszertibb béta-laktamok ko-
zliil manapsadg még taldn a leggyakrabban al-
kalmazott antibiotikum. Az 1960-as évek ota
hasznaljak, hatasspektruma széles kord, de sok
baktérium rendelkezik mar ellene valamilyen
enzimatikus védekezé mechanizmussal. Azok-
ban az esetekben viszont példaul, amikor bizo-
nyos Gram-negativ bélbaktériumok nem ren-
delkeznek ilyen béta-laktamaz enzimekkel, még
szamitasba johet az ampicillin is mint terapias
szer. Ennek fontossaga abban all, hogy mivel az
erdsebb és késébbi fejlesztésii béta-laktam an-
tibiotikumok (cefalosporinok, karbapenemek,
monobaktamok, stb) tulhaszndalata egyértel-
miien hozzajarul az elleniik kialakulé panrezisz-
tencidk kialakulasahoz, az egyszertibb antibio-
tikumok viszont a gazdaszervezet mikrobiom-
jara nem helyeznek ekkora szelekcids nyomast,
de terapiasan ettdl fiiggetleniil még hatasosak
lehetnek, ezért - ha erre méd van! -, ezeket az
antibiotikumokat érdemes is elényben részesi-
teni.

Az el6bb emlitett Enterobacteriaceae-n kiviil
hatasos lehet még az ampicillin Haemophilusok,
Streptococcusok, Enterococcusok, Staphylococ-
cus saprophyticus, Listeridk, Pasteurelldk, Aero-
coccusok, Burkholderidk, Gardnerelldk, Salmo-
nelldk, Actinomycesek és anaerobok ellen is.

Vizsgalatainkban az ampicillint els6sorban az
alapvetd béta-laktamaz-aktivitas detektalasara,
illetve a Haemophilusoknal el6fordul6 kiilén-
b6z8 béta-laktamaz-aktivitasok kimutatasara
és esetleg differencialasara kivantuk hasznalni
(BLPAR, BLPACR vs. BLNAR).

NH2

|||I

-

4/ ~0H
0

amp1c1111n (C16H19N304S, 349,40 Da)

intakt 350 Da 372Da | 388 Da 394 Da
formak | [M+H]* [M+Na]* | [M+K]* | [M+2Na]*

hidro- hidro-
lizis lizis

hidrolizis

modo-
sult
formak

spontan
dekarbo-
xilacio

47. dbra. Ampicillin nativ (zo1d),
és enzimatikusan maodositott (piros) formdi

Az ampicillin alapmolekuldja 350 Da (proto-
naltan), kiilonb6z6 egyszeres és tdbbszords
ionokkal kialakitott nativ formaja is 1étezik ter-
mészetes vizes oldatban is. Ezen formak leg-
tobbjének hidrolizise révén, majd egyikiik to-
vabbi spontan dekarboxilacioja révén alakulnak
ki az enzimatikusan médositott termékek.

Az ampicillin vizsgalatsorozataban tehat a nativ
jelek a 350, 372, 388 és 392 m/z értékeknél
keresenddk, a médositott és mddosult formak
pedig a 386, 390, 412 és 324 m/z értékeknél.
A vizsgalatok kivitelezési folyamata az eléz6ek-
ben leirtaknak megfelel6en zajlott ebben az
esetben is: ampicillinoldatokban inkubaltunk
kiildnbdzd baktériumtodrzseket, majd a sejtmen-
tes feliiluszokbdl elvégeztiik 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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48. dbra. Ampicillin vizsgdlatok negativ
kontrolljai:
* vak viz kontroll
v tiszta ampicillin (1 mg/ml)
negativ kontroll
v tiszta ampicillin (1 mg/ml)
spontdn bomlds 25°C 3 ora
v tiszta ampicillin (1 mg/ml)
spontdn bomlds 36°C 3 ora

A 48. abran lathaté spektrumok tanulsaga sze-
rint az ampicillin harom fontos marker peakje
koziil a 394 m/z értéki jel [M+2Na]* csak mi-
nimalis intenzitassal detektalhaté. A 350 Da-os

420 mez
[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]+ detektalhatdk, de
mindig csak kis intenzitasu jelként. Fontos ész-
revenni, hogy mindegyik alapoldatban jelen van
valamennyi spontan bomlasbél eredé termék is:
még a kiilonb6z6 inkubacidkon at sem esett
tiszta ampicillinoldatban is megtalalhaté ala-
csony intenzitdssal a 368 Da-os hidrolizis-
termék és az ebbdl keletkezd 324 Da-os dekar-
boxilalodott termék jele is. A 412 Da-os hidro-
lizatum jelét egyik el6zetes mérésben sem tud-
tuk felismerni. Ezek alapjan mar a baktérium-
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torzsekkel végzett kisérletek elétt Kijelenthet-
juk, hogy az ampicillin enzimatikus bontasan
alapulé MALDI-TOF MS vizsgalatok értékelését
nagyon kortltekintéen kell végezni és nem le-
het elégséges feltétel a béta-laktamaz pozitivi-
tas kimondasdhoz, ha egyik-masik bomlaster-
mék a reakcidelegyek mérésébdl megjelenik
alacsony intenzitassal.

Pozitiv kontrollként elézetes vizsgalatban egy
BLPACR Haemophilus parainfluenzae baktéri-
umtorzzsel (G1/3) végeztiik el az enzimatikus
MALDI-TOF MS mérési reakciot, mely nitroce-
finhidrolizis teszttel és hagyomanyos korongdif-
fuziés modszerrel is ampicillinrezisztensnek,
azaz béta-laktamdzra pozitivnak bizonyult.

A 49. abran egyértelmiien lathatdé az enzima-
tikus tevékenység révén létrejové valtozas az
ampicillin oldatdnak peak-mintazataban: a jelen
1év§ nativ formdakat képviseld peakek (350, 372
m/z) mindegyike teljes mértékben degradalo-
dott az oldatbdl, a hidrolitikus termékek inten-
zitasal viszont kis mértékben emelkedtek, bar
ez az emelkedés nem volt jelentds. Emellett
fontos részlet még az eddigiekhez képest, hogy

a 412 m/z értéki peak is jelen van a hidrolizalt
oldatban. Az elsd mérések alapjan tehat a béta-
laktamaz-aktivitas definidlasdhoz ez esetben a
nativ termékek eltlinésének vagy nagyon jelen-
t6s csokkenésének detektalasa sziikséges. Egye-
l6re csak feltételezésként allapithatjuk meg,
hogy a 412 Da-os termék megjelenésének is
lehet diagnosztikai szerepe.

A mddszer optimalizalasat is ezzel az ismert
BLPACR baktériumtorzzsel végzetiik el (G1/3 H.
parainfluenzae). A vizsgalt paraméterek itt is az
inkubacioés hémérséklet, id6 és antibiotikum-
koncentracioé voltak. Optimalis paramétereknek
a kovetkezdket talaltuk:

= Optimalis hémérséklet: 25°C, 36°C és 42°C-
0os hémérsékleteken 180 percig inkubdlva
mindegyik vizsgalatban a 49. abran 1évd
eredménnyel gyakorlatilag egyez6 peak-
mintazatokat kaptunk: sem intenzitasukban,
sem a spektrumok mindségében nem volt
emlithetd kiilonbség. A Haemophilusok a
legtobb esetben TEM-tipusu béta-laktamazt
hordoznak, melyek hémérsékleti optimuma
37°C [133, 136], igy az eleve legrealisabb

tiszta AMP 1 mg-mi 0.C6 MS Raw
6000 350.896
4000
2000
324849 . 2985 ||
——— - B ; 1
i A J W A " -
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125
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0 7
0.50
a > Q i - N 02
025] 32473 368 90 | 390 930 412998
: A
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49. dbra. Ampicillin enzimatikus bontdsdnak vizsgdlata
BLPACR H. parainfluenzae (G1/3) térzzsel
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36°C-os inkubaciés hmérsékletet itt is elfo-
gadtuk.

= Optimalis inkubaciés idé: 30°, 60°, 120°, 150’
és 180’-es inkubacios idéket vizsgalva meg-
allapithattuk, hogy mar a 30 perces inkuba-
ciobdl sziiletett mérési eredmények is mutat-
jak az enzimatikus tevékenység jellegzetes-
ségeit, a reakcié azonban csak a 60 perces
inkubaciés reakciétol tekinthetd teljesnek,
igy a 120 perces optimumot fogadtuk el. 30
percnél még detektalhatdk kis intenzitassal a
350 és a 372 m/z peakek, ennél hosszabb in-
kubaciéknal mar nem (lasd 11. Fiiggelék).

» Antibiotikumkoncentracié: az ampicillin
alapvetd oldhatdsagi problémai miatt a kon-
centraciosort csak 1 mg/ml értékig tudtuk
megfelel6en elkésziteni. Ennél magasabb
koncentraciokban mar telitédik az oldat, a
koncentracioé pedig emiatt mar nem is lesz
pontos. Irodalmi adatok [120] szerint 10
mg/ml volna a megfelel$ optimalis érték, ezt
mi nem tudtuk repordukalni. Eredménye-
inkbdl egyértelmiien lathato, hogy a reakciok
az 1 mg/ml értékkel is tokéletesen miikods-
képesek, és a legegyértelmiibb felbontasu
spektrumok is ebbdl a koncentriébdl késziil-
tek, igy ezt az értéket fogadtuk el optimalis-
ként. A MALDI-TOF MS antibiotikumméré-
sek 0,1 mg/ml érték alatt nem mutattak a
nativ peakeket sem, 1 mg/ml folotti értékek-
nél pedig semmilyen pozitiv tendencia nem
lathatd (lasd 11. Fiiggelék).

Ezt kdvetden, a kialakitott optimalis reakcioko-
rilményekkel az ampicillin bontasat és annak
detektalasat kiséreltiik meg kiilonb6z6 klinikai
izolatumokkal, melyek kdzott az egyszer(i ampi-
cillinrezisztenstl az ESBL-termelé Enterobac-
teriaceae-kig és multirezisztens Haemophilus-
okig sokféle baktérium keriilt screenelésre.

Az ampicillin hidrolizisére nagyon sok egysze-
riibb béta-laktamaz enzimtipus is képes, ezért

specifikus inhibiciés vizsgalatokat ebben az
esetben elméletileg nincs értelme alkalmazni,
féleg azért nincs, mert gyakran egyszerre tébb
ilyen enzim is mikodik egy-egy baktérium-
torzsben, és a potencialisan széba jév§ inhibitor
(klavulansav) tdébb enzimcsoportnak is inhibi-
tora egyidejlileg, mely ampicillindzaktivitasu,
igy a differenciadlasuk nem is lenne lehetséges
(lasd 2. tablazat).

Mint az a 12. tablazatbdl szemléletesen és egy-
értelmiien latszik (az egyes spektrumok a 12.
Fiiggelékben megtekinthet6k), az ampicillin-
érzékeny és ampicillinrezisztens izolatumok
jellegzetesen és nyilvanvaldan kiilénb6z6 peak-
mintazatokat mutatnak.

A tablazat nagyobb, fels6 paneljében az Entero-
bacteriaceae csaladbol szarmazoé izolatumok
lathatdék. A zold szinnel jelolt ampicillinérzé-
keny fenotipust mutaté torzsek (a felsé harom
sor) mindegyike jellegzetes médon és kovetke-
zetesen olyan peak-mintazatot adtak, melyek-
ben a nativ termék jelei legtdbbszdr megtalalha-
tok, a 350 és 372 m/z értékl formaké pedig
valéban mindig. A 388 és 390 m/z értéki ter-
mékek csak az esetek egy kisebb részében lat-
hatdk egyértelmlen (de ez a tiszta ampicillin
oldataban is ugyanigy tortént). A bomlastermé-
keket képvisel6 peakek altaldban kisebb inten-
zitassal szintén megjelentek, de ez a spontdn
bomlast vizsgald kisérletbdl hozott szabaly mi-
att nem okoz interpretalasi zavart, ezek a min-
tak ebben a tesztben is negativok.

Az ampicillinnel szemben barmilyen reziszten-
cia-fenotipust mutatd torzsek esetében viszont
(piros sorok a fels§ panelben) a peak-mintazat
az el6zéekhez képest karakteresen eltéré: a
nativ formak peakjei csak két kivételes esetben
vannak jelen, a 324 és 368 m/z peakek az &sz-
szes esetben egyértelmiien detektalhatok. Tébb
esetben lathatd egy 351 m/z értékil peak (lasd
12. Fliggelék), amelynek eredetét nem ismerjiik,
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(824 350 J868) 372 388 J8g0) 394 412
faj R
G1/49 amp01 | ATCC 25922 Escherichia coli ampicillin E +/- - | + | +/-| +/- | +/- -
amp02 | G1/3424/2015 | Escherichia coli ampicillin E + + + + + | +/- | +/-
amp21 | T/505/E Escherichia coli ampicillin E -
amp03 | G1/311/2015 Escherichia coli +
ampl4 | G1/2828/2015 | Escherichia coli +
amplé | G1/3246/2015 | Escherichia coli +
ampl8 | G1/3300/2015 | Kiebsiella oxytoca +
amp19 | G1/3265/2015 ZZ obacter  bra- +/-
G1/4 amp04 | G1/3024/2015 | Escherichia coli +
Enterobacter
G1/20 G1/4119/2017 -
/ / / cloacae */
G1/38 G1/361/2018 | <lebsiella  pneu-
moniae
amp24 | G1/4013/2015 | Escherichia coli +/-
G1/125 G1/6195/201g | lebsiella  pneu- +
moniae
Stenotrophomonas
ampl5 |[QC51/2015/11 maltophilia
Enterobacter
G1/86 G1/2978/2018 ashuride +/-
G1/84 LK/16616/2018 | Escherichia coli
Klebsiell -
amp05 | G1/3246/2015 | cooend  pned +
moniae
amp20 | G1/3412/2015 | Escherichia coli +
Haeomphilus A
G1/76 ampl0 [ ATCC 9334 influenzae ampicillin E +/- + + | +/-
ampi2 | G1/246/2015 | [1aemophilus ampicillin E +/ s | o+ |4/
P parainfluenzae P
H hil
amp07 | G1/3238/2015 | omopnius BLNAR + P I
parainfluenzae
Haemophilus
ampl3 [ G1/3256/2015 parainfluenzae BLNAR +/- + + | +/-
Haemophilus
G1/3 amp06 [ G1/3255/2015 parainfluenzae +/-
amp08 | G1/3154/2015 | [1aemophilus +/
P parainfluenzae
amp17 | G1/3235/2015 | 1aemophilus +
P parainfluenzae
Haemophilus
G1/85 G1/2944/2018 .
parainfluenzae
Haemophilus BLPAR >
G1/89 G1/3278/2018 parainfluenzae BLNAR? i i
Haemophilus BLPACR? >
amp09 [ G1/3064/2015 parainfluenzae BLNAR + +/- | +/-
Haemophilus MDR, nem
ampll | G1/3270/2015 parainfluenzae BLPACR il i

12, tabldzat. Kiilonbézé baktériumtiorzsek ampicillin rezisztencia vizsgdlata
MALDI-TOF MS méréssel (Idsd 12. Fiiggelék)
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valésziniileg kontaminans peak, mert a tiszta
oldatokban is jelen kis intenzitassal, de az biz-
tos, hogy nem azonos a kdzeli 350 m/z peakkel;
itt nagyon kell figyelni, nehogy dsszekeverjiik a
két kozeli peaket! A 390 m/z termék peakjei az
esetek 80%-aban (12/15) egyértelmiiek, a ma-
radék néhany esetben bizonytalanul ugyan, de
lathaték. A 412 m/z termék peakje itt is, mint
ahogy az egész kisérletsorozatban végig, 1atszo-
lag véletlenszertien jelenik meg, de el6fordulasa
szinte mindig csak a pozitiv izolatumoknadl fi-
gyelhetd meg (csupan egy Kkivételt taldltunk a
kisérletek soran). Az eddigiek alapjan az a sza-
baly lenne megallapithatd, hogy az ampicillin
bontasan alapulé MALDI-TOF MS mérésekben
azok az Enterobacteriaceae izolatumok defini-
alhaték pozitivként, azaz ampicillin bontasara
képes béta-laktamaz-termel6ként, amelyeknél a
nativ peakek koziil egy sem marad meg a reak-
cidelegy feliiliszéjaban, mig a hidrolizistermé-
kek 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 egyértelmtien
detektalhatd intenzitassal. Negativként pedig
azokat definidlhatnank, amelyeknél a nativ for-
mak nagy jelintenzitassal megmaradnak, a bom-
lastermékek pedig kis intenzitassal a spontdn
bomlas révén még detektalhatdk lehetnek.

A béta-laktamdz-pozitiv fenotipussal a kisérlet-
be kertlt izolatumok koziil kettSben viszont
talalunk érdekesebb eltérést is az el6z6ekhez
képest. Az ESBL-termel§ és az egyszertibb ami-
nopenicillindzokat termeld baktériumok Aaltal
generalt peak-mintazat egymastol nem is mutat
killonbséget, nem megkiilonbdztetheték. Az
AmpC és karbapenemaz enzimeket termel$ két
torzs viszont a nativ termékek peakjeit is ,meg-
hagytak”, azaz az eddigi szabalyok alapjan akar
negativként is lennének definidlhatok, de a
spektrumok alapjan lathatd, hogy a 350 m/z
peak csak az AmpC G1/84 tdrzsnél egyértelmd,
a karbapenemazpozitiv G1/86-nadl mar csak

nagyon hatarozatlan intenzitdsu peakként van
jelen; a 372 m/z értékii peak pedig mindkét
esetben csak minimalis kis kiugrasként latszik a
spektrumokon. Ebbd&l arra kovetkeztetiink,
hogy a peakek intenzitdsa ebben az esetben
nagyon is fontos tényezd az értékelés szem-
pontjabdl és emiatt kiegészithetd az el6z6ekben
létrehozott ,pozitiv definicid” azzal, hogy az
emlitett bomlastermék peakjeinek egyértelmii
jelenléte mellett vagy nincsenek vagy ritkan
csak Kkis intenzitdsu jelekként vannak jelen a
nativ formak peakjei. Ez a két enzim egyébként
a 8. és 10. tdblazatban szerepl§ eredmények
alapjan a cefotaxim bontasi mintazataban is
eltéré (és ehhez hasonldan eltérd!) mintazato-
kat mutatott.

A 12. tablazat als6 paneljében a Haemophilus
torzsek aminopenicillinaz-termelésének vizsga-
lati sémaja lathatd. Haemophilus torzseknél az
ampicillin- és amoxicillin/klavulansav-rezisz-
tencia és a nitrocefinhidrolizis hagyomanyos
eljarasai alapjan kiilonithetjiik el az izolatu-
mokat harom nagy csoportra: ezek a BLNAR,
a BLPAR és a BLPACR. A metédus végeredmé-
nyeként megismert csoport alapjan pedig kii-
16nb6z8képpen interpretalanddk az egyes izo-
latumok (50. abra).

A 12. tadblazatunkban szerepld elsd két torzs
negativ kontroll (egy ATCC torzs és egy klinikai
izolatum) (szintén zold szinnel jeldlve). Ezek
eredményei egybevagnak a negativ Enterobac-
teriaceae izoldtumok eredményeivel: a nativ
peakek koziil a 350, 372 és 388 m/z értéki
peakek nagy intenzitassal és mindig jelen van-
nak, a 394 m/z nativ peak mindig, de csak
gyenge jelként detektalhaté. Bomlastermékek
jelei szintén az ampicillin enyhe, spontdn bom-
lasanak betudhaté szinten mozognak, szintén az
el6z6ekhez hasonld médon.
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peak itt is tobbszor, de csak bi-
‘ Haemophilus influenzae \ zonytalanul detektalhato).

Senzylpenicliin-1U S0reen sl R <12mm | BLPAR torzsekkel végzett Kisérle-
ﬁ A teink eredményei nem egyértel-
—l—/ “‘::‘9:::"“ N"p';':::,mu miek. Mar a 324 és 368 m/z bom-
Campicitiin € | l /\ lastermékek peakj,ein,ek detektél,l-
premer e m:::.:l :, ::z:s::: 1, hatdsaga is problémas, a 390 és
» BLNAR BLPACR BLPAR 412 m/z peakek pedig nagyon
,,:,‘;‘c’,',‘,',,, v I alacsony intenzitdsiak. A nativ
"::’p’:":x'“ .r:x:l‘:"n' / .:::::rl‘l‘un formak ugyan.akkor jorészt el,tl'in-
cefixim, amox/clav, riateatons tek az egyik torzs esetében

ceftriaxon, pip/taz, amox/clav, i4 6 A
meropenem rezisztens —_—— SRS, (G1/85) a reakcidelegybdl, a ma-
Sy e ki érzékeny sik izolatumnal viszont (G1/89)

SUNIE Atahetunimanthamn_. meropenem =" sajnos szinte mind jelen voltak az
S inkubéacié utan is. Ebbél arra ko-
50. dbra. Haemophilus izoldtumok BLNAR, vetkeztetiink, hogy ez utdbbi torzs valdsziniileg
BLPAR és BLPACR csoportjainak elkiilonitése nem BLPAR csoportba tartozé Haemophilus, bar
és interpretdcioja [137] a fenotipusvizsgalatok erre utaltak, itt kapott
peak-mintazata alapjan nagyobb valdszintliség-
BLNAR, vagyis béta-laktamaz-negativ, de ampi- gel BLNAR. A G1/85 torzs valdszintileg tényleg
cillinrezisztens torzseknél az ampicillinrezisz- BLPAR, de ezt az allitast a MALDI-TOF MS vizs-
tencia nem béta-laktamaz-aktivitas révén valé- galattal nem tudtuk sem megerdsiteni, sem Kki-
sul meg (hanem PBP3) [133], vagyis kisérlete- zarni: lathatéan van béta-laktamaz-aktivitasa,
inkben itt nem is volt varhaté pozitiv eredmény. de az enzim aktivitasa és affinitdsa kiilonb6z6-

Két ilyen vizsgalt BLNAR torzs lathato a negativ nek tlinik a BLPACR-ekétdl.

kontrollok utan (szintén zold szinnel jeldlt so-
rok). A kapott peak-mintazatok nem mutattak
eltérést a negativ kontrollokéhoz képest, igazol-
tuk tehat, hogy e két BLNAR torzsiink valéban
nem termel ampicillin hidrolizisére képes béta-
laktamaz enzimet.

A 12. tdblazat utolsé két sora két olyan izolatum
eredményeit szemlélteti, melyekrél hagyoma-
nyos fenotipusos vizsgalatokkal csak nagyon
bizonytalan eredmények sziilettek, de éppen az
ilyen bizonytalansagok kikiisz6bolésé miatt
keresiink 1j modszert ebben a témaban is.

A kovetkezd harom izolatum (piros sorkieme- Mindkét torzs esetében tehat ellentmondasosak
1és) a hagyomanyos modszerek alapjan (lasd voltak a hagyomdanyos tesztek: az ,amp09” izo-
50. abra) BLPACR torzsek, azaz béta-laktamaz latum esetén végiil BLPACR (nitrocefin teszt
pozitivitds mellett rezisztensek amoxicillin/kla- bizonytalan), az ,ampl1” esetén pedig BLNAR
vulansavra is, vagyis rendelkezniiik kell amino- (nitrocefintesztre negativ) csoportot allapitot-
penicillinek hidrolizisére képes enzimmel. Ez a tunk meg, és ezek alapjan interpretaltunk a lele-
kisérletek alapjan igazolodott is: tokéletesen teken izolalasuk idején. A MALDI-TOF MS vizs-
eltint minden nativ forma a reakcitelegyekbdl galatokkal mindkét toérzsnél hasonlé peak-
és szinte kivétel nélkiil minden bomlastermék mintazatokat nyertiink: mindkét baktérium

meg is jelent ezzel parhuzamosan (a 412 m/z reakcidelegyében megtalalhaték maradtak jél
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detektalhatd intenzitassal a nativ formak peak-
jei is, a bomlastermékek pedig mind alacsony
intenzitasu jelekként voltak csak jelen. Ezt a
mintazatot a BLNAR és a negativ kontrollként
hasznalt Haemophilusok esetében lattuk, ezek
alapjan tehat nagyon valdszini, hogy mindkét
izolatum BLNAR torzs volt. Ez esetben tehat
olyan MALDI-TOF MS méréseket sikertilt elvé-
gezniink, melyek igazolhatéan feliil tudtak bi-
ralni a hagyomanyos médszerek bizonytalan
eredményeit és megfelel interpretaciora adtak
volna lehetdséget (sajnos utdlag és nem az izo-
lalaskor tudtuk csak elvégezni a kérdéses torzs-
bél a vizsgalatot).

A MALDI-TOF MS MBT ASTRA vizsgalatrol te-
hat kijelenthetjiik, hogy alkalmas arra, hogy a
BLNAR és BLPACR/BLPAR Haemophilus izola-
tumokat egymastdl egyértelmiien és nagy haté-
konysaggal elkiilonitse. Ez kiiléndsen fontos
amiatt, hogy a leggyakrabban alkalmazott ha-
gyomanyos modszer szerinti nitrocefin teszt
sok esetben nem teljesen objektiv (a valtozd
mértéki szinintenzitas és a valtozd aktivitasu
vizsgalt enzimek miatt), értékelése sokszor bi-
zonytalan. A BLPAR torzsek esetében egyértel-
mi eredményeket nem sikeriilt kapnunk, de a
BLNAR csoporttél valé megkiildnbdztetésiik
ezzel a modszerrel is megoldhaténak latszik.

BLPAR és BLPACR csoportok esetén lathatok
ugyan kuldnbségek a kapott mérési spektrumo-
kon, ezek a kiildbnbségek azonban csak kis sza-
mu mintadbdl szarmaznak és nem elégséges mi-
ndségliek a biztos differencialashoz.

Elméleti feltételezésiink volt, hogy mivel a
BLPACR tdrzsek (neviikbél is érthetd okok mi-
att) a klavulansavas gatlasnak ellenallnak, és a
BLPAR torzsek klavulansavval gatolhatok (mi-
vel szerin tipusu penicillinazokat tartalmaznak),
ezért inhibiciés parhuzamos reakcidkkal elvi-
leg e két csoport differencialhatd lehet. Megki-
séreltiik tehat egy olyan vizsgalatsor elvégzését,
melyben az ampicillin bontasi reakcidit inhibi-
toros parhuzamosokkal kombinaltuk. A vizsga-
latokba pozitiv kontrollokként egyszerd ampi-
cillinrezisztenciaval rendelkezd és ESBL-ter-
meld E. coli izolatumokat is bevontunk, hogy a
klavulansavas inhibicié okozta peak-mintazat
valtozasa nyomon kovethetd legyen (13. tabla-
zat; az egyes mérések spektrumai a 13. Fligge-
1ékben megtalalhatok).

13, tdbldzat. Ismert izoldtumok ampicillin
bontdsi és klavuldnsavas inhibiciés pdarhu-
zamos vizsgdlata MALDI-TOF MS méréssel
(ldsd 13. Fiiggelék)

# faj
G1/118 + AMP Escherichia coli
G1/118 + AMP + klav
G1/125 + AMP Klebsiella pne-
G1/125 + AMP + klav | umoniae
G1/101 + AMP Haemophilus
G1/101 + AMP + klav | parainfluenzae
G1/32 + AMP Haemophilus
G1/32 + AMP + klav | parainfluenzae
G1/106 + AMP Haemophilus
G1/106 + AMP + klav | parainfluenzae
G1/85 + AMP Haemophilus
G1/85 + AMP + klav | parainfluenzae

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.

TANULMANY



DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlod, Széll Andras

A vizsgalatok eredményeibdl lathatd, hogy az
ampicillin bontasaért felelds szerin tipusu béta-
laktamazok klavulansavas inhibicioval egyér-
telmden gatolhatdk, a kisérlet eddig tehat sike-
resnek mondhaté. A csak az egyszerli amino-
penicillinaz-aktivitdssal rendelkezé G1/118
E. coli torzs inhibicidja is tokéletesen miikodott,
az inhibitoros parhuzamosban a bomlastermé-
keknek csak Kkis intenzitasu peakjei voltak de-
tektalhatdk, az inhibitormentes parhuzamosban
pedig csak a bomlastermékek jelei vannak jelen
és mind egyértelmi intenzitassal. Az ESBL-
termel6 K pneumoniae (G1/125) vizsgalata
soran az el6z6h6z nagyon hasonlité peak-
mintazatot kaptunk, de az inhibiciés reakciéban
a 324 m/z értékd bomlastermék viszonylag
nagyobb mértékben maradt meg (de még igy is
alacsony intenzitasu).

A hagyomanyos moédszerek alapjan BLPACR-
ként jellemzett H. parainfluenzae torzs (G1l/
101) szintén nagyon hasonlé eredményeket
produkalt, ami viszont nagyon nem vart ered-
mény egy BLPACR baktériumndl, hiszen ezek az
enzimek klavulansavval elvileg nem gatolhatdk.
Emiatt azt gondolhatnank, hogy a torzs valéja-
ban BLPAR enzimet termel, melynek az itt al-
kalmazott inhibitora - a klavulansav - gatolja
aminopenicillinaz-aktivitasat, ahogy az a MAL-
DI-TOF mérési eredményekbdl is lathatd, de
a hagyomanyos eljarasok szerint amoxicillin/
klavulansav antibiotikumkorong médszerrel re-
zisztens volt. A két eredmény egymasnak el-
lentmondd, emiatt feltételezziik, hogy talan
tobb enzim is miikddhet az adott baktériumban
(BLPAR és BLPACR egyszerre).

Ugyanezt a mintazatot koveti a BLPAR-ként
identifikalt H. parainfluenzae torzs is (G1/32),
mely ezek szerint valéban BLPAR enzim terme-
1ésére képes.

A két tovabbi BLPAR-ként azonositott izolatu-
munknal (G1/106 és G1/85) (utols6 két sor a

tablazatban) nem talaltuk értelmezhetének az
eredményeket.

Mindezek alapjan a BLPACR és BLPAR torzsek
biztos differencidlasa MALDI-TOF MS inhibicids
modszerrel a rendelkezéslinkre allo torzsekbdl
nem volt megoldhaté.

Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS MBT-
ASTRA vizsgalatok a legtdbb esetben egyértel-
md és jé értelmezhetd eredményeket adtak.
Sikertlt definiciét alkotnunk a pozitivitas és a
negativitds kimondasara, azaz hogy az adott
torzs rendelkezik-e ampicillin bontasara alkal-
mas enzimaktivitdssal vagy sem. Enterobacte-
riaceae esetén aminopenicillinazok és ESBL
enzimek miikodése kivaléan kimutathaté (de
nem megkilonbodztethetd!), AmpC és Kkarba-
penemdz enzimeknek az ampicillin kilénbdzé
formait hidrolizalé aktivitidsa kissé eltér a leg-
gyakoribb béta-laktamazokétdl (penicillinazok,
ESBL-ek), ezért itt (is) nagy precizitassal kell
értékelni a nyers adatokat, viszont a médszer
mindent egybevetve egyértelmiien miikddéké-
pes és eredményes.

Mindezek ellenére alapvetéen megkérddjelez-
hetd, hogy Enterobacteriaceae esetén mennyire
relevans egy ilyen vizsgalat a klinikai gyakor-
latban, hiszen tulajdonképpen a béta-laktamaz-
aktivitas igazolasan vagy elvetésén tul nem ad
egyéb informacidt. Gyakorlatilag egy egyszeri
ampicillinrezisztenciat okoz6 aminopenicillinaz
és egy ESBL enzim ugyanolyan peak-mintazatot
és ugyanolyan eredményeket ad ampicillinbon-
tasos MALDI-TOF MS vizsgalatban, sét klavu-
lansavas inhibiciés kisérletben is, és egy ,béta-
laktamaz-pozitiv’ eredmény nyilvanvalbéan
kozel sem elegendd informacié sok esetben.
Mivel elég népes enzimcsaladrol van szd, ezért
nagyon nagy jelent6sége van annak, hogy mi-
lyen enzim is végzi valéjaban az ampicillin hid-
rolizisét az adott izolatumnal, mert ez nyilvan-
valéan alapvetd modon befolyasolja a megfeleld
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interpretaciobol szarmazd célzott terapia lehe-
téségeit a klinikus szdmara is.

Haemophilus torzsek BLNAR, BLPAR és BLPACR
tulajdonsaganak felderitése hagyomanyos elja-
rasokkal is nehézkes, sok esetben nem teljesen
objektiv a nitrocefinhidrolizis kilénb6zd mér-
téke, sebessége és egyéb tényez8k miatt, igy a
keletkezd piros szinreakcié sem ad mindig egy-
forma és egyértelmilien azonosithaté ered-
ményt. Kisérleteink sordn megprébaltuk meg-
kilonboztetni e harom rezisztens csoportot
egymastél MALDI-TOF MS MBT-ASTRA méd-
szerrel is. Eredményként egyelére kijelenthet-
juk, hogy a BLNAR és a BLPACR/BLPAR térzsek
legtdbbje egyértlemi és szépen differencialhatd
eredményeket adott, a béta-laktamazt termeld
torzseket viszont (BLPAR és BLPACR) egymas-
tol egyelére nem tudtuk elkiiloniteni inhibciés
vizsgalatokkal sem.

8.5. MALDI-TOF MS mérések penicillin
antibiotikummal

A penicillin a legelsd olyan antibiotikum volt az
emberiség torténetében, melyet nagy mennyi-
ségben és célzottan alkalmaztak kiilonb6z6 bak-
tériumok okozta megbetegedések, fertézések
ellen. Hosszu multja okan ma mar alig talalunk
néhany olyan baktérium csoportot, melyek el-
len biztonsagosan bevethetd lenne maga a peni-
cillin vagy egyszertibb szintetikus valtozatai, de
azért vannak még ilyen baktériumok: a Strepto-
coccus pygenes, a Clostridium perfringens és a
Treponema pallidum pallidum fert6zései esetén
még manapsag is az elsédlegesen alkalmazandd
szerek kozott szerepel a penicillin. Az emlitett
harom kérokozé penicillinnel szemben mindig
érzékeny, tehat a penicillin kiilonb6z6 vizsgala-
tainak szerepe f6leg csak diagnosztikus, mas
korokozokndl viszont, ahol alternativaként le-
het hasznalni a penicillint, mar van jelentésége.
Ezek a baktériumok elsésorban a Haemophilus-

ok, a Neisseria gonorrhoeae, az «- és [-hemoli-
zalé Streptococcusok és a Corynebacteriumok.

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

H
N ';is
7~O0H
o

benzilpenicillin (penicillin-G)
(C16H18N204S, 334,40 Da)

intakt 335 Da 357 Da 380 Da

formak [M+H]* [M+Na]* [M+2Na]*
hidrolizis | hidrolizis hidrolizis

médo- spontan

sult dekarbo-

formak xilacio

51. dbra. Benzilpenicillin nativ (z61d)
és mddosult (piros) formdi

A benzilpenicillin nativ molekulatdomege 334
Da, protonalt formaja 335 Da, natrium ionokkal
alkotott formai pedig 357 és 380 Da. Ezek tehat
az intakt penicillinoldatban detektalhaté mole-
kuldk. Bomlastermékei mindezek hidrolizatu-
mai: 353, 375 és 397 Da, a 353 Da-os [Muiar+H]*
forma spontan dekarboxilacioval pedig tovabb
médosul egy 309 Da-os molekulava. Elézetes
validitasvizsgalatunkban ezeket a peakeket kell
keresniink.
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52. dbra. Penicillin validitdsvizsgdlatok.
Vak viz kontroll; benzilpenicillin 1 mg/ml 4°C;
benzilpenicillin 1 mg/ml 36°C 240’

Mint ahogy az az 52. dbran lathato, a penicillin
keresett nativ formai mind szépen sorban de-
tektadlhatok MALDI-TOF MS méréssel. Sajndla-
tos médon azonban ezek mellett az §sszes bom-
lastermékhez tartozé peak is jelen van ugyan-
ilyen szépen, tehat az értékelés penicillin eseté-
ben is varhatéan nehézkes lesz.

A bomlastermékek nagy intenzitasu jelenléte
mellett (mely az ampicillinnél tapasztaltak mér-
tékét egyébként joval meg is haladja) két masik
problémat is észlelhetiink mar ezekbdl a valida-
16 spektrumokbdl is:

e Egyrészt a 335 Da-os [M+H]* alapmolekula
egybeesik egy szinte minden kisérletben je-
lenlévé kontaminans peakkel, mely szintén

éppen 335 m/z értéknél talalhatd kisebb-
nagyobb intenzitassal kisérleteink soran.
Az oldatunkbél szarmazoé penicillin 335
m/z értéki peakjének intenzitisa nyilvan-
valéan joéval nagyobb (az abran lathatd
mértékben) a kontaminansétdl, de ez az
egybeesés komoly problémakat okoz, a két
peak ilyen megkdzelitésd differencialasa
nem objektiv.

e Masrészt a 380 Da-os [M+2Na]+ forma
peakje jelentds atfedésben van a kisérle-
tekben hasznalt a-CHCA matrix dimer mo-
lekula 379 m/z értéki jelével, ami szintén
hatraltatja a mérések értékelhetéségét. Sok
esetben lathaté a kiilénbség, a felbontas
ndvelésével ez a kiilonbség jobban is latha-
t6, de a matrix dimer peakjének altalaban
nagyon nagy intenzitasa a varhatéan valto-
z6 intenzitasu kozeli peak detektdlhatdsa-
gat erdsen ronthatja. Ha mindenképpen
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szlikség volna ilyen penicillines MALDI-
TOF MS MBT-ASTRA mérésekre, akkor
masfajta matrix hasznalatat javasoljuk.

Mindezek miatt, ismerten béta-laktamaz-pozitiv
torzsekkel végeztiink egy olyan gyors attekin-
tésre lehetdséget add tesztsorozatot, melyben
igyekeztiink felmérni, hogy egyaltalan alkalma-
zato-e, van-e 1étjogosultsaga a felsorolt komoly
hatranyok ellenére a penicillinnel végzendd
MALDI-TOF MS érzékenységvizsgalatoknak.

A vizsgalatsor eredményei alapjan nem talal-
tunk olyan egyértelmi marker peaket, mely
révén az enzimatikus tevékenység biztonsaggal
elkiilonithetd volna a penicillin spontan hidroli-
zisének nyomaitdl. Sem a nativ formak hianya-
bol, sem a bontasi termékek jelenlétébdl nem

lehet olyan egységes szabalyszertiséget alkotni,
amely segitségiinkre lehet az eredmények meg-
felel6 értékelésében. Egyetlen jellegzetességet
észleltiink: a 357 m/z értékd peak a béta-lakta-
maz-termeld torzsekkel valé inkubacié utan az
esetek 55%-4ban teljesen eltlint, 89%-uknal
pedig vagy egyaltalan nincs meg vagy maximum
csak nyomokban detektalhatd. Ez valésziniileg
j6 irany lehet az értékelésben, de a korabbi
vizsgalatokban egyértelmiien pozitivnak itélt
torzsek kozil tobbnél is kaptunk ellentmondd
eredményt erre vonatkozdlag is.

Az alap molekula spontan bomlasanak elfogad-
hatatlanul nagy mértéke és az ebbdl adddd
bomlastermékek allandéan nagy intenzitasu
jelenléte, a vart peakek atfedése a matrixként
hasznalt molekula jelével, az értékelésnél fel-

o 5 T 5 [ e

# faj
tiszta penicil-
— — — lin 36°C 240 + + + + + + +
Escherichia
amp21 | T/505/E coli ampicillin E + +
Citrobacter
amp19 | G1/3265/2015 braakii +
Stenot-
rophomonas
ampl5 [ QC 51/2015/I1 maltophilia +
Enterobacter
G1/20 G1/4119/2017 cloacae +
Kiebsieiin
G1/38 G1/361/2018 bneurnoniae +
Escherichia
G1/4 |amp04 |G1/3024/2015 coli +
Escherichia
G1/84 LK/16616/2018 | coli +
Enterobacter
G1/86 G1/2978/2018 asburiae +
Haemophilus
G1/3 |amp06 | G1/3255/2015 parainfluenzae +
Haemophilus
amp08 | G1/3154/2015 parainfluenzae + +/- + - + -

14. tabldzat. Penicillin enzimatikus bontdsdnak vizsgdlata MALDI-TOF MS mérésekkel
(spektrumok a 14. Fiiggelékben)
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meriild nehézségek és nyilvanvalé ellentmon-
dasok, és nem utolsé sorban az antibiotikum
vizsgalatdnak alacsony relevanciaja miatt azt a
dontést hoztuk meg, hogy a benzilpenicillin
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalatokra nem
megfeleld.

8.6. MALDI-TOF MS mérések imipenem
antibiotikummal

Az imipenem az egyik legszélesebb korben és
valésziniileg a leggyakrabban hasznalt karba-
penem antibiotikum. A karbapenemek szintén a
béta-laktam antibiotikumok csoportjaba tartoz-
nak, hatdsmechanizmusuk is ugyanugy a sejtfal-
szintézis gatlasa révén valosul meg. Szerkezetiik
kis mértékben kiilénbézik: az 1. helyzetben 1évé
S-atom helyett itt C-atom van a karbapenem
gylrliben és ebben az 6ttagu gylriiben egy teli-
tetlen kotés is megtalalhato. Eredetileg Strep-
tomyces-termékként fedezték fel a karbapene-
meket (thienamycin), ma mar szintetikus szar-
mazékokat hasznalunk (imipenem, meropre-
nem, ertapenem). Klinikai terapias jelentségiik
rendkiviil nagy, mert a szélesspektrumu béta-
laktamaz enzimek legnagyobb és leggyakoribb
csoportjaba tartozé ESBL enzimek a karbapene-
meken kiviil minden egyéb hagyomanyos béta-
laktam antibiotikumra rezisztensek, azaz olyan
esetekben, ha ESBL-termel6 korokozo kertil
izolalasra, altalaban karbapenemek jelentik az
elsédleges lehet§séget egy sikeres terapia felé.

Karbapenemekkel szembeni rezisztencidt a
baktériumok szamara, ha a ritkabban eléfordu-
16, valamilyen enzimatikus antibiotikummaddo-
sitas révén elért rezisztenciarol van szo, a béta-
laktamaz enzimcsoportnak féként két tipusa
képes biztositani: egyrészt a Class A 2f csoport-
ba tartozé enzimek koziil példaul a KPC Kleb-
siella penumoniae-ben, masrészt a Class B me-
tallo-béta-laktamazok (pl. VIM, IMP, NDM).
A két csoport enzimeinek miikddése kiilonboz6

specifikus inhibitorokkal gatolhatd: az els6 cso-
portndl az APBA, a masodikndl az EDTA lehet a
specifikus gatlészer.

Az imipenem nativ molekulatomege 299 Da,
ennek protonalt [M+H]* formdja 300 Da (pozitiv
ionizaciés MALDI-TOF MS mérésben a proto-
nalt formak mutathaték ki). Hidrolitikus termé-
ke elméletileg 318 Da (300 + 18 = 318), tehat
318 m/z értékli peak formajaban jelentkezhet
enzimatikus hidrolizisre utalé jel a spektrumo-
kon. Imipenem esetében nincsenek egyéb ter-
mészetes formak a nativ és intakt imipenem
oldatokban sem.

imipenem (C12H17N304S, 299,347 Da)

intakt 300 Da
formak [M+H]*

i 3 hidrolizis
modositott
formak

53. dbra. Imipenem nativ (z6ld) és enzimati-
kusan maodositott (piros) formdi

A spektrometriai mérések értékelése tehat ezek
alapjan végteleniil egyszeriinek tiinik: mig nativ
formaban a 300 m/z jele, addig hidrolizatum
esetén ennek eltlinése és a 318 m/z hidrolizis-
termék megjelenése varhatd imipenemrezisz-
tencidért felel6s enzimaktivitds detektalasa-
kor a MALDI-TOF MS mérés soran az elmélet
szerint.
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54. dbra. Sajdt fotok.
Balra: mddositott Hodge-teszt karbapenemadz termelé E. coli izoldtummal (16616/2018,
G1/84).
Jobbra: 50 mg/mli EDTA inhibicids hatdsa karbapenemdzaktivitdsra (MER, ETP, IMP)
(16616/2018, G1/84). (10 ul 50 mg/ml EDTA az alsé steril korongra cseppentve,
majd szdradds utdn a felkent pdzsitra helyezve; a felsé korongok csak az antibiotikumot

tartalmazzdk)
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R - A A s e .
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55. dbra. Imipenem bevezeté mérések.

Fels6 panel: csak viz vak kontroll.

Ko6zépsé panel: csak imipenem (0,5 mg/ml) intakt oldat.

Alsé panel: csak imipenem (0,5 mg/ml) 36°C-on 240 percig inkubdlt oldat
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Kisérleteinket egy karbapenemazt termeld
torzzsel kezdtiik (G1/84 karbapenemazt terme-
16 E. coli), mely a Szent Laszlé Kérhazban kertlt
izolalasra (16616/2018). A torzs (a mi vizsgala-
taink szerint is) hagyomanyos korongdiffiizios
antibiogramon és mddositott Hodge-teszttel is
karbapenemaztermelének bizonyult.

A kisérletek els6 1épésében lemértiik a vizsgala-
tok validitasahoz szilikséges teszteket (vak kont-
roll, nativ antibiotikum negativ kontrollja, nativ
antibiotikum inkubélas utan).

A kezd8 mérések eredményeként azonosithaték
a vizben 1év§ kis intenzitdsu kontaminans pea-
kek. A nativ imipenem oldataban jol lathatd a
300 m/z értékd [M+H]* molekula, alacsony in-
tenzitassal a spontan hidrolizalt forma is kive-
hetd a spektrumon kis jeleréséggel. A 240 per-
cig 36°C-on inkubdlt tiszta imipenemoldatbdl
ugyanezeket a jeleket mértiik. Az intenzitas itt
alacsonyabb, de ez az eltérés a miiszeres mé-

résnek tudhato be (lasd a spektrumok bal oldali
skalabeosztasat!). Mindkét mérésnél jelen van
még egy 414 m/z értéki jel is imipenem-
oldatokban, melynek eredetét nem ismerjik.
Mindezekbdl azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy az imipenemnél kismértékid spontan hid-
rolizis tapasztalhatd, de a hosszu idejii 36°C-os
inkubacié ennek mértékét a mérést ellehetetle-
nitd mértékben nem befolyasolja. (379 m/z
értékkel, nagy intenzitassal, itt is az «-CHCA
matrix dimer peakje lathato.)

Az 56. abra als6 paneljén lathaté az imipenem-
mel végzett elsd valds eredmény: a G1/84 toké-
letesen elbontotta a 300 Da-os terméket, a hid-
rolizistermék jele nem volt detektalhato.

56. dbra. Karbapenemdzaktivitds
detektdldsa imipenemmel (G1/84
karbapenemaztermeld E. coli)
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A reakcid optimalizalé 1épéseit ezzel a torzzsel
végeztiik el, és a tobbi antibiotikummal végzett
kisérleteknél is hasznalt score rendszer minta-
jara értékeltiik. Az dsszesitett eredményeket az
57.abran szemléltetjiik (h6mérséklet és imipe-
nemkoncentraciék):

35

25

§300

15 | E3E

4 5% 30%C 36°C 40°C
35
3
25
2
B300
15 B3l
1
n"’ l
0
0125mg/ml 025mg/ml 05Smg/ml 1mg/ml 2 mg/mi

57. dbra. Karbapenemdzaktivitds mérésének
optimalizdldsa (hémérséklet és imipenem-
koncentrdcid) (G1/84)

Az optimalizalas soran nyert adatokbdl lathato,
hogy az adott karbapenemaz enzim aktivitasa
25°C-on még nem teljes, 30 és 36°C-on éri el
maximumat. A 40°C-on ismét megjelend 318
Da-os hidrolizistermék megjelenésébdl arra ko-

vetkeztetiink, hogy annak eltlinése a reakcio-
elegyekbdl valészinlileg tovabbi enzimtevé-
kenység eredménye, mely enzimmiikodéshez ez
a hémérséklet mar nem megfeleld. Az optimalis
koncentracioé beallitasabol kapott eredmények
alapjan ismét a 0,25 és 0,5 mg/ml koncentra-
cidk a legmegfelelébbek (egyetlen nagyon kis
intenzitasu, nativ jel volt észlelhetd az egyik
mérés spektrumaban), az 1 és 2 mg/ml-es olda-
toknal ismét egyre er6sédé és a mérési haté-
konysagot mar zavaré effektus latszik a spekt-
rumokon. Az inkubaciés id6 irodalmi leirasok
alapjan [120] mar akar 30 perc is lehet, a mi
eredményeink is igazoltak ezt, vagyis valéban
egy gyorsdiagnosztikai eljarasrél van szo itt is.
Ennek ellenére tovabbra is ragaszkodtunk az
eddigi 120 perces inkubaciés idéhéz, mert
nemcsak a speicifikus karbapenemazok kimu-
tatasa lehet célunk, de azoknak az enzimeknek
is, melyek lassabban ugyan, de mutathatnak
karbapenemazaktivitast.
ciék: 0,5 mg/ml.

Inhibitorkoncentra-

Megkiséreltiink egy APBA inhibitoros vizsgala-
tot is a tdrzzsel, noha az APBA nem specifikus
inhibitora az NDM tipusi metallo-béta-lakta-
mazoknak. Az eredmények viszont megkérddje-
lezik, hogy a torzsben valéban metallo-béta-
laktamaz enzim miikddik-e, ugyanis valodi, ga-
tolt reakciékat kaptunk alacsonyabb APBA-kon-
centracidkon, ezek alapjan felmertlt, hogy a
hordozott enzim valdjaban a Class A 2f csoport-
ba tartozik, azoknal lehetséges ugyanis az inhi-
bici6 el6idézése APBA-val. Ennek tisztazasara
elvégeztilk a metallo-béta-laktamaz enzimek
specifikus inhibitoraval, EDTA-val is az el&z8e-
ket, aminek eredményei hasonldak, vagyis a
vizsgalt baktérium mindkét tipusu karbapene-
mazzal rendelkezik:
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83 Mindezek utdn egy screen jellegli vizsgalatsort

hajtottunk végre olyan tovabbi, torzsgytijtemé-

nyi izolatumainkkal, melyeknél az el6zdleg el-

készitett hagyomanyos antibiogramjaikon fel-

:ff merilt az imipenemmel szembeni rezisztencia
vagy csokkent érzékenység.

1
05 ‘ I I Ii A negativ kontrollként hasznalt ATCC 25922

0 E. coli természetesen teljesen negativ reakciot
dmg/mi 035 mg/mi OSmg/m Img/ml  Img/ml  Amg/mid
mutatott: sem a csak imipenemet, sem az imi-
penemet és valamelyik gatlészert tartalmazd
reakcidelegybdl sincs hidrolizisre utalé jel.

A G1/28 E. coli torzs in vitro imipenemérzé-

8200 kenyként ismert izolatumunk, de széles kori

e egyéb MDR jellege miatt keriilt be a vizsgalatba,

' mint érdekesebb negativ kontroll. A csak imi-

o I I: penemet tartalmazo reakci6elegyben nem volt
Q

képes bontani az imipenemet, a nativ forma

Omg/ml 025mg/mi OSmg/mi L1mg/mi  2mgiml  dmgimi
jelintenzitdsa csOkkent az APBA gatloszerrel
58. dbra. Karbapenemadzaktivitds gdtldsa kiegészitett parhuzamosban, de hidrolizatum
APBA és EDTA emelkedd koncentrdcio- jele egyik esetben sem detektdlhaté. Azaz ez
soraiban (G1/84 E. coli) a baktérium is negativ ebben a vizsgalatban,
valéban nem termel karbapenemazaktivitasu
Az elvégzett vizsgalatok alapjan Kijelenthetd, enzimet
hogy az adott torzsben egy olyan enzim is mu-
kodik, mely APBA-val gatolhaté, ilyen enzimek
a Class A 2f tipusu karbapenemazok. Kévetkez-
tetésiink szerint az adott E. coli izolatumban
kétféle karbapenemaz is miikodik: egyrészt a
gyorsan, gyorsdiagnosztikai eszkdzokkel is ki-
mutathatd NDM metallo-béta-laktamaz, mas- 15, tdbldzat. Karbapenemdzaktivitds
részt egy Class A 2f karbapenemaz. screen kiilonbézé baktériumtorzseken
G1/48 + IMP E. coli G1/28 + IMP - E. colf
G1/49 + IMP 4 APBA ATCC 25922 G1/28 + IMP + APBA +/- - ESBL, MDR, IMP-£
G1/2 + IMP E. cloacae G1/60 + IMP - P, oeruginoso
G1/2 +IMP + APBA IMP-M G1/60 + IMP + APBA . IMP-R
G1/5 4 IMmP E. coli G1/85 « IMP - - E. asburioe
G1/5 + IMP + APBA IMP-R G1/86 + IMP + APSA - AmpC, IMP-M
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Mivel a torzsek legtdbbje a csak imipenem anti-
biotikummal valé inkubalas utani reakcidelegy-
bdl nem adott semmilyen, a hidrolizisre utald
peakmintazatot, ezért ezekrdl kijelenthetd, hogy
imipenemrezisztencidjukat nem béta-laktamaz-
aktivitas alapjan nyerik, hanem valészinileg
egy 0sszességében egyébként is gyakoribb kar-
bapenem-rezisztenciamechanizmus révén: egy
porin fehérje hianya vagy jelentdsen csdkkent
expresszidja valtja ki rezisztencidjukat vagy
csokkent érzékenységiliket (ennek eredménye-
ként semennyi vagy csak kevesebb antibioti-
kum jut be a sejtbe). Ezt Pseudomonasoknal az
OprD porin fehérje [138], Enterobacteriaceae
tagjainal az Omp fehérjékhez tartoz6 porinok
génjeinek elvesztése vagy expresszidjuknak f6-
leg kiilonb6z6 genetikai okok miatt torténd
visszaesése okozza [139]. llyen, porin fehérje
eltérés okan imipenemrezisztens vagy csokkent
érzékenységet mutatd torzsek tehat: a G1/2
E. cloacae, a G1/5. E. coli és a G1/60 P. aerugi-
nosa izolatumok.

A G1/86 Enterobacter asburiae esetében azon-
ban olyan eredményt latunk, amilyet a kisérlet
megtervezésekor vartunk (ilyen jelmintazatot
produkalt a pozitiv kontrollként az optimaliza-
lasndl és elézetes vizsgalatoknal hasznalt G1/84
karbapenemazpozitiv E. coli torzs is). El6zetes
D68C tesztiink alapjan tudjuk, hogy a torzs
AmpC-termeld, bar ezt a cefotaxim + APBA in-
hibiciés MALDI-TOF MS kisérletek sordn nem
sikertilt a mliszeres médszerrel is igazolni (lasd
8.3. alfejezet). A most kapott spektrumokon (15.
Fliggelék) a csak imipenemet és baktériumot
tartalmazé reakcidelegybdl tokéletesen eltlint a
300 m/z értéki peak, azaz volt imipenem ellen
irdnyuld hidrolitikus enzimaktivitas, mig az
APBA-t is tartalmazé reakcidelegyben megma-
radt ennek a 300 Da-os nativ formanak a jele,
hidrolitikus termék pedig nem volt, azaz a reak-
ciot sikertilt gatolni. Ez pedig bizonyiték arra,

hogy APBA-val gatolhatd enzim révén tortént az
elsé reakcidban lezajlott tokéletes hidrolizis. Ez
azonban itt még nem elégséges bizonyiték arra,
hogy ez az enzim valéban karbapenemaz lenne!

Az APBA-val gatolhaté enzimek, melyek képe-
sek karbapenemeket hidrolizalni a Class A 2f
csoport tagjai. Ismert volt térzsiinkrél megbiz-
hatdé D68C teszteredmény révén, hogy AmpcC-
termeld, vagyis Class C csoportba tartozé en-
zimmel rendelkezik, amelyik viszont szintén
gatolhaték APBA-val (vagyis most az APBA itt
nem ,eléggé” specifikus inhibitor). Féleg Pseu-
domonas aeruginosa-nal ismert [140], de Ente-
robacteriaceae tagjainal is el6fordul [141] az a
jelenség, hogy az AmpC enzim nagyon nagy
mennyiségli termelésével, Un. over-expresszio-
javal a baktérium karbapenemrezisztenciat
vagy csOkkent érzékenységet is tud szerezni. Az
over-expresszié indukcidja pedig valamilyen
antibiotikum is lehet. Feltételezésiink szerint az
imipenem itt igy viselkedhetett.

EDTA-val térténd inhibiciét a térzzsel nem sike-
riilt elérni utdlagos vizsgalatunkban, igy AmpC-
tultermelésre vonatkoz6 elméletiink toabbra is
helytallénak latszik.

Nagyon nagy jelentdsége van annak a ténynek,
hogy az AmpC enzimek tultermelése karbape-
nemrezisztenciat vagy csokkent érzékenységet
hozhat létre egyes baktériumokban, mert az
ESBL és az ,egyszertiibb” AmpC-termel§ izola-
tumoknal az els6ként felmeriil§ lehetséges te-
rapias irdny a karbapenemek haszndlata. Vagyis
mindenképpen elddntendé kérdés az, hogy az
AmpC-termelés tiltermelés-e, mely a tobbi bé-
ta-laktam antiobiotikummal szembeni rezisz-
tencian kiviil okozhat karbapenemekkel szem-
beni rezisztenciat is!

A kisérletek alapjan tehat a karbapenemazakti-
vitds igazolhaté ugyan APBA és EDTA gatlo-
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szerek alkalmazasaval MALDI-TOF MS és mas
vizsgalatokban, de ha az APBA inhibiciés reak-
cioibdl kapunk pozitiv eredményeket, és dssze-
sen csak ennyi informacio all rendelkezéstinkre,
akkor még ez nem elegendd annak eldontésére,
hogy vajon Class A 2f karbapenemaz enzim,
vagy overexpresszalt Class C AmpC enzim m-
kodik-e az adott izolatumban, mely a karbape-
nemrezisztenciat elidézi.

Ha viszont a vizsgalati mdédszereket kombinalva
hasznaljuk, és tudjuk, hogy izolatumunk AmpC-
termel6 (pl D68C teszt), hagyomanyos ko-
rongdiffuzioval imipenemre csak mérsékelten
érzékeny, esetleg még a nem tul megbizhaténak
tartott médositott Hodge-teszttel is kétes, de
pozitivhak tiin6 eredményt ad, mindezek mel-
lett pedig MALDI-TOF MS inhibiciés médszerrel
bizonyitjuk, hogy imipenemhidrolizisre képes a
torzs, mely APBA-val gatolhato, akkor az eddigi
adatokbdl nagy valdszintiséggel megallapithato,
hogy az izolatum AmpC over-expresszald és
ellene emiatt semmilyen karbapenemet nem
szabad hasznalni, mert az biztos terapias ku-
darcot jelentene az igy kezelt betegnél!

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az imipe-
nem enzimatikus hidrolizisén alapulé MALDI-
TF MS moédszer énmagaban kivaléan muikddik,
specifikus inhibitor parhuzamos reakcidk al-
kalmazasa azonban mindig kételezd a csak imi-
penemet tartalmazé reakcidelegyek mellett.
Akar AmpC over-expresszald, akar valos karba-
penemazaktivitasu a vizsgalt torzs, egyik eset-
ben sem indulhat nala karbapenem terapia, de

nem szabad abba a tévedésbe esni, hogy karba-
penemazként interpretalunk egy AmpC tulter-
mel6 izolatumot.

A kérdés itt azért nem pusztan elméleti szdr-
szalhasogatds, mert ennek a tesztnek a hagyo-
manyos szerepén tul (vagyis azon til, hogy
megallapitsuk vele egy izolatumrdl, hogy van-e
benne imipenem hidrolizisére alkalmas enzim,
vagy nincs) még arra a célra is nagyon fontos
eszkoz lehet, hogy az AmpC enzimekrdl megal-
lapithassuk azok tovabbi tipusat az adott bakté-
riumban. Es mint lattuk, AmpC-gyants térzsek
esetében erre sziikség is lenne, hogy elkeriil-
jink egy terapias kudarcot, ha karbapenemet
kap a beteg, de a kérokozé AmpC enzimje over-
expresszalt, és ezt az over-expressziot az imipe-
nem még indukalja is.

A cefotaximmal és APBA-val végzett vizsgalatok
soran nem sikertilt igazolni a D68C teszt révén
AmpC-termel8ként ismert G1/86 Enterobacter
asburiae torzsiinkrél, hogy valéban AmpC-
enzimet termeld volna vagy sem. Voltak kdzve-
tett jelek ezekben a MALDI-TOF MS vizsgala-
tokban is arra, hogy valéban az, de biztosan
igazolni ott még nem tudtuk. A konkrét bizonyi-
ték érdekes modon itt, az imipenemmel folyta-
tott kisérletek soran kertilt el8.

Az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizs-
galati moédszer 6nmagaban tehat tokéletesen
miikod6képes, de nagy figyelemmel kell lenni az
inhibitoros parhuzamosokkal kapott eredmé-
nyekre, és ezek tiikrében szabad csak biztosan
karbapenemaz enzim termelését interpretalni
az eredmények alapjan.

Emellett, mint lathattuk, az imipenem MALDI-
TOF MS érzékenységvizsgalat nemcsak az imi-
penemrezisztenciak kdzvetlen kimutatasara le-
het alkalmas, hanem eredményeit mas tesztek
eredményeivel kombindlva, végiil sokkal részle-
tesebben is megismerhetjiik a vizsgalt baktériu-
mok rezisztenciaviszonyait.
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8.7. MALDI-TOF MS mérések ciprofloxacin
antibiotikummal

A fluorokinolok napjainkban talan az egyik leg-
gyakrabban alkalmazott antibiotikumok vilag-
szerte az §sszes antibiotikum koziil. Akar Gram-
negativ, akar Gram-pozitiv kérokozérol legyen
is sz0, a fluorokinolonok szinte minden esetben
a potencialisan alkalmazhaté szerek listajaban
szerepelnek. A Gram-negativ bélbaktériumoktdl
egészen az MRSA-ig hosszan sorolhatok volna-
nak azok a baktériumok, melyeknél lehet tera-
pias szerepe ennek az antibiotikumcsoportnak.
Révidebb a lista azokrol a baktériumokrol, ame-
lyek természetes rezisztenciaval rendelkeznek
némelyik vagy mindegyik fluorokinolonnal
szemben: anaerobokndl taldlunk intrinsic re-
zisztenseket, Gram-pozitiv baktériumok mind
intrinsic rezisztensek az 1. generacios fluoroki-
nolonokra (nalidixsav), Streptococcusok ellen
csak a 23. generacids fluorokinolonok hataso-
sak (pl. levo- és moxifloxacin), Enterococcusok
ellen altalanosan gyenge hatasuak a fluorokino-
lonok és az alkalmazas soran gyakran és gyor-
san ki is alakulhat elleniik erdteljes rezisztencia
[142, 143,144, 145].

A kinolonrezisztencia gyakoribb formai a muta-
ci6 ufjan kialakulé és az un. szerzett reziszten-
ciak. A kinolon antibiotikumok hatasmechaniz-
musanak lényege, hogy képesek kétddni a DNS
molekula le- és feltekercselésében szerepet
jatszé két fontos bakterialis enzimhez: a DNS-
girazhoz és a topoizomeraz IV-hez. A kilénbdzé
kinolonok kiilénb6zd affinitassal tudnak koétéd-
ni targetjeikhez, illetve altalanosan jellemzd,
hogy a Gram-negativ baktériumoknal gyakoribb
a giraz ellen iranyulé hatas, Gram-pozitivaknal
pedig a topoizomeraz IV ellen erdsebb a hatas.
Ezen enzimek mutacié révén olyan még funk-
cioképes valtozasokon mehetnek at, mely for-
makhoz a Kkinolonok mar Kkisebb affinitassal
tudnak kapcsolddni, és igy elmaradhat a kinolo-
nok altalanos DNS-replikacios gatlasa és a koté-

désiik miatti konkrét és letalis DNS-karosodas
[146].

Ritkabb eléfordulasuak azok a rezisztenciame-
chanizmus-tipusok, amelyeknél a baktériumok
plazmidokon szereznek olyan géneket, melyek
termékei nagyon hatékonyan juttatjak ki a sej-
tekb6l a Kkinolon antibiotikumokat (efflux-
pumpak), vagy pedig olyan géneket, melyek
fehérjetermékei a kinolonok médositasara és
ezaltal hatastalanitasara képes enzimek. Ezek
azok az enzimek, amelyek most kisérleteink
szempontjabdl most nekiink is nagyon fontosak.
Ezeknek az enzimeknek az a kiilénleges érde-
kessége, hogy eredetileg mas antibiotikumok, az
aminoglikozidok médositadsara hivatott enzi-
mek, de néhany aminosavnyi médosulasuk ré-
vén fluorokinolonok ellen is hatasosakka valtak,
és természetesen el is terjedtek. A jelenséget
2003-ban fedezték fel egy sanghaji E. coli izo-
latum kapcsan [147], a plazmidok utjan torténd
rendkiviil sikeres terjedésnek kdszonhetben
viszont mara mar vilagszerte is elterjedt, vi-
szonylag gyakori rezsisztenciamechanizmusrol
van sz6 [148].

Kiilondsen nagy jelentésége van annak is, hogy
igen gyakran tarsul ez a rezisztenciamechaniz-
mus ESBL-termelés mellé, mert altalanosan is
nagyon gyakori az a jelenség, hogy ugyanazon
az egy plazmidon kertil be egy baktériumba két,
vagy akar tobb, rezisztenciaért felelds génkazet-
ta is. Ez az ESBL mellé tarsuld rezisztenciagén
pedig gyakran az a bizonyos aac(6°)-1b-cr gén is
lehet, melyrél a kinolok médositasara alkalmas
és a fluorokinolonrezisztenciaért felelds acetil-
transzferaz enzim irédik at [146].

Az enzimatikus folyamat ebben az esetben, me-
lyet ez az enzim végrehajtani képes, az el6z6ek-
ben targyaltaktdl eltér6éen nem hidrolitikus
reakcié, hanem acetilacié. A mindezért felel8s
enzim az AAC(6°)-Ib-cr nevezetl enzim, mely
tehat egy acetiltranszferaz, vagyis acetilcsopor-
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tot kot target molekulajara, esetiinkben a cipro-
floxacin piperazin gytrtijének amino N-atom-
jara, ennek hatasara pedig az antibiotikum ter-
mészetesen hatastalanna valik. Szerencsére
nem minden fluorokinolon molekulajan képes
végrehajtani ezt a mddositast az enzim, de ilyen
modositasra alkalmas amino N-atomot tartal-
maz a leggyakrabban alkalmazott fluorokinolon
antibiotikum, a ciprofloxacin és a norfloxacin is
(de pl. a levofloxacint és a moxifloxacint védet-
tebb N-atomjuk miatt nem képes igy acetilalni).

(A témahoz kapcsoléddan esetleg érdekes le-
het, hogy a ciprofloxacin molekula eml&s szer-
vezetben torténd, tobb uton zajlé lebontadsanak
egyik terméke tdbbek kozt ugyanez az N-acetil-
ciprofloxacin [149], de ez a metabolikus ut és
termék egy Mucor fajbol is ismert [150].)

A ciprofloxacinrezisztenciaért felelds bakterialis
AAC(6’)-Ib-cr enzim tehat modositast végez
a ciprofloxacin molekulan. Ez a médositas ace-
tilacid, mely egyértelmiien meghatarozhato to-
megnovekedéssel jar az eredeti molekula téme-
géhez képest. A shift mindezek alapjan tehat
MALDI-TOF MS MBT ASTRA médszerrel nyo-
mon kdvethetd, vagyis az enzimatikusan médo-

59. dbra. Ciprofloxacin és N-acetil-
ciprofloxacin [150]. (Az. dbrdn bemutatott
képek a hivatkozott forrdsban szereplé
dbrdnak csak feldolgozott részletei)

sitott termék spektrometridsan detektalhatd
(60. dbra).

s gy

ciprofloxacin (C17H1sFN303, 331,346 Da)

intakt 332 Da 354 Da 370 Da
formak [M+H]* [M+Na]* [M+K]*

acetilacio | acetilacié | acetilacio

modositott
formak

60. dbra. Ciprofloxacin nativ (z6ld) és en-
zimatikusan maodositott (piros) formdi

A ciprofloxacin MALDI-TOF MS mérések érté-
kelése a kovetkezdk szerint torténik. Az acetila-
cié6 +42 Da-os eltolédast eredményez minden
esetben. A ciprofloxacin nativ, intakt ionos for-
mai a 332, 354 és 370 m/z értéknél jelentkezd
peakek ([M+H]+, [M+Na]* és [M+K]+* ionos nativ
formak jelei), az acetilacio altalanos szabalysze-
riisége értelmében az enzimatikusan moédosi-
tott, acetilalt formdak a 374, 396 és 412 m/z ér-
tékeknél keresenddk.
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Kisérleteinkhez itt is a torzsgytjteménytlinkben
fagyasztva tarolt klinikai izolatumok szolgaltak
kiindulasi pontként. A most kivalasztott és a
vizsgalatokban letesztelt torzsek mindegyike
ciprofloxacinnal vagy mas fluorokinolon anti-
biotikummal szembeni rezisztenciat mutatott
hagyomanyos korongdiffuzios eljarasban. A ki-
sérletekben arra kerestiik a valaszt, hogy a cip-
rofloxacinrezisztens fenotipust mutatd torzsek
kozil egydltalan kimutathaté-e AAC(6')-Ib-cr
enzim hordozasa, termelése és aktivitdsa, mi-
lyen mértékii ennek elterjedtsége, és a MALDI-
TOF MS MBT ASTRA moédszernek van-e gyors-
diagnosztikai 1étjogosultsaga ennek a reziszten-
ciamechanizmusnak a detektalasaban.

A validalasi folyamatokban ismét teszteltiik a
higitasok soran hasznalt tiszta dH,0-t, az intakt
antibiotikumoldatot, annak esetleges spontan
bomlasat, mddosulasait. A viz vak kontrollban

ennél a mérésnél egy 326 m/z értékl peak is
lathatd, mely az éles mérések soran is elég
gyakran megjelent, sé6t néha kifejezetten nagy
intenzitasu peakeket is generalt, de szerencsére
viszonylag messze esik a marker peakektdl
Nagyobb aggodalomra ad okot a 335 m/z ér-
téknél altaldban el6fordulé kontaminans, mely
most is jelen van alacsony intenzitassal a
ddH20-ben is, de a nativ antibiotikumspektru-
mainkat vizsgalva lathatjuk, hogy a 332 m/z
értéki nativ [M+H]* molekula messze tulhaladja
intenzitasdban az emlitett kontaminanst, igy
jelenléte itt sem mondhato zavardnak.

61. dbra. Bevezet6 validdldsi mérések.

Felsé6 panel: viz vak kontroll

Kozépsé panel: tiszta ciprofloxacinoldat
(0,5 mg/ml) 4°C

Alsé panel: tiszta ciprofloxacinoldat
(0,5 mg/ml) 36°C 240 perc inkubdcio

inteéns HCCAD AT MS Raw
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A ciprofloxacin nativ oldatainak vizsgalatakor
azt a jelenséget figyeltiik meg, hogy egy rendki-
vil nagy intenzitdsu peak formajaban jelenik
meg minden esetben a 332 Da-os [M+H]* nativ
forma, az intenzitas ennél a peaknél koértlbeliil
tizszeres az eddig megszokott intenzitdsokhoz
képest (lasd a 61. abra kozéps6 és alsd panel-
jének bal oldali skalabeosztasat). Valdszintleg
emiatt is a 354 és 370 Da-os Na* és K+ ionos
formak peakjeinek detektalasa a tiszta oldatban
nehézkesnek tiinik, de azért jelen van mindket-
t6, ha csak aranyosan kisebb jelként is. A nativ
és +4°C-on tarolt antibiotikumoldat spektruma-
ban természetesen nincsenek meg az enzimati-
kus reakcidbdl vart termékekre utald jelek.

A hosszu ideig +36°C-on inkubalt tiszta cipro-
floxacinoldat peak-mintdzata semmilyen elté-
rést nem mutatott a +4°C-on tartott mintaéhoz
képest, vagyis nincs detektalhaté spontan bom-
lasra vagy modosulasra utalé jel ciprofloxacin
esetében. A keresett peakek speciadlis reakcio
eredményei, tehat ezek megjelenése spontan
nem is varhatd, de ezek mellett mas Uj jel sem
jelent meg az inkubalt ciprofloxacin oldatabd],
azaz valéban nincs spontan modosulasi folya-
mata.

(Erdekes jelenség, hogy a nagyon nagy ciproflo-
xacin [M+H]* intenzitadsbol eredd egyéb jelek
mellett mennyire alacsony barmi mas peak is
ennél a méréssorndl. Kiilondsen érdekes jelen-
ség az a-CHCA matrix dimerjének 379 m/z ér-
téknél 1év6é peakjének alacsony intenzitasa,
mely altalaban a legmagasabb peak szokott len-
ni a mérések soran.)

Kérdéses volt, hogy a matrix dimer 379 m/z
értéki peakje nem zavarja-e majd a 370 m/z
értékl nativ forma [M+K]* és a 374 m/z értékii
modosult forma [M+Ac+H]* jeleit. Az eddigiek
alapjan viszont a nativ formanadl ilyen zavaro
hatas nem észlelhetd.

Az eddigi protokollunktél eltéréen - mivel nem
volt ismert és igazoltan AAC(6')-Ib-cr hordozo
baktériumtdrzsiink - szokatlan médon itt elsé-
ként egy screeneld vizsgalattal kellett kezdjiik a
folyamatokat. A vizsgalatba olyan izolatumokat
valogattunk 6ssze, melyek hagyomanyos anti-
biogram tesztben ciprofloxacinrezisztenciat
mutattak. Erdekes megfigyelni, hogy a ciproflo-
xacinrezisztens Enterobacteriaceae-be tartozo
11 torzsiink koziil 9 a fluorokinolonreziszten-
cidgja mellett ESBL-termel$ is, azaz az ESBL-
termelés mellé a tdrzsek 81%-anal tarsult va-
lamilyen fluorokinolonrezisztencia is. A sta-
tisztikai minta ebben az esetben természetesen
véletlenszerli és egyaltalan nem is tekinthetd
reprezentativnak, de a korrelacio lathaté.

Az AAC(6’)-Ib-cr enzim hordozasat vizsgalo
tesztjeink leirasat tehat nem optimalizaloé fo-
lyamattal kezdtiik, elvégeztiik ugyan a folyama-
tot (hémérséklet, inkubacids id6, ciprofloxacin-
koncentracio), de az ehhez a gyanunk szerint
kivalasztott torzs (G1/126. ciprofloxacinrezisz-
tens E. coli izolatum) nem volt megfelel$ (lasd
késbbb). Screeneld vizsgalatunkhoz a megfeleld
paraméter értékeket szakirodalmi forrasbol
[125] nyertiik. Ennél a vizsgalati tipusnal je-
lenlegi tudasunk szerint nem 4all rendelkezés-
re specifikus inhibitor molekula, mellyel az
AAC(6’)-Ib-cr enzim aktivitasa specifikusan ga-
tolhaté volna. A screeneld vizsgalat eredmé-
nyeit a 16. tablazat mutatja szemléletesen, az
egyes mérési spektrumok a 16. Fiiggelékben
tekinthet6k meg.

Két torzs esetében talaltuk meg a keresett en-
zimaktivitast, mindkét torzs E. coli és ESBL-
termeld is. A G1/28 vizelet-, a G1/57 hiively-
mintabdl keriilt izolalasra laboratériumunkban
2018-ban. Ezek kiemelt spektrumait a 62. abran
kiilon is bemutatjuk.
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62. dbra. Ciprofloxacin AAC(6’)-Ib-cr = G1/49 El coli ATCC 25922 LRl b
enzimmel torténd acetlildcidja és .
kimutatdsa MALDI-TOF MS mddszerrel | _
1. ATCC 25922 E, coli, negativ kontroll . == STy —
- acetiltranszferdz enzim negativ G1/7E. cpli
2. G1/7 E. coli (EBSL + fluorokinolon-
rezisztens) — acetiltranszferdz enzim ‘
negativ | G1/28E: coli
3. G1/28E. coli (EBSL + fluorokinolon- >
rezisztens) — acetiltranszferdz enzim - i -
POZITIV . p e
4. G1/57 E. coli (EBSL + fluorokinolon- w G1/37E col x
rezisztens) — acetiltranszferdz enzim .
POZITIV ' = .

16. tdbldzat. Ciprofloxacinrezisztens
és negativ kontroll torzsek screenelése
ciprofloxacint modosito enzimaktivitdsra

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
Gl/44 Pseudomonas monteilii | MDR, fluorokinolon-R
Gl/46 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R
G1/57 Escherichia coli ESBL + fluorokinolon-R
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
Gl/126 Escherichia coli fluorokinolon-R
G1l/110 Klebsiella pneumoniae | ESBL
G1/84 Escherichia coli karbapenem-R
G1/32 H. parainfluenzae BLPAR + fluorokinolon-R
Gl/62 H. parainfluenzae BLNAR + fluorokinolon-R
G1l/101 H. parainfluenzae BLPACR + fluorokinolon-R
6231/2018 | Enterococcus faecalis | norfloxacin-R

IIK II. EVFOLYAM 1. KULONSZAM, 2023, 10-166.

TANULMANY




DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlod, Széll Andras

A 16. tdblazatban szerepld negativ torzsek ese-
tén a harom nativ peak mindig jelen volt (z6ld
szinli kiemelés), a 332 Da-os forma jelentds
intenzitasfélénye ellenére a masik két ionos
forma is detektdlhaté volt minden esetben.
A 379 m/z értékili matrix dimer intenzitasat is
elnyomtaa 332 m/z peak.

Pozitiv esetben egyértelmi és erds intenzitasu
jelekként megjelentek az acetilalt formakhoz
tartozd peakek is, a nativ formak eltlinése nem
volt észlelhetd egyik esetben sem. A két pozitiv-
nak talalt izolatum koziil a G1/28 E. coli-nal a
370 m/z jel nativ [M+K]+ format csak nagyon
gyenge intenzitasu jelként sikeriilt a mérésben
kimutatni, ennek megfeleléen az ebbdl keletke-
z6 412 m/z értékd acetilalt forma [M+Ac+K]+
mar nem is volt mérhetd. Ettdl eltekintve a mé-
rési eredmények egyértelmiien és vilagosan
mutatjadk a két pozitiv mintanal a keresett
AAC(6")-Ib-cr enzim specifikus transzacetilaz-
aktivitasat a ciprofloxacin egyes nativ formain
(62. dbra). A 379 m/z értékd matrix dimer
peakje a 332 m/z értéki peak nagy intenzitasa
miatt pozitiv mintadk esetében sem volt zavard
egy esetben sem.

Optimalizalt vizsgalataink a kdvetkez8 paramé-
terekkel torténnek: inkubaciés hdémérséklet:
36°C, inkubacids id6 optimum: 60 perc, cipro-
floxacinkoncentracio: 0,5 mg/ml.

A ciprofloxacinrezisztencia acetiltranszferaz
altal kialakitott tipusanak kimutatasa vizsgala-
taink alapjan kivaléan miikodik az alkalmazott
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA modszeriinkkel.
A vizsgalatba bevalogatott 11 ciprofloxacinre-
zisztens Enterobacteriaceae torzs (+1 Pseudo-
monas) koziil 2 E. coli izolatumot talaltunk, me-
lyek ezt a rezisztenciatipust hordozzak. Ezen a
nem reprezentativ mintan ez az arany ~16%,
ami elég magasnak mondhatd annak ismereté-
ben, hogy maga a rezisztenciamechanizmus is

még csak 16 évvel ezel6tt kertilt el§szor leiras-
ra, rdadasul Délkelet-Azsiaban!...

Az AAC(6')-Ib-cr acetiltranszferaz pozitivitds
definidldsdhoz elegendéd feltételként elfogadtuk
a specifikus reakcidéban létrejové acetilalodott
termékek jelenlétét, emellett megdllapithatjuk,
hogy a nativ termékek intenzitdsa a létrejévé
termékekhez képest nem kell, hogy csékkenést
mutasson ebben az esetben. A negativitds defi-
nidldsdhoz elegendé feltétel, ha a hagyomanyos
ciprofloxacinrezisztencia megallapitas ellenére
nem jonnek létre reakciéelegyeinkben a specifi-
kus enzim altal generdlt termékek, a nativ anti-
biotikummolekulak viszont ugyanugy jelen van-
nak a spektrumokban.

Ennek a tipusu ciprofloxacinrezisztencianak a
kimutatasa és gyorsdiagnosztikus jelentdsége
természetesen fontos, de az egyelére elterjed-
tebb ,hagyomanyos” fluorokinolonrezisztenciak
magasabb aranya miatt nem lehet szilirévizsga-
lat jellegli. A hagyomanyos mikrobioldgiai fluo-
rokinolonrezisztencia-kimutatds mellett, vagy
mivel elég ritkan fordul elé kétes vagy bizonyta-
lan eredmény ezeknél a teszteknél ciprofloxa-
cin 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-antibioti-
kumkorongokat is hasznalunk, ezekre ugyanis a
mar emlitett okok miatt az AAC(6’)-Ib-cr enzi-
met hordozé ciprofloxacinrezisztens baktériu-
mok érzékenyek (ez persze csak akkor van igy,
ha csak egyféle fluorokinolonrezisztencia van
jelen az adott tdérzsben).

Mindezek alapjan a ciprofloxacin alapu MALDI-
TOF MS tesztet kivalonak és egyértelmtien ér-
telmezhetének értékeltiik, gyorsdiagnosztikai
szerepe kimagaslo, de az igy kimutathatd re-
zisztenciatipus alacsonyabb el6fordulasa miatt
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nem lehet szilirévizsgalat-szerd az eljaras, mert
a hagyomanyosabb fluorokinolonrezisztenciak
elterjedése egyeldre szélesebb kort és fenotipu-
sos detektalasuk korongdiffiiziéval sokkal egy-
szerubb és célravezetsbb is.

8.8. MALDI-TOF MS vizsgalatok vancomycin-
rezisztens (VRE) és érzékeny Enterococcus
faecalis torzsekkel

Az Entrococcusok az allati (és emberi) floranak
hasznos és alapvet8en nagyszamu tagjai, me-
lyek azonban igen gyakori kérokozdk is lehet-
nek elsésorban antibiotikumterapia soran vagy
utan kialakulé6 masodlagos infekciékban. Ezek
az infekcidok az egyszertibb hugyuti fertézések-
tél a sulyos szepszisekig nagyon sokféle kérké-
pet jelenthetnek, melyekben tehat az opportu-
nista patogén Enterococcusok agensként szere-
pelnek. Stlyos esetekben, példaul szepszisben,
az ellentik felmeriil§ elsédleges és gyors te-
rapias lehet6ség a glikopeptidek alkalmazasa
(vancomycin, teicoplanin). Glikopeptidrezisz-
tens torzsek el6szor az USA-ban jelentek meg az
1980-as években (lasd 6. abra), ahol azutan
nagyon gyakoriva is valtak (20-30%), nalunk
még csak sporadikusan fordultak elé tobb eset-
ben [88].

A szerzett glikopeptidrezisztencidt hordozo
Enterococcus torzsek nagyon komoly veszélyt
jelentenek, mert az ellentik felvonultathaté te-
rapias lehetségek szama rendkiviil kicsi is le-
het, ezért minél gyorsabb Kkimutatasuk na-
gyon fontos laboratériumi feladat. MALDI-TOF
tOmegspektrometria segitségével sikertilt mar
olyan peakeket azonositani vancomycinrezisz-
tens Enterococcus (VRE) izolatumokban, melyek
megbizhatd és egyedi markerei ennek a tipusu
rezisztencidnak a hordozasaban [109]. Ebben a
vizsgalatban tehat nem valamilyen antibiotikum
+ baktérium reakcidelegyében talalhaté marker

peakek megjelenését, illetve eltlinését keressiik,
hanem maganak az izolatumnak a ,hagyoma-
nyos értelemben vett” MALDI-TOF MS identifi-
kaciéja sordn haszndlt mérési metddust hasz-
naljuk. Az emlitett irodalmi hivatkozas E. fae-
cium torzseket vizsgdlt, mi vizsgalatainkban
vancomycinrezisztens és érzékeny E. faecalis
torzsek spektrumait vetettiik ala a mddszernek,
és igyekeztiink aprélékosan utadnakeresni, hogy
léteznek-e olyan kiilénbségek a két csoport ko-
zott (VRE és non-VRE Enterococcus faecalis izo-
latumai kozott), melyek relevans markerek le-
hetnek a differencidlasukban. A kisérletek célja
itt az, hogy a MALDI-TOF MS identifikaciés
vizsgalatra kiildott sejtes mintakban az identifi-
kacié soran felvett fehérjeprofil spektrumbol
meg tudjuk esetleg allapitani, hogy vancomycin-
rezisztens vagy vancomycinérzékeny izolatum-
mal van-e éppen dolgunk. Ennek szerepe a fen-
tebb leirtak alapjan nyilvanval6an nagyon nagy,
mert a gyors és nagyon preciz MALDI-TOF
identifikacioval egyidében lenne lehetséges in-
terpretalni a glikopeptidrezisztenciat az adott
torzsnél, ez pedig alapvetéen megvaltoztathatja
a terapiat a klinikum oldalan.

Az izolalt telepbd]l megmintazott baktériumsej-
tek MALDI-TOF MS plate-re valé fogpiszkalds
felvitele és szaradasa utan egyszeri hangyasa-
vas feltarast alkalmaztunk, a hangyasav besza-
radasa utan koévetkezett a matrix (a-CHCA) fel-
vitele, majd ennek beszaradasa utan a mérés
maga. Az eredményeket tartalmazdé ,raw” fajlo-
kat itt is a MALDI Biotyper® flexAnalysis szoft-
verrel értékeltiik. A kisérlet soran nem a mar
megszokott , List view” analizis médot hasznal-
tuk a szoftverben, hanem az ,Overlaid view”
nagy felbontasu mddot, itt ugyanis nagy men--
nyiségli peak egyidejli attekintése sziikséges
egy nagyon széles mérési tartomanyon beliil.
Ez a mérési intervallum ~2000 és ~15000 m/z
értékek kozott taldlhatd, és minden, az egyes
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baktériumfajok beazonositasahoz sziikséges ko-
riilbeliil 80-120 kisebb-nagyobb peak [151], va-
lamint ezeken kiviil megtalalhaték benne még
az identifikalashoz nem elégséges, nem sziiksé-
ges, de jelen 1év6 egyéb fehérje eredetii peakek
is. Es ami itt most szamunkra a legfontosabb:
esetleg megtalalhaték ezekben a spektrumok-
ban azok a marker peakek is, melyek révén van-
comycinrezisztenciara kovetkeztethetiink En-
terococcus-izolatumaink esetében.

|

il

63. dbra. Nyers (fent) és, Baseline subtrac-
ted” (lent) spektrumok E. faecalis
torzsekrol ,Overlaid” analizis médban
MALDI Biotyper® flexAnalysis szoftverben

A vizsgalatokat természetesen az egyes izolatu-
mok nagyon megbizhat6 identifikalasaval kel-
lett kezdeniink, hogy biztos egy fajhoz (E. faeca-
lis) tartoz6 torzseket vizsgaljunk. Ennek soran
az alabbi izolatumok és referenciatorzsek kertil-
tek felhasznalasra, a nyilak utan jelzett név a
Biotyper altal adott fajnév, a score érték pedig
az identifikacié mindségét hitelesiti:

» ATCC 29212 E. faecalis — E. faecalis
(Biotyper score: 2,453)

" G1/4285/2018E. faecalis — E. faecalis
(Biotyper score: 2,493)

» G1/5458/2018E. faecalis — E. faecalis
(Biotyper score: 2,519)

» G1/6QC32/2017 E. faecalis — E. faecalis
(Biotyper score: 2,278)

Ezek alapjan a felhasznalt tdrzsek biztosan
E. faecalis torzsek, Osszehasonlitasuk tehat
spektrumaik alapjan megkezd&dhetett. A dupli-
katumokban elvégzett identifikdld mérések
spektrumainak &sszehasonlitasat végeztik el
tehat a szoftverben, egyel6re manudlisan, azaz
az overlaid médban végigbongészve az esetle-
ges eltéréseket és azonossagokat Az eredmé-
nyek alapjan ezek az eltérések tobbfélék is vol-
tak: voltak egyedi eltérések, amelyeknél csak az
egyik csoport (VRE vagy non-VRE) képvisel-
tette magat, és voltak mindketténél jelen 1év§
peakek, melyek viszont az egyik csoport mind-
egyik tagjaban és mindegyik mérésében jelen-
tésen Kkiilonbdz6 intenzitdssal jelentkeztek a
masik csoporthoz képest. Mindezek alapjan az
alabbi eredmények sziilettek (m/z):
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2032 2385 | 3382 6936
2053 2401 6765 7360
2070 2746 6896
2364 2829 6936

7059 ~8565

17. tabldzat. VRE és non-VREE. faecalis
torzsek lehetséges differencidlé marker
peakjei vizsgdlataink szerint (17, Fiiggelék)

64, dbra. VRE (piros) és non-VRE (kék)
torzsek overlaid ésszehasonlitdsa:
egyedi VRE peakek

A 17. tablazatban feltlintetett eredményekbdl
lathatd, hogy valéban léteznek olyan marker
peakek, melyek csak az adott csoportra jellemzé
egyedi tulajdonsagok, de léteznek olyan mar-
kerek is, melyek csak intenzitasi kiilénbséget
(intenzitasukban nagyobbak) mutatnak a masik
csoporttal szemben. Az egyes spektrumokat a
17. Fliggelék tartalmazza részletesen, az egyedi
VRE peakek koziil a legszemléletesebbek itt,
a 64. abran is lathatok.

A hivatkozott irodalmi forras [109] eredményei
kozott szerepel egy vanA és vanB elkiilonitését
célzo kisérlet is, melyben a 64. abrankon lathatd
régiéhoz nagyon kozeli tartomanyt vizsgaltak,
és amelyben a kapott spektralis eredmények
erds hasonlésagot is mutatnak a mi spektruma-
inkkal. Ez természetesen csak szubjektiv észre-
vétel és messzemend kovetkeztetések nem
vonhaték le belble, de a spektrumlefutasok ha-
sonlésaga nyilvanvalé (1asd 65. abra). A peakek
szamszerd m/z eredményeinek eltérése (kis-
mértékii ,elcsuszasa”) azzal is magyarazhatd
lehet, hogy a nagyon szélesen vizsgalt spektralis
tartomanyok kalibraldsa nem volt tokéletesen
egyezd a két esetben.

Intens.
[au]

x104 A

125 1

8704 094
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coccus faecalis ilyen iranyu
vizsgalatdbol VRE és non-
VRE differenciald
nyek még sosem sziilettek.
Terveink kozott szerepel ter-
mészetesen tébb VRE E. fae-
calis ugyanilyen vizsgalata is,

eredmé-

de egyel6re (és szerencsére)
még csak nagyon ritkan el-
fordulo baktériumtipusrél
van sz6 hazankban. Tobb VRE
E. faecalis tdorzs parhuzamos
vizsgalataval kiszlirheték len-
nének az itt csak véletlensze-

rien detektalt klén-specifikus
peakek és a valéban a VRE-

20

kre jellemz6 marker peakek.

A Kkisérletek soran sikertlt
olyan VRE E. faecalis specifi-
kus marker peakeket felfe-
deznilink, melyek a vizsgélt
non-VRE E. faecalis tdrzsek
egyikében sem volt detektal-
haté. Ezek az egyedi VRE-
specifikus peakek,
melyek megbizhaté és egy-

marker

értelmi intenzitassal voltak
jelen, a: 3382, 6765, 6896,
6936, ~8565 m/z markerek.

65, dbra. Hasonlo spektrdlis tartomdnyok
(~6500-7000 m/z) hasonlo spektrdlis
tartalommal. [109]: (VRE E. faecium)

és sajdt eredmények (VRE E. faecalis)
szubjektiv hasonlésdga egy kritikus
VRE-specifikus régioban

A hivatkozott irodalmi forras [109] eredményei
nyilvanvaldan azért sem egyeznek szamszertien
a mi eredményeinkkel, mert ott egy masik fajt,
az Enterococcus faeciumot vizsgaltak, Entero-

) = A ~8565 m/z peak pontos
értéke blzonytalan 8561 és 8565 m/z kozott,
ugyanis a duplikatum egyes tagjai itt egymastol
is kismértékii eltérést mutattak. A tobbi kiemelt
peak elhelyezkedése az m/z skalan egyértel-
miien meghatarozhaté volt és egyértelmi in-
tenzitassal jelentkezett.

Legtdbbszor bizonytalanabbul, de non-VRE-vel
szemben egyértelmi intenzitasbeli folénnyel
felttind VRE E. faecalis specifikus peakek voltak
a 6936 és 7360 m/z. Ebben a két esetben latha-
téan nagyobb intenzitassal van jelen az dsszes
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non-VRE izolatumhoz képest a VRE torzs, de
a peak amazokban is kimutathat6é alacsonyabb
intenzitassal. 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. faecalis esetében sosem voltak detektalhatok.

Vizsgalataink ezen a terlileten még csak kisérle-
ti jellegliek, de az eredmények igéretesnek tiin-
nek. A kisérleti mérések kiemelt spektrumai a
17. Fliggelékben lathatoak.

Mindezekbdl a késébbiekben §sszefoglalva egy
olyan szoftveres analizis kivitelezését tervez-
zik, mely az egyes peakek jelenlétét vagy hia-
nyat a megfelel§ elgjellel pontozza, és az igy
0sszedllo score-értékkel jellemzi egy adott izo-
latum VRE-valdszintiségét MALDI-TOF MS
spektrum analizis alapjan.

A vancomycinrezisztencia hagyomanyos labora-
tériumi kimutatasa iddigényes folyamat. Ha
nem specifikus vancomycin tartalmu szelektiv
taptalajon tenyésztik parhuzamosan az izolatu-
mokat (és a legtdbb laboratériumban ilyen tap-
talaj nem elérhetd), akkor az elfogadott meto-
dus alapjan az izolalas utan 24-48 odra elteltével
igazolhato a glikopeptidrezisztencia vagy csok-
kent érzékenység. Az elsd 24 éra alatt, amikor a
klinikusnak még csak a kitenyészett fajrol van
tudomasa, a first line terapias protokoll szerint
vancomycint kell alkalmaznia. Vancomycinre-
zisztencia gyanu esetén természetesen azonnal
vancomycin Etest inditasa is sziikséges, aminek
eremdénye szintén még plusz 16-24 éra inku-
bacié utan sziilethet csak meg. MALDI-TOF MS
modszerrel, ha igazolast nyer, hogy ezzel a
modszerrel valéban lehetséges volna a VRE -
non-VRE differencialds, akkor mindez lecsok-
kenthetd lenne néhany munkadranyira, melyrél
példaul sulyos fertdzések esetén nem tulzas azt
kijelenteni, hogy valéban életmentd lehetne.

9. Tapasztalatok, kisérletek értékelése
9.1. Altaldnos tapasztalatok a kisérletes
munkaban
Kisérletes munkank soran sok olyan gyakorlati
ismeretet is szereztiink, mely részletek nélkiil
valésziniileg nem is tudtuk volna megvaldsitani
és folyamatos mingségben produkalni a kisér-
leteket. Tapasztalataink emellett hasznosak és
mindenképpen elénydsek is lehetnek késébbi
munkak soran is hasonlé témakban. Ezek a ki-
sebb részletek tapasztalataink szerint valéjaban
nagyban segithetik a munka egyes fazisainak
gordiilékenységét és precizitasat, nagyban befo-
lyasoljdk a munka végeredményének mindsé-
gét. Kicsi, de fontos részletek, melyek nélkiil
nem allithatd 6ssze valoban megfelelGen a teljes
kép.

e A MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgalatokat
antibiotikumoldatokban végezziik el. Ezek az
antibiotikumoldatok vizes oldatok. Célunk is
volt, hogy minél egyszertibben kivitelezhetd
folyamatokkal dolgozzunk, minél egyszertibb
oldatokat allitsunk Ossze, hogy megtudjuk,
hogy valéban Kkivitelezhetéek-e ezek a vizs-
galatok az egyébként csak rutin mikrobiold-
giai tevékenységet folytatd laboratériumok-
ban is, ezért hasznaltunk vizes oldatokat.
Lathatd volt a kisérletes leiré folyamatoknal,
hogy tobb antibiotikumnal vizes oldatokban
spontdn bomlasi folyamatok is elindulhat-
nak, mely folyamatok az id§ elérehaladtaval
nyilvan egyre teljesebbé valnak, azaz ezek-
nek a spontan bomlasra hajlamos antibioti-
kumoknak az oldatai mindségiikben fokoza-
tosan romlanak. Természetesen mindezt a
tarolasi h6mérséklet is nagyban befolyasolja,
szobahdn egyik ilyen oldatot sem szabad ta-
rolni, +4°C néhany éraig, —-20°C-on fagyaszt-
va pedig maximum néhany hétig lehetséges
a minéség megdrzése, ezért minden esetben
torekedni kell a minél frissebb antibiotikum-
oldatok hasznalatara. Tapasztalataink sze-
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rint ez a leromlasi folyamat jelentsen csok-
kenthetd, azaz a tarolasi id6 ezeknél sokkal
jobban megnyujthatd -70°C-os mélyfagyasz-
tott tarolassal. Irodalmi utaldsok szerint
[127] -80°C-on egy hdénapig tarolhatéak
ilyen célra az antibiotikumoldatok. A mi ta-
pasztalataink szerint (csak cefotaxim eseté-
ben vannak errél adataink) ez 2-3 hénap is
lehetett a mi -70°C-os tarolonkban.

Ugyanugy, ahogy a hagyomanyos érzékeny-
ségvizsgalatokhoz, a MALDI-TOF MS-sel vég-
zett érzékenységvizsgalatokhoz is friss bak-
térium tenyészetek szilikségesek (-70°C-rdl
felvett 24 6ras tenyészetek vagy izolatumok
primokulturabdl). A MALDI-TOF MS identi-
fikacids vizsgalatok mindsége is egyre romlik
az egyre id6sebb tenyészetekbdl, ugyanigy
a nem friss baktériumtelepek hasznalata
ehhez a miszeres érzékenységvizsgalathoz
szintén rontja az eredmények mindségét.

A MALDI-TOF MS-sel végzett érzékenység-
vizsgalatokat nagyon Kkis reakciétérfogatok-
ban végezziik el. Altaldban 20 pl térfogato-
kat hasznaltunk, optimalizalasi folyamataink
alapjan is ezt talaltuk a legmegfelelébbnek.
Ezt a 20 pl-t kell lecentrifugdlnunk és a sejtes
iiledék foliil lepipettazni a teljesen viztiszta
feltiluszébdl 2 pl-t. Ez a miivelet gyakorlattal
nem nehéz, de ugy is el6fordul, hogy a minta
ritkan felkavarodik, és akkor centrifugalhat-
juk djra a reakciéelegyet. Ezek miatt, tapasz-
talataink szerint a gdmbdlyii alju Eppendorf-
csovek alkalmasabbak ezekhez a kisérletek-
hez, mert a hegyes-kupos aljuaknal a sejtek
a csé kuposan kialakitott végébe centrifuga-
lodnak, e folott talalhatd a feliiluszd, ahon-
nan a mintat kellene levenniink ugy, hogy a
pipettaheggyel meg sem kozelitjiik a sejtes
iiledéket (bar ilyenkor a folyadékoszlop ma-
gassaga is nagyobb valamivel). Gombdlyt al-

ju Eppendorf-csévek esetén a centrifuga dé-
1ési szoge miatt a sejtekbdl all6 liledék nem a
csé legaljan lesz az tllepités utan, hanem kis-
sé oldalt attdl, igy a minta kivételénél a cso-
vet kissé megdodntve, sokkal kdnnyebb tény-
leg tiszta felliluszét pipettazni még ilyen
kicsi térfogatu oldatcseppbdl is. Raadasul
sokkal kevésbé kell 6vatosan pipettazni a
biztosan viztiszta feliiliuszot és emiatt a
munkafolyamat gyorsabb is lesz. A gyorsasag
pedig nagyon fontos kérdés, mert az enzim-
reakciok leallitasa ezekban a tipusu vizsgdla-
tokban a viz megvonasa, vagyis a kiszaradas
a plate-en. Ha lassuak vagyunk a sok minta-
val, akkor az utols6knal mar komolyabb
idékkel névekedhet meg a reakciéidé.

A reakcidelegyek &sszeallitdsa és a reakciok
inditasa preciz és koriilményes munkafo-
lyamat. A bevitt makszemnyi inokulum
mennyisége nem ,gépesithetd”, ez a folyamat
manualisan steril mlianyag fogpiszkalék se-
gitségével torténik. A hegyes fogpiszkaldk
haszndlata azért el6nyds, mert ezekkel le le-
het venni a tapralajrél nagyon kis méret( te-
lepeket is, és mert ezekkel tényleg csak azt
a telepet tudjuk levenni, amelyet szeretnénk.
Mikrobiolégiai fém vagy muanyag oltdka-
csok erre a célra nem alkalmasak, mert mé-
retiik tul nagy, veliik a telepek levétele nem
teljesen preciz, a sokszorosan égetéssel ste-
rilizalt fém kacsok analitikai tisztasaga pedig
erésen megkérdbjelezhetd. A fogpiszkaldk
haszndlata azért elényds, mert az altalunk
hasznalt tipus (lasd Eszkozok és anyagok,
2. Fliggelék) vége hajlitott, mely nagyban se-
giti a preciz telepfelvételt a taptalajrol és biz-
tosan nem visziink be a reakcidelegytlinkbe
semennyi taptalajanyagot sem. A fogpiszkald
mianyag mivolta azért fontos, mert reakcié-
elegyeink nagyon kis térfogatuak (20 pl) és
fa fogpiszkalok hasznalata esetén ebbdl elég
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sokat felszivnak a fogpiszkalék a minta ho-
mogenizalasakor, ami nyilvan kertilendd do-
log. Rdadasul a fa fogpiszkaldk analitikai tisz-
tasaga szintén megkérddjelezhetd, nem is-
mert, hogy milyen bevonatok, pacanyagok,
tartdsitéanyagok taldlhatdk benniik vagy fe-
liiletiikbn. A homogenizalas folyamata jol
megoldhaté volt a mlianyag fogpiszkaldk se-
gitségével is, de mindig tligyelni kell arra is,
hogy a szuszpenziot ne kenjiik szét az ehhez
képest nagy térfogati Eppendorf-csében,
mert reakcioelegyként egy egységes térfoga-
tot kellene vizsgalnunk. Vortexelni szintén
nem ajanlott ugyanezen okok miatt.

A MALDI-TOF MS plate-re reakcidelegyeink
feltiluszéibdl 2-2 pl-t visziink fel spotonként.
Megprébaltuk tovabb javitani a mérési ha-
tékonysagot azzal, hogy esetleg nagyobb
mennyiségeket visziink fel a spotokra az
egyes mintadkbdl, de ilyen esetekben a be-
szempontunkbdl karos, ugyanis esetiinkben
a beszaradas, azaz a viz elvonasa allija le
a biokémiai folyamatokat a mintdkban, az
eredmények tekintetében pedig nem tapasz-
taltunk javulast nagyobb térfogatok felvitele
esetén sem. Azt a valtozatot is teszteltik,
hogy egymas utan tobbszor vittiink fel 2-2
ul-t egy spotra (azaz az els6 2 pl gyors besza-
radasa utan egy ujabb 2 pl-t), de ez sem oko-
zott semmilyen irdnyu valtozast a spektru-
mok mindségében.

A felvitt 2 pl-es analitok beszaradasa kortiil-
beliil 10-15 perc. E révid id6 soran a plate-
eket kikapcsolt sterilfiilke alatt taroltuk, a
fiilke 1égaramat nem hasznaltuk. A légaram
hasznalata nem gyorsitotta meg jelentésen
a beszaradasi folyamatot (és a manualis ,le-
gyezgetés” sem), raadasul tobbszor tapasz-
taltuk, hogy ilyenkor az egyes cseppek nem

kor alakban szaradnak be, hanem a légaram-
nak megfeleléen eltorzulva kristalyosodnak
ki, ami a miszeres vizsgalatnal jelentdsen
meg is nehezitheti a méréseket, mert az ioni-
zaciés lézer a spotok kozepére iranyul, és
ilyenkor manualisan kell a 1ézer céljat korri-
galni. A plate-ek tenyéren vagy inkubatorban
valé gyorsitott szaritasa sem ajanlott, mert
enzimreakcioink erre is érzékenyek, az ered-
mények médosulhatnak.

Szintén tligyeltiink arra is, hogy se a sterilfiil-
ke sajat vilagitasa, sem pedig egyéb fény ne
érje tilzottan a szarado spotokat vagy az in-
kubaléddé Eppendorf-csdveket. Kozvetlen
fénysugarzastdl mindig védtiik mintainkat,
de ezt teljes mértékben nem tudtuk kontrol-
lalni.

Az elkészitett, reakcidelegyeink feliiluszoi-
nak beszaritott mintait tartalmazé kész pla-
te-ek a MALDI-TOF mérésre készen allnak. A
MALDI-TOF MS viszont el6fordulhat, hogy
nem all készen azonnal, mert éppen valami-
lyen mas jellegli munkafolyamat zajlik rajta.
llyenkor a plate-et tapasztalataink szerint
ebben az allapotaban eltarolhatjuk +4°C-on
szaraz helyen néhany éraig egészen biztosan
(a plate kiilén erre kialakitott miianyag taro-
lédobozaban és mindez még egy zarhatd
mianyagzacskoban is), amig a tdmegspekt-
rométeren befejezik az egyéb tevékenysége-
ket és kovetkezhet a ,mi plate-iink” a mérés-
hez. Ugy tapasztaltuk, hogy ez a rovid ideji
tarolas egyaltalan nincs befolyassal a kapott
eredményekre. Hosszabb idejli tarolas sziik-
ségessége esetén -20°C-on lefagyasztjuk a
plate-et (szintén zart dobozban és zart zacs-
koéban), majd mérés elétt szobahdre enged-
juik sterilfiilke 1égarama alatt, igy elkeriilhet-
juk a para kicsapédasat a fémlemezen és
ezzel a mintak egybemosédasat. Eles hely-
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zetben, azaz fontos izolatumok érzékenység-
vizsgalatakor természetesen el§zetes értesi-
tés és egyeztetés révén a MALDI-TOF MS
mérést azonnal meg tudjuk oldani, kisérletes
folyamatokban megengedett csak az esetle-
ges egy-két oras tarolasa anyagainknak.

A MALDI-TOF MS identifikacios folyamatok-
nal alapvet6en ajanlott mindig duplikatumo-
kat alkalmazni, mert a mérések eredményei
kisebb-nagyobb szdérassal adjak csak a meg-
felel6 ereményeket. Tapasztalataink szerint
ezekre a duplikatumokra éles mintak érzé-
kenységvizsgalatinak miszeres mérésekor
is mindenképpen sziikség van, de a kisérle-
tes munkaban mindez nem feltétleniil sziik-
séges, mert a mérési eremények nagyon jo
hatasfokkal késziilnek, ritkan tapasztaltunk
csak ,lires” vagy ,tul zavaros” spektrumokat.
Ez természetesen annak is betudhato, hogy a
mérést végzs kollégak kivaldan uralni tudjak
a mérések folyamatos mindségének fenntar-
tasat, probléma esetén manudlis pluszmé-
résekkel azonnal korrigaljak a miiszeres hi-
bakat.

Az érzékenységvizsgalati mddszer soran
nagyon sok olyan apré tényezd lehetséges,
mely befolyasolja a spektrumok mindségét.
Ezért nagyon fontos az, hogy a tesztekhez
mindig hasznaljuk azokat a kontrollokat, me-
lyek az eredmények mindségének folyama-
tos fenntartasaban segitik a munkankat:

* Fontos a vak ddH;0 kontrollok hasznala-
ta, mert ebbdl lathatjuk az esetleges kon-
taminans anyagok peakjeinek helyzetét és
intenzitasat (mely vizb6l oldatainkat is
készitjliik), azaz ezeket a peakeket kell

negligdlni az értékelés soran minden

esetben. A kontaminans peakek jelenléte
sajnos tapasztalataink szerint elkertilhe-

tetlen, de intenzitasuk altalaban alacsony,
elhelyezkedésiik néhany esetben viszont
kritikus lehet, ha egybeesnek valamely
keresett marker peakilinkkel. Ilyenkor
természetesen Uj olddszert (ddH.0) kell
talalnunk (minden oldatunkhoz!), mely
nem tartalmazza ezeket a kis intenzitasu,
de zavardé kontaminansokat. Ugyanez a
szabaly érvényes a matrix oldatokra is.

(Kisérletsorozatunk soran nem sike-
riillt olyan ,minden-mentes” ddH,O-t ta-
lalnunk egyik nagy forgalmazotol sem,
mely teljesen kontaminansmentes lett
volna. Altalaban PCR-tisztasagl vizeket,
elucids oldatokat hasznaltunk, melyek er-
re vonatkoz6 mindsége éppen olyan volt,
mint a,gyari” ddH,0-¢é.)

Minden esetben sziikség van a csak tiszta
antibiotikumot tartalmazé negativ kont-
roll haszndlatara, mert ezzel kontrollal-
juk, hogy melyek azok a nativ peakek, me-
lyeket modosittatni szeretnénk izolatu-
maink enzimeivel. Illetve fontos annak is
a kontrollalasa, hogy még alkalmas-e az
antibiotikumunk a vizsgalatokra (nincs-e
benne spontdn bomlas, ha alapvetéen 1é-
tezik spontan bomlasa, akkor az nem tul-
zott mértéki-e, stb.).

Ugyanezen okok miatt sziikséges egy
olyan negativ antibiotikumkontroll is,
melyet az ,éles mintakkal” egyezd kortil-
mények kozott és azonos ideig inkuba-
lunk, hogy megfigyelhessiik, hogy van-
nak-e abiotikusan lejatszod6 események
magaban a tiszta antibiotikumoldatban is
enzimtevékenység nélkiil.

Fontos baktériumkontrollok alkalmazasa
is, melyekrdl ismerjiik, hogy milyen reak-
ciot fognak produkalni az adott antibioti-
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kummal. Azaz kell hasznalnunk egy enzi-
matikusan negativ kontroll és egy pozitiv
kontroll torzset is. Ezekkel ellenérizhet-
jiik a reakciékoériilmények, a reakcid, a fel-
hasznalt antibiotikum, a felhasznalt tor-
zsek, a mérés, a kalibracié és még sok
egyéb aprd paramétert, mely a vizsgalat
mindségét végeredményben alapvetSen
meghatarozza.

» Ha egy izolatumot teszteliink valamely
enzimaktivitasra, akkor ennek az izola-
tumnak az antibiotikumtél mentes parhu-
zamosat is el kell késziteni és azt ugyan-
azon paraméterek mellett kell inkubalni,
mint a reakcidelegyeket, hogy megtudjuk,
hogy az adott izolatum nem termel-e va-
lami olyan, ebben a spektralis tartomany-
ban észlelhetd anyagot, mely zavarhatja
az antibiotikum moédositasi reakcioinak
értékelhetdségét.

= Nem utolsé sorban pedig nagyon fontos
az egyes mérések kalibralasa is, amikor is
kiilonbozd ismert m/z értékkel jelet ge-
neralé kalibrator anyagokat mériink le
minden mérés (azaz minden egyes plate)
esetén és csak ezutdn kezdhetjiik el le-
mérni a tesztelt analitokat. Emiatt (el6ze-
tes megallapodas alapjan) a felhasznalt
plate-jeink els6 harom-négy spotjat min-
dig szabadon kell hagyni, hogy ezen spo-
tokon a méréseink el6tt a kalibracio elvé-
gezhetd legyen. Ez azért fontos, mert a
preciz kalibracié alapvetSen meghataroz-
za az m/z tengely mentén elhelyezkedd
jelek pontos értékeit, azaz tulajdonkép-
pen a mért analitjaink mérési eredménye-
inek allandosagat biztositjuk ezzel.

» Ha mindezeket a kontroll vizsgalatokat
elvégezziik és megfelelének talaljuk, csak

akkor nevezhetjiik validnak eredménye-
inket ezekben a vizsgalatokban.

o A mérések értékelése soran megfigyelhetjiik,
hogy a kiilon méréseken, kiilon spektrumo-
kon nem mindig pontosan ugyanazzal az
m/z értékkel szerepelnek a mar ismert peak-
jeink. Ez a nagyon kis mértéki ,csuszkalas”
betudhaté az egyes kalibraciok kisebb elté-
réseinek, de ezen tul nagyon kis eltérések a
mérés természetébdl adéddan mindig els-
fordulnak. A mérés eredményeként harom
tizedesjegy pontossdggal latjuk az egyes
peakek értékeit, tapasztalataink szerint ko-
riilbeliil £0,3 m/z, maximum +0,5 m/z elté-
rés még elfogadhatd ezeknél az értékelések-
nél egy peak tdébbszords mérése soran.

9.2. A Kkisérletes munka kivitelezése, 1épései
Vizsgalataink gyakorlati kivitelezését egy alta-
lanos protokoll alapjan végeztiik el, ennek rész-
letesen kidolgozott, munkankhoz adaptalt és
altalunk végzett 1épései a kdvetkezsk:

1. A kisérletben vizsgalni kivant baktérium-
torzsek kivalasztasa

2. A Kkisérletben vizsgalni kivant antibiotiku-
mok kivalasztasa

3. A kisérlet elméleti megtervezése/megszer-
vezése

4. A tesztorganizmusok kioltasa/izolalasa

5. A vizsgéalni kivant antiobiotikum térzsolda-
tok elkészitése

6. A kisérletsor antibiotikumhigitasi sorainak
és egyéb oldatainak Osszedllitasa

7. A MALDI-TOF MS mérést végzd kollégak
értesitése

8. A MALDI-TOF MS miiszer gépbeallitasai-
nak elvégzése

9. A tesztorganizmusok ndvekedésének el-
lendrzése
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10. Az inkubacids koriilmények beallitasa, mu-
szerek miikodésének ellendrzése

11. Inokulumok bevitele az egyes reakcidele-
gyekbe

12. Avizsgalatsorozat elinditasa

13. Az inkubacids idék lejartakor a reakcidele-
gyek centrifugalasa

14. A sejtmentes feliiluszékbol az analitok fel-
vitele a plate-re

15. Afelpipettazott mintakat szaradni hagyjuk

16. Matrix felvitele és beszaradasa

17. Kalibracio

18. Analitok MALDI-TOF MS mérése

19. A mérési eredmények kiértékelése, jegyz6-
konyvezése

20. Az eredmények mérlegelése és interpreta-
cidja

9.3. Tapasztalatok és eredmények

a cefotaximmal végzett méréssorozatokbdl

A cefotaximmal végzett kisérleteink a talan leg-
latvanyosabb eredményt adé tesztjeink. Gram-
negativ bélbaktériumok (Enterobacteriaceae)
esetén a harmadik cefalosporin generaciéba
tartozd cefotaxim bontasara képes enzimeinek
detektalasa kivalé hatasfoku volt. Idealis ko-
rilmények koézott kortlbelil masfél éra alatt
megsziilethet egy ilyen tipusi eredmény egy
primokulturaban kitenyészett baktériumtelep-
bél, ha rendelkezésre és készen allnak anyagok
és eszkdzok a vizsgalat lefolytatdsahoz. Sajnos
azonban, mivel nem minden enzim dolgozik
segyforma gyorsan”, azaz hasonldéan nagy akti-
vitassal, és mivel a vizsgalat kezdetén elvileg
nem tudjuk, hogy milyen enzimet tartalmaz az
adott korokozo, ezért ennél hosszabb reakcio
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-

konysaggal tudunk sziirévizsgalatszerten, nagy
mennyiségli baktériumot vizsgalni cefotaxim-
mal végzett reakcidkban. Az optimalizalasi fo-
lyamatok egyértelmd értékeléséhez bevezet-
tiink egy olyan értékelést segitd score-rend-
szert, mellyel nagyon jé kozelitéssel tudtuk
nyomon kovetni a reakcidelegyeinkben torténd
valtozasokat kozvetve, azaz a megjelend enzi-
matikus termékek vagy éppen a megmaradd
nativ molekuldk mennyiségébdl, relativ intenzi-
taskiilonbségeibdl. A score-rendszerben a kere-
sett marker peakeknek nem a szamithaté inten-
zitdsanak vagy AUC értékének eredményeit
vettiik figyelembe, mert mindezeket nem talal-
tuk elegend6en konstans tényez&knek a mérési
parhuzamosok alapjan, hanem a peakek egyér-
telmiiségét, egész spektrogramhoz vald viszo-
nyat, rutin vizsgalatokban valé konnyu felis-
merhetdségét értékeltiik és rendeltiik hozza egy
egyszerd szamsorhoz:

» nincs peak: 0

* nagyon kis intenzitdssal, de van peak: 1
v egyértelmii peak: 2

v kimagaslé intenzitdsu peak: 3

Az optimalizalasi folyamatokat duplikalt méré-
sekkel végeztiik el a mérési bizonytalansagok
kikiiszobolése okan, az igy kapott score értékek
emiatt tovabb finomodtak. Emellett kimutattuk,
hogy az aproébb intenzitasvaltozasok az egyéb-
ként is alacsony intenzitasu peakeknél nem
feltétleniil fiiggnek csak a vizsgalt baktérium
tektalas mindségében torténd kisebb-nagyobb
valtozasoknak is betudhatdk, de azt is tapasztal-
tuk, hogy bizonyos termékek megjelenése és
intenzitasa nemcsak az optimalizaciotdl vagy a
koriilményektdl fiigg, hanem magatdl a vizsgalt
baktériumban termelé6dd enzim tipusatol is,
annak kiilonb6zé mértékd affintitasatol a Kkii-
16nb6z6 nativ formakhoz (lasd pl. 461 Da-os
hidrolizistermék cefotaxim esetén). Cefotaxim
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esetén a spontdn bomlas nagyon kis mértékii
volt hosszu ideji inkubaciok esetén is (414 Da-
os termék).

Az optimalizalasi folyamat soran megfeleld in-
kubaciés idének a 120 percet, megfeleld inku-
baciés himérsékletnek a 36+1°C-ot, optimalis
cefotaxim végkoncentraciénak pedig a 0,25
mg/ml értéket allapitottuk meg Ez utébbi a
szakirodalmi ajanlasnal kicsivel alacsonyabb
koncentracio, de tapasztalataink szerint az ér-
tékelhet6ség e koncentracion egyértelmiibb
volt. A reakciotérfogat tesztelését a cefotaxim
reakciok optimalizalé folyamataiban végeztiik
el, és mivel az eredmények teljesen egyértelmu-
ek voltak, ezt az itt megallapitott 20 pl-es vég-
térfogatot fogadtuk el mas reakcidelegyeink
standardjaként is.

A kidolgozott moédszerrel 2-3 munkadra utan
interpretalni tudjuk egy friss izolatumrdl cefo-
taxim enzimatikus modositasi reakcio és klavu-
lansavas inhibiciés parhuzamos vizsgalat segit-
ségével, hogy ESBL-termel6-e vagy sem. Ez az
interpretacio kortlbeliil 15 egyéb béta-laktam
antibiotikum azonnali rezisztensként valé in-
izolatumok ellen nem hasznalhaték sem az egy-
szeribb penicillinszarmazékok, sem a béta-
laktamaz-gatléval kombinalt aminopenicillinek
(pl. Augmentin), sem cefalosporinok, sem pedig
monobaktam antibiotikumok (pl. aztreonam).
A tesztr6l mindenképpen kijelenthetd, hogy
nagy hatasfoku és valdéban gyorsdiagnosztikai
vizsgalat.

Vizsgalataink sordn azt is tapasztaltuk, hogy
enzim és enzim kozott Kisebb-nagyobb kiu-
l6nbségek fedezhetdk fel termékeik alapjan is.
A hasonl6 miikodést és talan azonos enzimcsa-
ladba is tartoz6 egyes enzimtipusok affinitasa
és aktivitasa nyilvanvaléan kiilénb6z6 lehet
egyes szubsztratok irant, ezért a hidrolizis utan
kapott peakmintazatok is kismértéki eltérése-

ket mutathatnak. llyen esetekben az egyes en-
zimek megkiilonboztetésére ez a MALDI-TOF
MS metodika mar sajnos nem elegendé. A méd-
szer viszont alkalmas lehet arra, hogy a kiilén-
b6z6 peak-mintazatok &sszehasonlitasa alapjan
felvetédjon a gyanu, hogy az egyes vizsgalt bak-
tériumokban mds és mas enzim - pl. kiilénbdzé
ESBL-tipusok vannak jelen.

Eléfordulhatnak olyan ritka esetek, amikor a
hagyomanyos korongdiffizios és egyéb ered-
mények (kulcslyuk-torzulds, cefoxitin-E, cefe-
pim-R, ceftazidim-R, D68C) nem mutatjak egy-
értelmiien vagy egybehangzéan a jellegzetes
ESBL fenotipust, ettdl fiiggetleniil még mindig
fennallhat annak lehet§sége, hogy ESBL enzimet
termel az izoldltum, ilyenkor még egy tun. IRT,
azaz inhibitorrezisztens TEM tipusu ESBL en-
zim is lehet az ellentmondas megoldasa (Class A
2br). Ebben a ritka, de val6éjdban nem kizarhato
esetben még az inhibitorokkal kiegészitett
MALDI-TOF MS kisérletek sem vezethetnek itt
eredményre: a pozitivitas itt is lathatd lesz a
cefotaxim béta-laktamaz-aktivitasu enzim altali
médositadsan, de az inhibicids vizsgalat nem
fogja igazolni az ESBL-enzim jelenlétét.

Olyan eseteket is tapasztaltunk, ahol felmertilt a
gyanu, hogy egyszerre tobb enzimet is termel az
adott baktérium, ilyenkor a MALDI-TOF MS
néhany inhibitoros vizsgalata sem lehet elegen-
d6 minden informacié megszerzésére, azaz
ilyen esetekben nem biztos, hogy egyértelmii
eredményeket kapunk vizsgalatainkbél. Ezek
miatt azt kell megallapitanunk, hogy a médszer
teljes biztonsaggal ugy hasznalhat6, ha mellette
parhuzamosan a hagyomanyos metodikak labo-
ratériumi folyamatait is elinditjuk, és mindeze-
ket egylitt értékelve adunk végleges eredményt
a klinikum felé. A mddszert finomithatja, ha
sikeriilne olyan specifikus inhibitorokat talal-
nunk, melyek segitségével valéban képesek le-
hetnénk Kkiszlirni a tdbbszoérds enzimtermeld
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vagy ritkdbb enzimeket termeld torzseket is
MALDI-TOF MS vizsgalattal.

AmpC-termelés esetén példaul az irodalombol
ismert AmpC-inhibitor APBA nem valtotta be a
hozza flizétt reményeket, ismerten AmpC-ter-
meld torzsiinkrél nem tudtuk APBA inhibicids
parhuzamos vizsgalattal bizonyitani, hogy a ce-
fotaximrezisztenciajuk hatterében AmpC enzim
termelése all. Kézvetett bizonyitékokat talal-
tunk, de egyértelmiien nem volt eldonthetd ez a
kérdés a hasznalt modszerrel. Ennek oka valo-
szintileg az volt, hogy AmpC torzsiink indukal-
haté AmpC-termeld, azaz nem konstitutiv az
enzim termelése; imipenemmel végzett kisérle-
teink soran kaptunk kozvetett bizonyitékot
vizsgalt torzstink AmpC-termelésére.

A cefotaximmal kapcsolatos egyik legalaposab-
ban kidolgozott irodalmi forras [120] adatai-
val megegyez6en mi sem talaltuk meg mérése-
ink soran azt az enzimatikus bomlasterméket,
amelynek elméletileg a 456 Da molekulatdmegii
nativ protondlt [M+H]+ formanak a kozvetlen
hidrolizisébdl kellene szarmaznia: 456 + 18 =
474 Da. Valészindsitjiik, hogy a deacetilalédas
még a hidrolizis el6tt lejatszédik és alakul ki
a hidrolizalt, deacetildlédott, protonalt forma
(414 Da) [Mhidr-AC+H]+.

E tanulmany arrdl is ir, hogy a 396 Da-os ter-
mék teljes eltiinése figyelhetd meg minden alta-
luk vizsgalt cefotaximrezisztens baktérium ese-
tében (vagyis ez alapjan definialjak a cefota-
ximra is kiterjedd béta-laktamaz pozitivitast).
Ezt mi hatarozottan cafolni tudjuk: sok cefota-
ximrezisztens torzsnél taldltuk meg ezt a ter-
méket a hidrolizalt termék mellett is, példaul az
ismeretlen béta-laktamazt tartalmazé G1/54
Citrobacter koseri (9. dbra, 7. Fliggelék), vagy a
két ESBL-termeld Enterobacter cloacae izolatu-
munk (G1/46 és G1/57) (10. abra, 8. Fiiggelék)
esetén, de példaul a metallo-béta-laktamazt
termeld G1/84 E. coli (szintén 10. abra, 8. Fiig-

gelék) is tokéletesen rezisztens cefotaximra (is),
ettd] fliggetleniil a mérések soran megtalaltuk
a hidrolizalt termék és a nativ formak jeleit is
a baktérium reakcidelegyébdl. Az ESBL-pozitivi-
tas definialasdhoz nem sziikséges feltétel tehat
a 396 Da-os termék jelének teljes eltiinése az
ESBL-termel8 Enterobacter cloacae (G1/46, G1/
57) izolatumok kisérleteinek tanulsagai szerint,
és ez lathatdéan egyéb béta-laktamazokra is igaz
(lasd G1/84 karbapenemaza).

A cefotaximra kiterjedd béta-laktamaz pozitivi-
tas definidldsdhoz mi csak megengedd feltétel-
ként hasznaltuk a nativ formak jeleinek eltiiné-
sét a mintakbol, de tapasztalataink alapjan lehet
ez csak intenzitascsOkkenés is. Szlikséges felté-
telként definidltuk viszont valamely hidrolizalt
termék jelének megjelenését, de ez alol kivételt
képez a 461 Da-os termék, ha az csak dnmaga-
ban mérhetd mas hidrolizistermékek nélkiil.

Osszességében tehat kijelenthetjiik, hogy a cefo-
taxim és a klavulansav kiiloén és egylitt végzett
parhuzamos reakcidelegyeivel nagyon jo hatas-
fokkal detektalhaté ESBL enzimaktivitas, mely
alol azért talaltunk kivételeket, mert tobbszords
és tobbféle enzim hordozasa, vagy ismeretlen
béta-latamaz, vagy IRT ESBL esetén még ez a
médszer sem adhat megbizhatd eredményeket.
Az AmpC kimutatast ebben a kisérletsorozatban
sikertelennek nyilvanitottuk az APBA inhibito-
ros modszerrel, de késébb tudtuk bizonyitani az
enzim jelenlétét. Mint kideriilt, nem az a tipusu
AmpC van a baktériumban, mint amit eredetileg
kerestiink. Szerencsére az AmpC-hordozas joval
ritkabb a kdnnyen kimutathaté ESBL-hordozas-
nal. Mivel az ESBL-termel8 baktériumok aranya
messze meghaladja az inkabb ritkdbbnak sza-
mité AmpC-hordozast, ezért nagyon hasznos és
nagyon gyors diagnosztikai eszkozként tekin-
tiink a cefotaximmal és ESBL-inhibitorral vé-
gezhet6 MALDI-TOF MS MBT-ASTRA tesztekre.
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9.4, Tapasztalatok és eredmények

a ceftazidimmel végzett méréssorozatokbol
A ceftazidimmel végzett vizsgalatok eredményei
altalanossagban kifejezetten kidbranditéak let-
tek. Az optimalizalé folyamatokat elinditottuk,
melyekben optimalis értékekhez kozelité para-
méter értékeket taldltunk is (h&mérséklet:
36+1°C, inkubacids idé: 180 perc - hosszabb,
mint a cefotaximnal!l -, optimalis ceftazidim
antibiotikumkoncentracié: 1 mg/ml), de a de-
tektalhatdsag végig alapvetd problémakat mu-
tatott a kisérletsorozat folyaman. A ceftazidim
gyors, intenziv és spontan bomlasa miatt a vele
valé vizsgalat nem volt biztonsagosnak tekint-
hetd, az enzimatikus aktivitas az abiotikus ese-
ményektsl nem is volt differencialhaté. A detek-
talhaté jelek altalanos intenzitasa viszonylag
alacsony is volt, ami az értékelést is sok esetben
megnehezitette.

Az optimalizalé érzékenységvizsgalati reakci-
0kbdl, és a mar a validitasvizsgalatban is ,elbu-
kott” ceftazidim tesztekbdl végiil nem tudtunk
olyan egységes szabdlyrendszert alkotni, mely
alapjan egyértelmi definicié lett volna adhato
arra, hogy miként értékelendd az itt cezftazi-
dimrezisztenciat biztosité béta-laktamaz-aktivi-
tas. A nativ peakek eltiinése sohasem valdsult
meg, a mddositott termékek jeleinek megjele-
nése pedig a spontan abiotikus eseményektdl
nem volt egyértelmden -elkildnithetd. Sem
ESBL-termelés, sem AmpC-termelés kimutata-
sara nem talaltuk alkalmasnak a modszert, és
sajnos alapvetSen még maganak a béta-lakta-
maz-aktivitasnak az igazolasahoz sem volt ele-
gendd. Az inhibiciés kisérletekben gatlé hatast
nem sikeriilt megfigyelniink, de indukcié sem
tortént.

Tulajdonképpen mar a negativ és a pozitiv
kontrollokként haszndlt torzsek eredményei
sem voltak egymastdl megkiilonboztethetbek.
A modszer alapjaiban sem volt megfeleld, rutin

vizsgalatokhoz a ceftazidim gyors, spontan
bomlasa miatt nem biztonsagos, az enzimatikus
aktivitas az abiotikus eseményektdl nem diffe-
rencialhaté. A cefotaxim vizsgalata mellé erede-
ti terveink szerint kiegészitének, sét alternati-
vanak szant antibiotikum, a ceftazidim, vizsga-
lataink alapjan nem megfelel§ kiindulasi anyag
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA érzékenységvizs-
galatokhoz rutin munkat végzé mikrobioldgiai
laboratérium szamara.

9.5. Tapasztalatok és eredmények

az ampicillinnel végzett méréssorozatokbdl
Az ampicillin szintén rendelkezik olyan, ese-
tlinkben ismét hatranyos tulajdonsaggal, hogy
spontdn abiotikus bomlas jatszédik le intakt
oldataban is, de itt ennek mértéke nem olyan
nagyon nagy mértéki, mint a ceftazdim esetén.
Ennek ellenére az ampicillin enzimatikus bon-
tasan alapulé MALDI-TOF MS vizsgalatok érté-
kelését nagyon koriiltekintéen kell végezni és
ezek miatt mar a validalé folyamatokban eldélt,
hogy nem lehet elégséges feltétel a béta-lakta-
maz pozitivitAs kimondasahoz, ha egyik-ma-
sik bomlastermék a reakciéelegyek mérésébdl
megjelenik alacsony intenzitassal.

A kisérleti és screeneld mérések alapjan a béta-
laktamaz-aktivitas definidlasdhoz ez esetben a
nativ termékek eltlinésének vagy nagyon jelen-
t6s csokkenésének detektaldsa sziikséges. Ente-
robacteriaceae izolatumok esetén azok a tor-
zsek voltak definialhaték pozitivként, azaz am-
picillin bontasara képes béta-laktamaz-termel6-
ként, amelyeknél a nativ peakek koziil egy sem
marad meg a reakcidelegy felliluszéjaban, 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 legutébbi nem
mindig egyértelmiien detektalhaté intenzitas-
sal. Negativként pedig azokat definialhattuk
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egyértelmden, amelyeknél a nativ formak nagy
jelintenzitassal megmaradtak, de a bomlaster-
mékek kis intenzitassal a spontan bomlas révén
még detektalhatok lehetnek.

A cefotaxim kisérletében latottakhoz hasonléan
itt is felfedezhettiik, hogy a kiildnb6z6 enzimek
kiilénboz6 affinitassal és aktivitassal viseltetnek
az egyes nativ szubsztrat molekulak irant. Erre
kozvetett bizonyitékként azt allapithattuk meg,
hogy tdbb esetben lathaté volt, hogy ezek a bon-
tasi peak-mintazatbeli kiilénbségek a kiilonbo-
z6 antibiotikumkisérleti sorozatokon ativeld
médon egymdashoz az azonos torzseknél mégis
hasonléak voltak, vagyis az egyes enzimek mii-
kodése a kiilonb6zé antibiotikumok esetén bi-
zonyos mértékd hasonlésagokat is mutattak.

Az ampicillinnel végzett vizsgalatok soran sike-
riilt olyan mddszerhez jutnunk, mellyel nagyon
j6 hatasfokkal tudtuk elkiiloniteni a hagyoma-
nyos laboratériumi modszerekkel csak elég
szubjektiv megitélésii médon megkildénboztet-
heté Haemophilus rezisztenciacsoportok koziil a
BLNAR és a BLPACR/BLPAR torzseket. Mindez
az ampicillin MALDI-TOF MS bontasi kisérletei-
vel tehat kivitelezhetd. A két béta-laktamaz-po-
zitiv Haemophilus csoport, a BLPACR és a BL-
PAR egymastdl nem voltak biztonsagosan elkii-
l6nithetéek a modszerrel. BLPAR és BLPACR
csoportok esetén lathatok ugyan kiilonbségek
a kapott mérési spektrumokon, ezek a kiilénb-
ségek azonban csak kis szamu mintabol szar-
maznak és nem voltak elégséges mindségliek
a biztos differencialashoz. A BLPAR torzsekkel
végzett kisérleteink eredményei nem voltak
egyértelmiiek, de a BLNAR csoporttdl valé meg-
kiillénboztetésiik ezzel a modszerrel is megold-
haténak latszik. A médszer tehat nem teljes, de
mivel elsésorban a hagyomanyos tesztek lassu-
saga és bizonytalansaga miatt kerestink 1j méd-
szereket e témaban is, igy az elért részeredmé-
nyeket is nagyra értékeltiik.

Két olyan Haemophilus parainfluenzae kérokozo
izolatumot is sikertiilt talalnunk kisérletsoroza-
tunk soran, melyekrél bizonyithato volt MALDI-
TOF MS ampicillin vizsgalattal, hogy nem abba
a csoportba tartoznak, melyekbe elézetesen a
hagyomanyos tesztek alapjan interpretalva let-
tek. Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS
béta-laktamaz-aktivitas detektalasi reakcio ré-
vén az egyik torzs, mely BLNAR-ként Kkertilt
leirasra, bizonyitottuk, hogy béta-laktamaz ter-
meld, tehat nem BLNAR, egy BLPAR torzsként
leirtrél pedig, hogy nem rendelkezik béta-lakta-
maz-aktivitassal, vagyis BLNAR torzs. Sajnalatos
médon ezek a torzsek vizsgalataink elétt jéval
korabban lettek interpretalva, igy klinikai ko-
vetkezményt mar nem vont maga utan, de az
mindenképpen pozitivan értékelendd, hogy eb-
ben a MALDI-TOF MS vizsgalattipusban egy
valéban megbizhatd és egyszerti béta-laktamaz
detektal6 teszt all mar rendelkezésiinkre esz-
koztarunkban. Itt megjegyzendd még azonban,
hogy a vizsgalt rezisztenciacsoportok (BLNAR,
BLPAR) hagyomanyos idetifikalasa is rendkiviil
bonyolult folyamat, melyet az eddig leirtakon
kivil olyan, viszonylag ujonnan felfedezett
Jkomplikaciok” is tarkitanak, mint példaul az
olyan BLNAR torzsek, melyekrél mégis kimu-
tathatd, hogy van valamilyen béta-laktamaz-
aktivitasuk [133]. Ez azt jelenti, hogy az egyes
csoportok differencialasi problémai abbdl is
addédnak, hogy az egyes csoportok még mindig
nem elég alapossaggal definialt és kategorizalt
csoportok valéjaban.

Az ampicillinnel végzett MALDI-TOF MS MBT-
ASTRA vizsgalatok a legtdbb esetben egyértel-
md és jé értelmezhetd eredményeket adtak.
Sikertlt definiciét alkotnunk a pozitivitas és a
negativitds kimondasara, azaz hogy az adott
torzs rendelkezik-e ampicillin bontasara alkal-
mas enzimaktivitdssal vagy sem. Enterobacte-
riaceae esetén aminopenicillinazok és ESBL
enzimek miikodése kivaléan kimutathato (de
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nem megkiildnbdztethetd!). Az AmpC és a kar-
bapenemdz enzimeknek az ampicillin kiilénbo-
z6 formait hidrolizal6o aktivitasa kissé eltér a
leggyakoribb béta-laktamazokétdl (penicillina-
zok, ESBL-ek), ezért itt nagy precizitassal kell
értékelni a nyers adatokat, viszont a médszer
mindent egybevetve egyértelmiien mikoédské-
pes és eredményes.

Mindezek ellenére Enterobacteriaceae tdrzsek
esetén alapvetSen megkérddgjelezhets, hogy
mennyire relevans egy ilyen vizsgalat a klinikai
gyakorlatban, hiszen tulajdonképpen a béta-lak-
tamaz-aktivitas igazolasan vagy elvetésén tul
nem ad egyéb informaciét. Gyakorlatilag egy
egyszerd ampicillinrezisztenciat okoz6 amino-
penicillinaz és egy ESBL enzim ugyanolyan
peak-mintazatot és ugyanolyan eredményeket
ad ampicillinbontasos MALDI-TOF MS vizsga-
latban, s6t a klavulansavas inhibicios kisérlet-
ben is, és egy ,béta-laktamaz-pozitiv’ eredmény
nyilvanvaléan kozel sem elegendd informaécio
sok esetben. Mivel elég népes enzimcsaladrél
van sz6, ezért nagyon nagy jelentésége van an-
nak, hogy milyen enzim is végzi val6jaban az
ampicillin hidorlizisét az adott izolatumnal,
mert ez alapvetd mddon befolyasolja a megfele-
16 interpretaciébdl szarmazod célzott terapia
lehetdségeit a klinikus szamara is.

Haemophilus torzsek BLNAR, BLPAR és BLPACR
tulajdonsaganak felderitése hagyomdanyos elja-
rasokkal is nehézkes, sok esetben nem teljesen
objektiv a nitrocefinhidrolizis kilénbdzd mér-
téke, sebessége és egyéb tényezdék miatt, igy a
keletkezd piros szinreakcié sem ad mindig egy-
forma és egyértelmiien azonosithaté ered-
ményt. Kisérleteink sordn megprébaltuk meg-
kiilonboztetni e harom nagy rezisztens cso-
portot egymastél MALDI-TOF MS MBT-ASTRA
modszerrel is. Eredményként egyeldre kijelent-
hetjiik, hogy a BLNAR és a BLPACR/BLPAR tér-
zsek legtobbje egyértlemd és szépen differen-

cialhaté eredményeket adott, a béta-laktamaz-
termel$ torzseket viszont (BLPAR és BLPACR)
egymastdl egyel6re nem tudtuk elkuildniteni in-
hibaciés vizsgalatokkal sem.

9.6. Tapasztalatok és eredmények

a penicillinnel végzett méréssorozatokbol

A penicillinnel végzett kisérleteket nem tekint-
jik sikeresnek. A sikertelenség okaban egyér-
telmden a kovetkezdket latjuk.

A penicillin nagyon kénnyen hidrolizal spontan
modon mar szobah&mérsékleten is, nem te-
kinthetd stabil molekulanak. Validalo vizsgala-
taink soran minden bomlastermék jol detektal-
hatdé médon jelen volt mar az intakt és a +4°C-
on tarolt, de a nativ és 36°C-on inkubalt tiszta
penicillinoldatokban is. Az értékelésnél nem
taldltunk olyan egyértelmi szabalyszertiséget,
mely alapjan a béta-laktamaz-aktivitas definial-
hatd, vagy egyaltalan biztosan megallapithatd
lett volna. Ugyanigy nem taldltunk definiciot
a béta-laktamaz-aktivitas hianyara sem, mert
negativ kontroll tdrzseink eredményei nem
voltak megkiilonboztethetdek a béta-laktamaz-
termel&kként ismert torzsekétdl. Egyetlen jel-
legzetességet észleltlink: a 357 m/z értéki peak
a béta-laktamaz-termeld torzsekkel valo inku-
bacié utan az esetek 55%-aban teljesen eltiint,
89%-uknal pedig vagy egyaltalan nem volt meg
vagy maximum csak nyomokban volt detektal-
haté. Ez valdszintileg jo irany lehet az értéke-
lésben, de a korabbi vizsgalatokban egyértel-
mien pozitivnak itélt torzsek koziil tébbnél is
kaptunk ennek gydkeresen ellentmondd ered-
ményeket is.

A benzilpenicillin alapmolekula spontan bomla-
sanak elfogadhatatlanul nagy mértéke és az
ebbdl ad6dé bomlastermékek allandé és nagy
intenzitasu jelenléte, a vart peakek atfedése a
matrixként hasznalt molekula jelével, az értéke-
1ésnél felmeriilé nehézségek és nyilvanvald el-
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lentmondasok, és nem utolsésorban az antibio-
tikum ilyen mddon valé vizsgalatanak alacsony
relevanciaja miatt azt a dontést hoztuk meg,
hogy a benzilpenicillin MALDI-TOF MS MBT-
ASTRA vizsgalatokra nem megfelelé.

9.7. Tapasztalatok és eredmények imipe-
nemmel és meropenemmel

végzett méréssorozatokbol

Az imipenemmel végzett kisérletek sikeres kivi-
telezése az egyik legfontosabb célja volt kezdeti
terveinknek. A karbapenemrezisztencia kimuta-
tasa napjainkban nagyon fontos laboratériumi
feladat, hagyomanyos metodikak alapjan egy-
értelmii detektalasa nem is lehetséges minden
esetben, az Ujabb 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
és gyorsan terjedd rezisztenciatipust. A metd-
dus ebben az esetben is az eddigiekhez kovetett
vaz mentén folyik, de itt egyetlen nativ forma és
egyetlen hidrolizistermék van jelen az enzimre-
akcid elétt és utan. Kismértékii spontdn bomlas
is detektalhatd, de ez nem volt zavard mértékd,
az enzimreakcié révén kialakul6é peak-mintazat
értékelésénél sem zavaro.

Optimalizalé folyamatainkban megallapitottuk
a legmegfelel6bb paraméter értékeket: optima-
lis inkubaciés id6: 120 perc, optimalis inkuba-
cios hémérséklet: 36+1°C, optimalis imipenem-
koncentracié: 0,5 mg/ml. Az inkubécids idé kar-
bapenemdazok kimutatasara révidebb is lehet,
de tapasztalataink szerint mas enzimek is ren-
delkezhetnek aktivitassal, melyek detektalasa
fontos lehet, ezért alkalmaztuk ezt az elnyujtott
reakcioidét ittis.

Pozitiv esetben, vagyis ha a vizsgalt baktérium
rendelkezik imipenem bontasahoz megfeleld
enzimmel (karbapenemazzal), akkor a nativ
[M+H]+ antibiotikumforma jele a reakcidelegy

feltiluszojabol eltiinik, a hidrolizatum megjele-
nése viszont az irodalmi adatokkal nem egyezd
médon egyik esetben sem volt kimutathato.
Negativ esetben a nativ forma jele valtozas nél-
kil kimutathaté a reakcidelegybdl. Specifikus
inhibitororral a reakcié tokéletesen gatolhatd
volt. APBA és EDTA speicifikus inhibitorok par-
huzamos alkalmazasaval elkiilonithetéek a kii-
16nb6z6 enzimcsaladokba tartozé karbapene-
mazok. A rendelkezésiinkre all6 karbapene-
maz-pozitiv térzs APBA és EDTA inhibitorokkal
volt gatolhato, ezek alapjan kijelenthetd réla,
hogy egy Class A 2f enzimcsaladba tartozé kar-
bapenemaz enzimek valamelyikét, és az EDTA-
val gatolhaté karbapenemazok a Class B kar-
bapenemazok valamelyikét egyidejlileg képes
termelni.

Az optimalizalt feltételek mellett elvégzett scre-
eneld vizsgalatunkba olyan tdrzseket vontunk
be, melyek imipenemrezisztenciat vagy csok-
kent érzékenységet mutattak hagyomanyos
laboratériumi modszerekkel. Mivel a torzsek
legtobbje a csak imipenem antibiotikummal
valé inkubalas utani reakcidelegybdl nem adott
semmilyen, a hidrolizisre utalé peakmintazatot,
ezért ezekrdl Kijelenthetd, hogy imipenemre-
zisztencidgjukat nem béta-laktamaz-aktivitas
alapjan nyerik, hanem valdészintileg egy 6sszes-
ségében egyébként is gyakoribb karbapenem-
rezisztenciamechanizmus révén: egy porin fe-
hérje hianya vagy jelent6sen csdkkent expresz-
szidja valtja ki rezisztencidjukat vagy csokkent
érzékenységiiket (ennek eredményeként se-
mennyi vagy csak kevesebb antibiotikum jut be
a sejtbe).

Mindezek miatt Kijelenthetd tehat, hogy imi-
penemrezisztencia hagyomanyos detektalasa
utan, a MALDI-TOF MS imipenem + inhibitor
médszerilinkkel vizsgalt izolatumokrdl el tudjuk
ddnteni, hogy imipenemet modosité enzim ter-
melése vagy nem enzimatikus rezisztenciame-
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chanizmus révén mutatjak az imipenemrezisz-
tens fenotipust.

Egy érdekes eset ravilagitott arra, hogy a méd-
szernek vannak korlatai is, de amint megismer-
tiik ezeket a korlatokat, rogton egy masik fel-
hasznalasi lehet6ség fel is meriilt e tesztiinkkel
kapcsolatban.

Egy ismerten AmpC-termel§ izolatumunk
ugyanis egyértelmuien teljesitette az imipenem-
re vonatkozé pozitiv definiciénkban foglalta-
kat. Az optimalizalé folyamatokhoz hasznalt
karbapenemazpozitiv torzs eredményeivel azo-
nos eredményeket adott: az imipenem nativ
formajat tokéletesen bontotta, APBA-val torté-
né inhibiciés parhuzamosban pedig vilagosan
gatolhaté volt ez az aktivitas. Ezek alapjan elvi-
leg Kkijelenthet§ lenne, hogy a torzs kar-
bapenemadzt termeld, de itt még mindez nem
elégséges bizonyiték arra, hogy ez az enzim
valéban karbape- nemaz lenne. Az APBA-val
gatolhaté enzimek, melyek képesek karbape-
nemeket hidrolizalni a Class A 2f csoport tagjai.
Ismert volt torzsiinkrél megbizhaté D68C teszt-
eredmény révén, hogy tulajdonképpen AmpC-
termeld, vagyis Class C csoportba tartozé en-
zimmel rendelkezik, amelyek viszont szintén
gatolhaték APBA-val (vagy- is most az APBA itt
nem ,eléggé” specifikus inhibitor). Tdbbféle
baktériumndl is ismert az a jelenség, hogy az
AmpC enzim nagyon nagy mennyiségl termelé-
sével, Un. over-expresszio- javal a torzs kar-
bapenemrezisztenciat vagy csokkent érzékeny-
séget is tud szerezni. Az overexpresszid
indukcidja pedig valamilyen antibiotikum is
lehet, és feltételezésiink szerint, az imipenem
ebben a reakciéban valdban inducerként visel-
kedhetett.

Nagyon nagy jelentdsége van annak a ténynek,
hogy az AmpC enzimek tultermelése karbape-
nemrezisztenciat vagy csokkent érzékenységet
hozhat létre egyes baktériumokban, mert az

ESBL és az ,egyszertibb” AmpC-termel$ izola-
tumoknal az els6ként felmeriil§ lehetséges te-
rapias irany éppen a karbapenemek hasznalata.
Vagyis mindenképpen eldontendd kérdés az,
hogy az AmpC-termelés tultermelés-e, mely a
tobbi béta-laktAm antibiotikummal szembeni
rezisztencian kiviil okozhat karbapenemekkel
szembeni rezisztenciat is.

A kisérletek alapjan tehat a karbapenemazakti-
vitas igazolhaté ugyan APBA és EDTA gatldsze-
rek alkalmazasaval MALDI-TOF MS vizsgalat-
ban, de ha az APBA inhibicidés reakciéibol ka-
punk pozitiv eredményeket, és O6sszesen csak
ennyi informacié all rendelkezésiinkre, akkor
még ez nem elegendd annak elddntésére, hogy
vajon Class A 2f karbapenemaz enzim, vagy
overexpresszalt Class C AmpC enzim mukddik-e
az adott izolatumban, mely a karbapenemre-
zisztenciat el6idézi.

(Itt megjegyzendd, hogy ugyanez a jelenség a
Carba-NP-teszttel sem volna elkiildnithets az
igazi karbapenemaz enzimektél szarmazé akti-
vitasoktdl, mert ott is ugyanez az enzimreakcio
jatszédna le és ugyanugy pozitivként lenne ér-
tékelhetd a kromogén teszt is.)

Ha viszont a vizsgalati médszereket kombinalva
hasznaljuk, és tudjuk, hogy izolatumunk AmpC-
termelé (pl D68C teszt), hagyomanyos Kko-
rongdiffuziéval imipenemre csak mérsékelten
érzékeny, esetleg még a nem tul megbizhatdnak
tartott modositott Hodge-teszttel is kétes, de
pozitivnak tlind eredményt ad, mindezek mel-
lett pedig MALDI-TOF MS inhibiciés médszerrel
bizonyitjuk, hogy imipenemhidrolizisre képes a
torzs, mely APBA-val gatolhato, akkor az eddigi
adatokbdl nagyon nagy valdszintiséggel megal-
lapithatdé, hogy az izolatum AmpC over-exp-
resszalo és ellene emiatt semmilyen karbapene-
met nem szabad haszndlni, mert az biztos tera-
pias kudarcot jelentene az igy kezelt betegnél.
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Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az imipe-
nem enzimatikus hidrolizisén alapulé MALDI-
TF MS moédszer énmagaban kivaléan muikddik,
specifikus inhibitor parhuzamos reakciok alkal-
mazasa azonban mindig kdtelezd a csak imipe-
nemet tartalmazo reakcioelegyek mellett. Akar
AmpC over-expresszald, akar valds karbapene-
maz-aktivitasu a vizsgalt torzs, egyik esetben
sem indulhat nala karbapenem terapia, de nem
szabad abba a tévedésbe esni, hogy karbapene-
mazként interpretalunk egy AmpC tultermeld
izolatumot.

A cefotaximmal és APBA-val végzett vizsgalatok
soran nem sikertilt igazolni a D68C teszt révén
AmpC-termel&ként ismert G1/86 Enterobacter
asburiae torzsiinkrél, hogy valéban AmpC-en-
zimet termeld volna vagy sem, a bizonyiték ér-
dekes mddon az imipenemmel folytatott kisér-
letek soran Kkertlt el6. Vagyis a moddszeriink
nemcsak a klasszikus karbapenemaz enzimek
miikodését képes feltarni, hanem AmpC enzi-
mek esetében a tiltermelés tényét is megalla-
pithatjuk vele. Es mint lathattuk, AmpC-re gya-
nus torzsek esetében egy ilyen pluszvizsgalatra
még sziikség is lenne, hogy elkeriiljiink egy te-
rapias kudarcot, ha karbapenemet kap a beteg,
de a kdrokozd AmpC enzimje over-expresszalt,
és ezt az over-expressziot az imipenem még in-
dukalja is.

Az imipenem MALDI-TOF MS érzékenységvizs-
galati moédszer 6nmagaban tehat tokéletesen
miikddSképes, de nagy figyelemmel kell lenni az
inhibitoros parhuzamosokkal kapott eredmé-
nyekre és ezek tiikrében szabad csak biztosan
karbapenemaz enzim termelését interpretalni
az eredmények alapjan.

Emellett, mint lathattuk, az imipenem MALDI-
TOF MS érzékenységvizsgalat nemcsak az imi-
penemrezisztencidk kdzvetlen kimutatasara le-
het alkalmas, hanem eredményeit mas tesztek
eredményeivel kombinalva, végill egy sokkal

szinesebb és részletgazdagabb képet kaphatunk
a vizsgalt baktériumok rejtett tulajdonsagairol.

Ennél a fejezetnél kell megjegyezniink, hogy az
imipenemen kiviil egy masik karbapenem anti-
biotikumot, a meropenemet is prébaltuk be-
vonni ezekbe a kisérletekbe. Szerettiink volna
egy alternativ lehetdséget is kiprébalni ennek
a nagyon érdekes témanak a lehetséges tovabbi
eszkozeként. Ezek a kisérletek azonban sajnos
nem jartak sikerrel, valésziniileg maga a vasa-
rolt antibiotikum vagy annak talan csak a kiszal-
litasi korilményei nem voltak megfelelGek,
mert gyakorlatilag semmilyen eredményt nem
tudtunk ,kisajtolni” a meropenemmel végzett
vizsgalatokbdl. Sem a validitasvizsgalatokban,
sem screeneléssel, sem sehogy mashogy nem
sikeriilt valamilyen spektralisan elfogadhaté és
értékelhetd eredményt produkalni ezzel az an-
tibiotikummal.

9.8. Tapasztalatok és eredmények

a ciprofloxacinnal végzett
méréssorozatokbol

A ciprofloxacinnal folytatott kisérletekbe nem
sok reménnyel fogtunk bele. Tudtuk, hogy 1éte-
zik olyan rezisztenciatipus, melynél egy enzim
médositasokat hajt végre a ciprofloxacinon, és
hogy ez elvileg MALDI-TOF MS-sel is kimutat-
hatd volna, de ugy gondoltuk, hogy ez csak egy
viszonylag ritka tavol-keleti kiildnlegesség, me-
lyet néhany mas orszagba talan mar be is hur-
coltak a jelenség 2003-as felfedezése 6ta. Tud-
tunk réla, hogy mar Magyarorszagon is izolaltak
ilyen kérokozdkat, de azt gondoltuk, hogy egy
nagy mintaszammal dolgozd, kézponti mikrobi-
ologiai laboratériumban ez azért el6fordulhat
[152], nem gondoltuk, hogy mi is talalhatunk
ilyen izolatumokat.

Ennek ellenére klinikai mintainkbdl véletlen-
szerlen kivalogatott Gram-negativ baktériumo-
kat gytjtottiink 6ssze, melyek ciprofloxacin re-
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zisztenciat mutattak hagyomanyos antibiogra-
mon. A torzsek kozil egyet kivalasztottunk,
mellyel az optimalizacié folyamatokat kivantuk
elvégezni, am ez a torzs, mint az eredményekbdl
kidertilt, nem volt alkalmas erre a feladatra.
Emiatt a vizsgalatokat forditva kellett kivite-
lezniink, el8szor a screenelés volt a fontos,
az optimalizalas csak ezutan kovetkezhetett.
A screeneléshez hasznalt vizsgalati paraméte-
reket szakirodalmi tanulmanyokbdl meritettiik
[125].

A torzseink kozti screenelés vizsgalatanak ered-
ményei azonban szépen sikeriiltek, két olyan
jarébetegmintabdl szarmazd E. coli izolatumot
is talaltunk, melyeknél egyértelmiien kimutat-
hatdak voltak a ciprofloxacin enzimatikus mo-
dositdsanak nyomai MALDI-TOF MS spektru-
mokon. Pozitiv esetben egyértelmi és erds in-
tenzitasu jelekként megjelentek az acetilalt
formakhoz tartoz6 peakek is, a nativ formak
eltiinése nem volt észlelhetd egyik esetben sem.
Az egyik izoldtumnal a 370 m/z jeli nativ
[M+K]* format csak nagyon gyenge intenzitasu
jelként sikeriilt a mérésben kimutatni, ennek
megfeleléen az ebbdl keletkez8 412 m/z értékii
acetilalt forma [M+Ac+K]* mar nem is volt mér-
hetd. A masik izolatumnal mindharom nativ és
mindharom acetilalt forma is tokéletesen kimu-
tathatoé és értékelhetd volt. A mérési eredmé-
nyek egyértelmtien és vildgosan mutattak a két
pozitiv mintandl a keresett AAC(6°)-Ib-cr enzim
specifikus transzacetilaz-aktivitasat a ciproflo-
xacin nativ formain. A transzacetilacio jelensége
nagyon specifikus enzimtevékenység eredmé-
nye, azaz nem lehet valamilyen enzimtevékeny-
ségen kivili egyéb eseményként magyarazni je-
lenlétiiket.

A ciprofloxacinrezisztencia acetiltranszferaz
altal kialakitott tipusanak kimutatasa vizsgala-
taink alapjan kivaléan miikodik az alkalmazott
MALDI-TOF MS MBT-ASTRA modszeriinkkel.

A vizsgalatba bevalogatott 11 ciprofloxacin re-
zisztens Enterobacteriaceae torzs (+1 Pseudo-
monas) koziil 2 E. coli izolatumot talaltunk, me-
lyek ezt a rezisztenciatipust hordozzak. Ezen
a nem reprezentativ mintdn ez az ardny ~16%,
ami elég magasnak mondhaté annak ismereté-
ben, hogy maga a rezisztenciamechanizmus is
még csak 16 évvel ezelbtt kertilt el§szor leirasra
Délkelet-Azsidban.

Az AAC(6’)-Ib-cr acetiltranszferaz pozitivitas
definialasdhoz elegendd feltételként elfogadtuk
a specifikus reakcidéban létrejové acetilalodott
termékek jelenlétét, emellett magdllapithatjuk,
hogy a nativ termékek intenzitdsa a létrejévd
termékekhez képest nem sziikséges, hogy csok-
kenést mutasson ebben az esetben. A negati-
vitas definidlasahoz elegendd feltétel, ha a ha-
gyomanyos ciprofloxacin rezisztencia megal-
lapitas ellenére nem jonnek létre reakcidele-
gyeinkben a specifikus enzim altal generalt ter-
mékek, a nativ antibiotikummolekuldk viszont
ugyanugy jelen vannak a spektrumokban.

Ennek a tipusu ciprofloxacinrezisztencianak a
kimutatasa és gyorsdiagnosztikus jelentdsége
természetesen fontos, de az egyelére elterjed-
tebb ,hagyomanyos” fluorokinolonreziszten-
ciak magasabb aranya miatt nem lehet sziiré-
vizsgalat jellegd. A hagyomanyos mikrobiologiai
fluorokinolonrezisztencia kimutatds mellett,
vagy mivel elég ritkan fordul el§ kétes vagy
bizonytalan eredmény ezeknél a teszteknél cip-
rofloxacin esetében, inkabb azt kiegészitve
ajanljuk a MALDI-TOF MS vizsgalatot. Az ehhez
megfelel6 torzsek Kkivalogatasaban szerepet
jatszhat az is, ha az antibiogram elkészitésekor
a ciprofloxacin mellett levofloxacin és moxiflo-
xacin antibiotikumkorongokat is hasznalunk,
ezekre ugyanis a kordbban mar emlitett okok
miatt az AAC(6’)-Ib-cr enzimet hordozé cipro-
floxacinrezisztens baktériumok érzékenyek
(ez persze csak akkor van igy, ha csak egyféle
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fluorokinolonrezisztencia van jelen az adott
torzsben).

Erdekes megfigyelés volt az is, hogy mindkét,
pozitivnak mindsitett torzsiink egyben ESBL-
termel§ is volt, ez alahuzza azt a tényt, hogy az
ESBL-plazmidok sok esetben hordoznak egyéb
rezisztenciagéneket is [146]. A kisérletbe be-
valogatott ciprofloxacinrezisztens torzseink
81%-a egyben ESBL-termeld is volt. Statiszti-
kailag nem til biztos labakon allé szamitasunk
alapjan pedig ez az elméletileg uj rezisztencia-
tipus a magyarorszagi jarébeteg-allomany izola-
tumaibol vett véletlenszert és nagyon kis elem-
szamu mintajaban koriilbeltl 16%-o0s aranyt ért
el, amit a torténeti adatok ismeretében viszont
kifejezetten magasnak gondolunk.

Tesztjeink eredményessége és nagyon jo értel-
mezhetdsége alapjan egyértelmiien kimondhat-
juk, hogy a ciprofloxacin alapu MALDI-TOF MS
érzékenységvizsgalati tesztek miikodését és
hasznalhatésagat 6sszességében kivalora érté-
kelhetjik. Ennek ellenére a modszer gyorsdiag-
nosztikai szerepe, az igy kimutathatd reziszten-
ciatipus alacsonyabb eléfordulasa miatt, sajnos
valészintileg mar nem olyan nagyon jelentds.

Azt feltételezziik, hogy ciprofloxacinrezisztens
izolatumokon beliili gyors szilirésre viszont,
hogy melyek azok a torzsek, amelyek ezt a tipu-
su rezisztenciat hordozzak, a médszer nagyon is
kivalénak mindsithetd.

9.9. Tapasztalatok és eredmények van-
comycinrezisztens Enterococcus faecalis tor-
zsekkel végzett mérésekbdl

A szerzett glikopeptidrezisztenciat hordozo
Enterococcus torzsek gyorsdiagnosztikai ki-
mutatasa nagyon fontos laboratériumi feladat
volna. MALDI-TOF tdmegspektrometria segitsé-
gével sikertilt mar olyan peakeket azonositani
vancomycinrezisztens Enterococcus faecium
(VRE) izolatumokban, melyek megbizhaté és
egyedi markerei ennek a tipusu rezisztencidnak
a hordozasaban [109].

A vizsgalatok elve itt gydkeresen eltér az eddig
megszokott antibiotikum + baktérium reakcié-
elegyének marker peakek utani vizsgalddastol.
Ebben a vizsgalatban az izolatumoknak a ,ha-
gyomanyos értelemben vett” MALDI-TOF MS
identifikacidja soran hasznalt mérési metédusat
hasznaltuk és igyekeztiink ezekbdl a - rengeteg
egyéb fehérje jelét is tartalmazoé - spektrumok-
bdl azokat a vancomycinrezisztens E. faecalis
torzsekre jellemzd peakeket megtalalni, melyek
egyedi markerei lehetnek ennek a veszélyes re-
zisztenciatipusnak a gyors és biztos diagnoszti-
zalasaban.

A hagyomanyos értelemben vett MALDI-TOF
MS identifikacids vizsgalatban az 5.3. alfejezet-
ben részletezett mdédon végeztiik el az egysze-
rden és nagyon gyorsan kivitelezhet6 hangya-
savas extrakciés modszerrel a baktérium azo-
nositasara (is) alkalmas spektrumok felvételét.
Az eredményeket a MALDI Biotyper® flexAna-
lysis szoftver Overlaid modjaban vizsgaltuk
parhuzamosan 2000-15000 m/z tartomanyban
egyel6re csak manualis eszkdzokkel.

A kisérlet soran sikertlt olyan VRE E. faecalis
specifikus marker peakeket talalnunk, melyek a
vizsgalt non-VRE E. faecalis térzsek egyikében
sem voltak detektalhatok. Osszefoglalva ered-
ményeinket az alabbi, potencidlisan marker
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peakeket talatuk meg E. faecalis torzseink iden-
tifikaciés spektrumainak elemzése soran:

» F. faecalis VRE-specifikus peakek:
3382, 6765, 6896, 6936, ~8565 m/z.

» E. faecalis VRE-specifikus peakek csak in-
tenztiasbeli félénnyel: 6936, 7360 m/z.

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

» E. faecalis non-VRE-specifikus peakek csak
intenztiasbeli félénnyel: 2385, 2401, 2746,
2829,7059 m/z.

Eredményeink alapjan a 6765 és 6896 m/z pea-
kek egyedi és egyértelmi differencialasi marke-
rekként voltak értelmezheték a vizsgalt torzsek
esetében.

Vizsgalataink ezen a tertileten még csak kisérle-
tes jellegliek, de az eredmények igéretesnek
tlinnek és az irodalmi eredményekkel is hason-
l6sagot mutatnak, bar olyan vizsgalatrdl, ahol
VR E. faecalis torzseket vizsgaltak volna ilyen
médszerrel, nincsen tudomasunk. Ha kapott
eredményeink koziil némelyik peak a nagyobb
mintaszam vizsgalata utan is marker peakként
szerepelhet még a VRE vagy a nonVRE E. fae-
calis specifikus listakban, akkor elmondhatjuk,
hogy szerencsések vagyunk, hogy el8szor vizs-
galhattuk ezt a problémat, és esetleg el6rébb
segithettiik valamivel a folyamatot a probléma
megoldasasa felé. Terveink kdzott szerepel egy

olyan szoftveres analizis kivitelezése, mely az
egyes peakek jelenlétét vagy hianyat automati-
kusan keresi a teljes spektrumokban, és talalat
vagy hiany esetén a megfelel§ el§jellel pontozza
és az igy Osszeallé score-értékkel jellemzi egy
adott izolatum VRE-valészintiségét MALDI-TOF
MS spektrum analizis alapjan. Szintén terveink
kozott szerepel torzseink mas tipusu extrakcios
eljarasoknak valé alavetése utan tjabb mérések
elvégzése is.

A vancomycinrezisztencia hagyomanyos la-
boratéoriumi kimutatasa id6igényes folyamat.
MALDI-TOF MS modszerrel, ha igazolast nyer,
hogy ezzel a mddszerrel valéban lehetséges a
VRE-non-VRE differencialas, akkor mindez le-
csokkenthetd lenne néhany munkadranyira,
ami valészinilileg nagyon nagy jelent§séggel
birna.

9.10. Altalanos protokoll

Az egyes vizsgalati folyamatok kiilénbségeirél
és egyezéseirél, a koénnyebb attekinthetdség
miatt elkészitettiink egy olyan altalanos proto-
kollokat és egyéb informacidkat tartalmazd, 18.
tablazatot, mely a legfontosabb el6késziileti,
mérési, értékelési és interpretalasi tudnivalékat
igyekszik szemléltetni. Ezt kovetd 19. tablazat-
ként pedig az egyes modszerek hatékonysagat
és egyéb tulajdonsagait foglaltuk dssze.
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18. tabldzat. MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgdlati protokolljaink 6sszehasonlitdsa

penicillin ampicillin | cefotaxim cefta- imipenem cipro- VRE
zidim floxacin

kontrolltérzsek

s -70°C
tarolasa

homongeniza-
land6 kiindulasi 24 6rés friss baktériumtelep makszemnyi mintaja
izoldtum

szukséges vali- vak viz kontroll, nativ antibiotikum kontroll, inkubalt antibiotikum kontroll, negativ
dalé kontrollok kontrolltorzs, pozitiv kontrolltdrzs, izoldtum antibiotikum nélkil inkubdalt kontrollja

kiindulasi

e frissen készitett antibiotikumoldat —
antibiotikum

antibiotikum

oldészere ddH.0

optimalis
antibiotikum 1 mg/ml 1 mg/ml
végkoncentracid

0,25

me/ml 1 mg/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml --

EDTA 50
inhibitor klavulansav 0,05 mg/ml mg/ml

végkoncentracid APBA 0,3 mg/ml APBA 0,3
mg/ml

optimalis

20 ul —
reakcio V "

optimalis

inkubdciés T 36x1°C

optimalis

. (s 180’ 120’ 120’ 180’ 120 60’
inkubéciés t

centrifugdlas 13000 rpm, 3°, 25°C

24 érés telep
2 ul viztiszta feliildszo mékszemnyi
mintija

plate-re felvitt
minta V

analitok

s ~10’
szdradasa

MALDI-TOF MS

métrix anyag a-CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) (monomer 189 és dimer 379 m/z)

matrix oldat

térfogata zul

matrix oldat

P ~10’
szdradasa

MALDI-TOF MS
mérési
beallitdsok

mérések pozitiv linedris izemmaodban, a témeg szerinti mérési tartomany bedllitdsa | hagyomanyos
100 - 1000 Da (m/z) mérettartomanyra, 1ézer frekvencia: maximalis szintre identifikacids
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18. tabldzat penicillin ampicillin | cefotaxim cefta- imipenem Cipro- VRE
folytatdsa zidim floxacin
MALDI-TOF MS belsd kalibracié kis moltémeg jelmolekuldval (bradykinin) hagyomanyos
kalibraci identifikacids
MéL/D?-TOF M? 100-600 m/z 2000-15000
meéresi tartomany m/z
396
350
, 335 426 332
nativ 372 468
antibiotikum 357 456 300 354 —
2 388 547
formak [m/z] 380 478 370
394 (1)
500 (1)
309 324
, 370 374
médosult 353 368 441
antibiotikum 414 318 396 —
2 375 390 486
formak [m/z] 461 412 (%)
397 412
antibiotikum
, , +++ + +/- +++ + — —
spontan bomlasa
309 324
antibiotikum 353 368 441
spontan 414 (+) 318 (1) — —
bomlastermékei 375 390 486
397 412
cgyedi — — — — — — 6765, 6896
markerpeakek ’
nativ +,

VRE speci-
pozitiv nativ - (), | moédosult nativ -, nativ +, fikus marker
eredmény médosult + | (kiv. 461 moédosult + moédosult + peakek

m/z jelenléte
egyedul)
. natfv +, ., ) VRE speci-
negatfv nativ +, nativ +, nativ +, fikus marker
4 - ddosult -
eredmény médosult + | MOOO médosult + médosult - peakek
+ hidnya
ino- ESBL,
B acl;,rrlllir:i)l karba-
egyszeru p X 3. gen. penemézok AAC(6)-
. . penicil- lindzok, i
kimutathaté e cefalo (Class A 2f, Ib-cr
enzimtermelés linazok, egyéb béta- sporin- - Class B MBL), transz- -
egyéb béta- | |akramdzok béta- 4
J , ~ acetilaz
v | gupace, | o
BLPAR | taméazok P
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19. tabldzat. MALDI-TOF MS MBT-ASTRA vizsgdlati protokolljaink eredményességének dltaldnos

dsszehasonlitdsa
peni- ampicillin cefotaxim cefta- imipenem cipro- VRE
cillin zidim floxacin
karba-
penemaz-
termelés
kimutatasa, AAC(6')-
negativ Ib-cr szlirés .
BLNAR vs. ESBL o ftben oo | VRE torasek
relevancia — BPLACR/ termelés — orin alapu )E)acin- gyorsdiag-
BLPAR kimu- porin atap! . nosztikai
. s . rezisztencia | rezisztens . .
differencialas tatasa . o igazolasa
megalla- mintak
pitasa, koziil
AmpC over-
expresszio
kimutatasa
béta- Class A 2f uj na
erds laktamazok AmpC- erds karba- izolatumok . gy .
. . , . . . mintaszamu
spontan nem diffe- termelés, | spontan penemaz ciproflo- .
. iy , i A . 2 . optima-
hi4nvossa bomlas rencialhatok, tébbszo- bomlas és AmpC xacin lizalas
Y g miatt BLPACR ros enzim- miatt taltermelé | rezisztencia hidnva
értékel- BLPAR-t6] termelés, értékel- aktivitas szlrésére manu}e,'lli's
hetetlen nem diffe- IRTESBL | hetetlen nem diffe- nem 1 s
. , .. , . értékelés
rencialhato rencialhat6 megfeleld
1r’1t<.91:p1?e-” — 2-3 6ra 2-3 6ra — 2-3 6ra 1-3 6ra 4-5 6ra
tacios ido
. . .. . rs s vs . ra kisérleti
hatékonysag roSsz jo kivalo roSsz kivalo kivalo fazis
altalanos kisérleti
ltalano x v v x v v er’
értékelés fazis

Vizsgalataink kisérleteit alapvetéen sikeresnek
tekinthetjiik. A folyamatok soran elsajatitottuk
a technikai kivitelezéséhez szlikséges miiszeres,
analitikiai és értékelési mddszereket. A legtdbb
vizsgalat eredményeként kivalé hatasfokkal in-
terpretalhatéak kiilonb6zé antibiotikumérzé-
kenységi adatok az adott koérokozok izolatu-
maibdl. A vizsgalatok 2-3 munkadra alatt elvé-
gezhetdk, igy a klinikai oldal a hagyomanyos
moédszerek eredményeihez képest sokkal hama-
rabb kezdheti meg célzott terapias tevékenysé-

gét azokban az esetekben, ahol mar a MALDI-
TOF MS MBT ASTRA eredményei 6nmagukban
is elegend6ek a biztos interpretalashoz.

Nagyon jo hatasfokkal végezhet§ és modern,
valéban gyorsdiagnosztikai eszkdznek tekint-
hetjiik eredményeink ismeretében a MALDI-
TOF alapu rezisztenciavizsgalatokat. Kivald
mindségl értékelésre adnak lehetéséget a cefo-
taxim, az imipenem és a ciprofloxacin antibioti-
kumokkal és ezek esetleges inhibitoros parhu-
zamos mérései. J6 hatasfokdra értékeltiik ezek
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mellett az ampicillin antibiotikum méréseiben
rejld lehetdségeket. Kizartuk viszont a tovabbi
felhasznalas lehetdségét a penicillin és a cefta-
zidim esetében. Sok esetben a MALDI-TOF ér-
zékenységvizsgalati analizis mar dnmagaban is
elegendd informdciot szolgaltatott egy-egy izo-
latum érzékenységi viszonyairdl, néhany eset-
ben azonban tovabbra is mint a hagyomanyos
eszkozok mellett parhuzamosan végzendd, de
nagyon hasznos kiegészit§ és sokszor valéban
perddnté vizsgalatként hasznalhatjuk a labora-
torium eszkdztaraban. Nagyon sok esetben ta-
pasztaltuk, hogy az eredmények értékelése utan
jéval tobb informaciét sikeriilt szerezniink a
vizsgalt izolatum egyes tulajdonsagairol, mint
amennyire a hasznalt mdédszer eredetileg hi-
vatott lett volna, a sokkal tdbb apré részlet és
eredmény egy sokkal komplexebb, részletgaz-
dagabb és szinesebb kép kialakitasat teszi lehe-
tévé a tesztelt kérokozé mikroorganizmusok
titokzatos tulajdonsagairol, rezisztenciaviszo-
nyairoél.

Eredményeink alapjan a vizsgalatokat mas la-
boratériumok is nagyon jé hatasfokkal hasznal-
hatjak, a munkafolyamatokat, oldatokat és fel-
hasznalt eszkdzok igényét tekintve igyekeztiink
alehetd legegyszertibben kivitelezni a teszteket,
ez nagyban segitheti a modszer minél gyorsabb
minél szélesebb kord elterjedését mas laborato-
riumokban is, akik ezzel szintén hozzajarulhat-
nak ennek a nagyon igéretes médszernek a to-
vabbi fejlesztésében.

A mai klinikai mikrobiolégia f6bb trendjei olyan
irdnyok felé mutatnak, ahol a legtébb hagyoma-
nyosan haszndlt laboratériumi mdédszert gyor-
sabb és precizebb mddszerekre igyekeznek val-
tani. Tapasztalataink szerint a MALDI-TOF MS
MBT ASTRA vizsgéalat ezt sok esetben teljesiti is,
de még nem olyan fejlettségiiek és komplexita-
suak az egyes vizsgalatok, hogy a tradicionalis
eljarasokat egy az egyben lecserélje. Valdszini-
leg sokkal inkabb kiegészit§ szerepe lesz egy-
mas mellett ennek a két megkozelitésnek a
kozeljovében, egymast segits, egymas eredmé-
nyeit megerdsit vagy cafolé tesztekként jarul-
nak hozza a végleges és biztos mikrobiolégiai
interpretacio kialakitasadhoz. A jové torekvései
nyilvanvaléan a modern eszkdzok eldretoré-
sét és térfoglalasat fogjak tamogatni, és valoszi-
nileg hamarosan el is fog kovetkezni ezeknek
a modszereknek az a fejlettségi foka, amikor
valéban els6dleges eszkdzokként tekinthetiink
rajuk.

Munkank soran e fejl6d6 technologia szerteaga-
z0 és nagyon sok iranyba vezetd lehetdségeinek
lehettiink tanui, de bizonyos korlatait is megis-
mertiik, amik azonban természetiikbdl adéddan
egyuttal uj lehet8ségeknek is iranyt mutattak.
Eredményeink alapjan a technoldgia nagyon
magas mindségl és emellett gyors diagnosztikai
eredmények produkalasara képes, vizsgalataink
soran olyan eredményeket értiink el, melyek
alapjan remélhetjik, hogy valéban hozzajarul-
tunk a médszer 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

a.u.: aribtrary unit

BLNAR: béta-laktamaz negativ ampicillin-
rezisztens Haemophilus sp.

BLPACR: béta-laktamaz-pozitiv amoxicil-
lin/klavulansav-rezisztens Haemophilus sp.

BLPAR: béta-laktamaz-pozitiv ampicillin-
rezisztens Haemophilus sp.

Carba-NP: Carbapenemase Nordmann-Poirel
test, gyorsdiagnosztikus karbapenemazteszt

cDNS: complementer DNS, az mRNS-r6l reverz
transzkripcioval atirt DNS

CF: cisztikus fibrozis

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

CPE: carbapenemase-producing Enterobacte-
riaceae

CTX: cefotaxim

Da: Dalton, az atomi tdmegegység mérték-
egysége (12C izotop tizenketted része)

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

ESBL: extended spectrum beta-lactamase
enzyme

ESBL-NDP: ESBL Nordmann-Dortet-Poirel test,
gyorsdiagnosztikus ESBL-teszt

EtOH: etanol

EUCAST: European Commitee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, az eurdpai orszagok
0sszehangolt antibiotikuminterpretalasi
szabalyaiért, kdzds hasznalataért, kozos
fejlesztéséért 1étrehozott, aktiv, szakmai,
non-profit szervezet

E: érzékeny

FDA: Food and Drug Administration, U.S. De-
partment of Health and Human Services

G1:laboratériumunk torzsgytlijteményében 1évd
izolatumok sorszama el&tt hasznalt altalanos
jelolés

H1N1: az influenza A virus egyik altipusa, he-

magglutinin 1 és neuraminidaz 1 antigénszer-
kezettel

HNCMB: Hungarian National Collection of Medi-
cal Bacteria, magyar torzsgyijtemény

IR: inhibitorrezisztens (béta-laktamaz tipusu
enzim)

IRT: inhibitorrezisztens, TEM tipusu ESBL
enzim

Klav.s: klavulansav

M: mérsékelten érzékeny vagy csdkkent
érzékenység

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

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

McF: McFarland, szuszpenzidk turbiditdsanak
mértékegysége

MDR: multi-drug resistant

MIC: minimal inhibition concentration
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MLST: multilocus sequence typing, tébb
haztartasi gén parhuzamosan torténd szek-
venciaanalizise alapjan végzett
tipizalasi médszer

mRNS: messenger RNS, réluk térténik
a fehérjék transzlacioja; reverz transz- kripci-
6ban pedig roluk irhatd at cDNS

MRSA: methicillin resistant Staphyococcus aure-
us

MSBL: mass spectrometric beta-lactamase
assay

MSSA: methicillin sensitive Staphyococcus
aureus

NDM: New Delhi metallo-beta-lactamase

PCR: polymerase chain reaction, polimeraz
lancreakcid, nukleinsav amplifikacios eljaras

R: rezisztens

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

RNS: ribonukleinsav

SCCmec: staphylococcal chromosomal cassette
mec, mobilis genetikai elem methicillin reizisz-
tens Staphylococcusokban

SDS: sodium dodecyl sulphate

spa: Staphylococcus aureus protein A gén,
fontos szekvencia tipizalasi folyamatokban

VRE: vancomycinrezisztens Enterococcus

wt: wild type, vad tipus, altaldban negativ
kontrollként hasznalt torzs
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1. Fiiggelék. A vizsgdlatok sordn felhaszndlt baktériumtirzsek listdja

-70°C labor sorsziam egyéb sorszam egyéb sorszam név torzs izoldlasa rezisztencia
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
7 1992/2017 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
441 509/2018 Pseudomonas monteilii CF kopet ESBL, ciprofloxacin R
45170/2018 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
62 | 1473/2018 Haemophilus parainfluenzae ejakulatum BLNAR
71 | 1603/2018 Escherichia coli hiively ESBL, ciprofloxacin R
76 | — ATCC9334 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 A/872/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
121 | 5458/2018 Enterococcus faecalis vizelet fluorokinolon-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 E
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 BLRAGR(!?} > BLNAR
3270/2015 6175/FK amp 11 Haemophilus parainfluenzae MDR, nem BLPACR
246 /2015 amp 12 Haemophilus parainfluenzae ampicillin E
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 E
4013/2015 amp 24 Escherichia coli ESBL
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2. Fiiggelék. A vizsgadlatok sordn felhaszndlt eszk6zdok és anyagok listdja

ESZKOZOK
-70°C-os mélyfagyaszto Thermo Scientific, Forma 902 -86C ULT Freezer | torzsgylijtemény tarolasa
-20°C-os fagyasztd Zanussi Lehel nativ antibiotikumok tarolasa
+4°C-os hiitészekrény Indesit, SI61WUK.1 Fridge - White - A+ nativ antibiotikumok tarolasa
tibiotikumok oldatainak
analitikai mérleg Radwag PS 210/C/2 an 1 l(? 1 umok oldataina
elkészitése

CAPP, Ecopipette, C10-1,C200-1, C1000-1 antibiotikumok oldatainak elké-
pipettak S szitése, reakcidelegyek 6sszallitasa,

Thermo Scientific, Finnpipette, 100-1000 MALDI-TOF plate-en valé munkak
mikrobioldgiai fém oltékacsok Biolab térzsek kioltdsa
+36+1°C-0s termosztat Forma Scientific, SC 3194 waterjacket incubator torzsek tenyesztése, reakciok

inkubalasa

GCA Precision Scientific, Gravity Convection

Incubator, Model 2 31400 reakciok inkubalasa

+25°C-os inkubator

valtoztathat6 hmérsékleti Biosan, TDB-120 - 14
, B reakciok inkubalasa
szdraz héblokkok Biosan, CH-100
tibiotikumok oldatainak elké-
vortex Janke&Kunkel IKA-WERK, Vibrofix vfl an, 1, lotiktmolk oldatainak efke
szitése
centrifugik Biosan, Microspin 12 reakciéelegyekbdl baktériumsejtek
Centurion Scientific K3 Series, model K2015R lecentrifugdlasa

baktérium torzsek kioltasa,
reakcibelegyek 6sszemérése,
steril lamindris box Nuaire AireGard NU-126-400E, series 4 baktérium szsuzpenzidk
elkészitése, MALDI-TOF plate-en
valé munkafolyamatok

MALDI-TOF tomegspektrométer | Bruker Daltonics, Wessling Hungary Kft. mérések
reizzlélijSWper@ szoftvert Bruker Daltonics, Wessling Hungary Kift. mérések értékelése
MALDI-Biotyper® szoftver Bruker Daltonics, Wessling Hungary Kift. mérések értékelése
MALDI flexAnalysis szoftver Bruker Daltonics, Wessling Hungary Kift. mérések értékelése

torzsek tenyésztése, kisérletek
mikrobioldgiai laboratérium MikroMikoMed Kft. kivitelezése, veszélyes hulladék

Kezelése
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ALTALANOS ANYAGOK

CryoBank Biolab, Mikrobank Mixed PL.170/M térzsek taroldsa -70°C-on

torzsek Kioltasa mérések el6tt 24

taptalajok (véres, csokoladé, M-H) Bak-Teszt Y
oraval

Eppenc%orf—cs.olvek CAPP, Expell Plus, 2 ml, 5102000C ?ntlblf)t{k}lmoldatok, reakcidelegyek

(gébmbély alju) Osszeallitasa

Eppendorf-csé tarték Biolab ?ntlblf)t{k}lmoldatok, reakcidelegyek
Osszedllitasa

miianyag fogpiszkalok Tichijian™ Toothpicks reakcidelegyek 6sszeallitasa

pipettahegyek (0,5-10, CAPP, Expell Plus, 5030060C, 5030090C antibiotikumoldatok, reakciéelegyek

20-200, 100-1000 pli) Sorensen, One-Touch barrier tips, 10380 Osszedllitdsa, matrix bemérések

MAXTER, finger textures powder-free

laboratériumi vizsgald kesztylk .
nitril gloves

minden kisérletes tevékenység

desztillalt viz (RNaz mentes, PCR antibiotikumoldatok, reakciéelegyek
tisztasagu) Osszeallitasa
antibiotikumkorongok BIO-RAD hagyorlrllarllyos,antlblogrlamf)k ésel-
lendrzé vizsgalatok elvégzése
ANTIBIOTIKUMOK
- . . i 13752-5G-F (9.750 Ft + 27% afa) arajanlat:
=989 -
penicillin sodium salt >= 98% N Sigma-Aldrich 8203730186 (2015.07.14)
o . . 59349-100MG (12.690 Ft + 27% 4fa) arajanlat:
ampicillin Sigma-Aldrich 8204117444 (2016.04.14)
. . . . C7912-1G (97.650 Ft + 27% &fa) 4rajanlat:
fot. d S -Aldrich
cetoraxime sodium igma-adric 8204996379 (2018.07.04.)
N . , A6987-1G (55.900 Ft + 27% 4fa) drajanlat:
ceftazidime Sigma-Aldrich 8205179940 (2019.01.03.)
imipenem Sioma-Aldrich PHR1796-200MG (53.400 Ft + 27% &fa) arajanlat:
P & 8205171778 (2018.12.13.)
. TR
meropenem trihydrate Sigma-Aldrich M2574-10MG (22.800 Ft + 27% &fa) drajanlat:

8205171778 (2018.12.13.)

ciprofloxacin hydrochloride
monohydrate

PHR1044-1G (18.400 Ft + 27% 4fa) rajanlat:

Sigma-Aldrich 8205171778 (2018.12.13.)

33454-100MG (52.290 Ft + 27% afa) arajanlat:

klavulansav (potassium clavulanate) Sigma-Aldrich, VETRANAL 8204996379 (2018.07.04.)

900988-1G (18.112,5 Ft + 27% 4fa) rajanlat:

APBA (3-amynophenyl boronic acid) Sigma-Aldrich 8205032028 (2018.08.08.)

EDTA Sigma-Aldrich
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3. Fiiggelék. Idifiiggés vizsgdlata G1/4 E. coli és cefotaxim optimalizdlo vizsgdlatdban (35. dbra)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

4. Fiiggelék. Homérsékleti fiiggés G1/4 E. coli és cefotaxim optimalizdlé vizsgdlatdban (36. dbra)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

5. Fiiggelék. G1/4 E. coli és vdltozo cefotaximkoncentrdciok optimalizdlé vizsgdlatban (37. dbra)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

6. Fiiggelék. G1/4 E. coli vdltozo reakciotérfogatok optimalizadlé vizsgdlatdban (38. dbra)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

7. Fiiggelék. Vizsgdlatok cefotaximmal ismert és ismeretlen
rezisztenciamechanizmusii izoldtumokkal (9. tabldzat).

(A spektrumok automatikus elnevezésében - aprobetiis feliratok a spektrumok jobb felsé sarkd-
ban - tévedés tortént a mérésre kiildott fdjl hibds ésszedllitdsa miatt, ezért némelyik szadm mellett
helytelen informdciok szerepelnek. Nagy piros betiikkel Idthatok a korrigdlt informdciok)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF t6megspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

8. Fiiggelék. Kiilonbdzé torzsek cefotaximrezisztencia-vizsgdlata enziminhibitorok mellett
(10. tabldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

9. Fiiggelék. Ceftazidimoptimalizdlo kisérletek spektrogramjai G1/4 ESBL E. coli térzzsel
(46. dbra)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

10. Fiiggelék. Ceftazidim screen kiilonb6zé baktériumtorzsekkel
(+inhibicids parhuzamos mérések) (11. tdabldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

10. Fiiggelék (folytatas). Ceftazidim screen kiilonb6z6 baktériumtérzsekkel
(+inhibicids parhuzamos mérések) (11. tdbldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

11. Fiiggelék. Ampicillininkubdcids idék (balra) és antibiotikumkoncentrdcidk (jobbra)
optimalizdldsa (8.4. alfejezet)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-

szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

12, Fiiggelék. Ampicillin enzimatikus bontdsi kisérletek (12. tabldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

13, Fiiggelék. Ampicillin enzimatikus bontdsi kisérletek inhibciés pdrhuzamosokkal
(13. tdbldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

14, Fiiggelék. Penicillin enzimatikus bontdsdanak vizsgdlata MALDI-TOF MS mérésekkel
(14. tdbldzat)

= DEN Sy ———
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e e — S
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

15. Fiiggelék. Karbapenemdzaktivitds screen kiilonbézé baktériumtorzseken
(imipenem antibiotikumos és imipenem antibiotikum + inhibitoros
pdrhuzamos reakcicelegyek eredményei) (15. tabldzat)
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DIAGNOSZTIKA

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

16. Fiiggelék. Ciprofloxacinrezisztens és negativ kontroll térzsek screenelése
ciprofloxacint mddosito acetiltranszferdz enzimaktivitdsra (16. tdbldzat)
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DIAGNOSZTIKA ‘ﬁ‘

Antibiotikumérzékenység-vizsgalatok MALDI-TOF tomegspektrometrias mod-
szerrel — Bereczki Laszlo, Széll Andras

17. Fiiggelék. VRE és non-VRE E. faecalis torzsek lehetséges differencidlé marker peakjei
vizsgdlataink szerint (17. tabldzat)
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£n biztosan mem kapom el!
-

Hitek és tévhitek nélkuli oldal

fertozesekrol.hu

A fertdz0 betegségek okai, megeldzése, felismerése, gyogyitdsa.

A QR-kdod segitségével honlapcimeket, kdzdsségi portalok linkjeit,
szOvegeket, telefonszamokat, videdkat, e-mail cimeket vagy akar es-
emények informacidit is gyorsan megtekinthetjuk. Egy QR-kdd-olvasd pro-
grammal masodpercek alatt leolvashatjuk és menthetjuk az adott in-
formacioét. Ez a kdédolvasd mar sok telefonba eldre telepitve van, de szam-
talan jobbnal jobb valtozatot le is tudunk tolteni ingyenesen.

Bdévebben: https.//www.hogyankell. hu/A_QR-k%C3%B3dot_leolvasni



Kovetkezo lapszamunk tartalmabal

Felvezeto
- Barecs Istvdn: Szolgdlat

A fej fertozései

- Nagy Zoltdn Zsolt: Szemészeti fert6zések miitétek sordn

- Barna Zsuzsanna: Az infekciokontroll jelentdsége a fogdszatban

- Szabadka Hajnalka: A felsé légtiti infekciok korokozoi és
differencidldiagnosztikdja

- Téth Istvdn: Fdgterdpia: Uj utak és zsdkutcdk

Infekciokontroll bortol a 1élekig

-Sdntha Ildiko: Borjelenségek, dermatomikozisok,
ektoparazitozisok — borgyogydszat az infekciokontrollban

- Simon Gyula: Gombafertézések a béron és a nydlkahdrtydkon

- Czako Kdlmdn: Kézmosds és nevelés II.

- Fekete Mdnika, Fehér Agnes, Fazekas-Pongor Vince, Varga
Jdnos Tamads: A betegbiztonsdg orvostanhallgatoi szemszégbol

- Schmidt Ddniel: Osztdlyos gyogyszerészek a biztonsdgos
gyogyszeres terdpidért

- Barcs Istvan: Rosszul(?) dolgoztam

- Hoyer Mdria: Szocidlpszichologiai megkézelitések az
infekcidkontrollban — Korai elméletek

Integral6 infekciokontroll

iik.hu | integralo-infekciokontroll.hu




	‎I:\INFEKCIO\infekcio\kulonszam\32.pdf‎
	‎I:\INFEKCIO\infekcio\kulonszam\31.pdf‎

