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. A kutatas el6zményei

A multidrog-rezisztens baktériumok (MDRB) altal okozott
egészségligyi ellatassal kapcsolatos fertdzések sulyos problémat
jelentenek vilagszerte. Az Eurdpai Betegségmegel6zési és
Jarvanyvédelmi Kozpont adatai alapjan évente koriilbeliil 4
millié beteg fert6zédik meg az egészségiigyi ellatds soran
Eurdpaban. Ezen fertézések évi 16 millidval novelik az apolasi
napok szamat, 7 millidrd eurdval az egészségligyi ellatas
koltségeit és kozvetleniil évi 37 ezer, kdzvetve ujabb 110 ezer

halaleset okoznak (ECDC, 2015; ECDC, 2017; WHO, 2016).

Az egészségiigyl ellatassal kapcsolatos fertdzések jelentds
részéért egy kisszamu MDRB-csoport a felelds, melyekre az
angol ,,ESKAPE” mozaikszoval hivatkozhatunk. A rovidités
hat, a fertézésekben kulcsszerepet betdltdé MDRB-csoportot
jelol: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae,  Acinetobacter  baumannii,  Pseudomonas
aeruginosa és Enterobacter fajok (Rice, 2008). Az emlitett
korokozok sokféle betegséget okozhatnak az enyhébb bor- és
sebfertézésektol kezdve az ¢letet veszélyeztetd
véraramfert6zésekig, tiid- és agyhartyagyulladasig (ECDC,
2015).



A MDRB terjedésének csokkentéséhez fontos megérteniink a
koérokozok, a betegek ¢és az ¢élettelen feliilletek kozotti
kapcsolatot. A korhazi textiliak (pl. agynemd, haldruha,
torolkozo, fliggdony, dolgozok munkaruhaja, betegek ¢és
latogatok ruhazata) a hasznalatuk soran korokozokkal, akar
multidrog-rezisztens baktériumokkal is szennyezédhetnek
(Manian, 2011; Mitchell, 2015). A szennyezett feliiletek érintése
révén a korokozok megtapadhatnak az egészségiigyi dolgozok,
illetve latogatok kezén, kesztylijén vagy ruhajan, ami
elésegitheti a patogének tovabbi terjedését (Morgan, 2012;
Stiefel, 2011; Wiener-Well, 2011). A szennyezett feliiletek
fertézések, jarvanyok forrasai lehetnek (Falk, 2000; Hardy,
2006; van't Veen, 2005; Zanetti, 2007).

Egyes MDRB-torzsek akar honapokig, évekig is megdrizhetik
¢letképességiiket a textiliakon (Kramer, 2006; Otter, 2013). A
kornyezeti paraméterek (pl. tapanyagok jelenléte, a textilia
tipusa, a homérséklet és a relativ paratartalom értéke)
bizonyitottan befolydsolhatjdk a baktériumok tulélésének
hosszat (Kramer, 2006; Neely, 2008). Ugyanakkor még
megvalaszolatlan kérdés, hogy a kdrnyezeti paraméterek hogyan
befolyasoljak a tuléld baktériumok szamat az egészségligyben

relevans id6tartamokban (néhany oOra, néhany nap). A



kvantitativ vizsgalatok a szennyezett feliiletek okozta fert6zések

kockazatanak becslése soran is fontosak lehetnek.

A korokozok talélését és ezaltal terjedését csokkentheti a
textilidk antimikrobialis kikészitése (Bhaskara, 2015; Borkow,
2008). Az eziistvegyliletek és kvaterner ammoniumsok a
leggyakrabban alkalmazott antibakterialis szerek koz¢é tartoznak
(Alexander, 2009; Russell, 2004), hatékonysagukat mégis kevés
tanulmany vizsgalja kvantitativan, nagyszamu, korhazi eredeti,
ismert genetikai hatter(i, multidrog-rezisztens baktériumtorzzsel

szemben.

Az  egészségiigyi alkalmazadssal parhuzamosan egyre
elterjedtebbé valik az antimikrobidlis szerek — kiilondsen az
eziistvegyiiletek — mindennapos, otthoni hasznalata (pl.
dezodorok, sport- és alsoruhazat, agynemi, kozmetikumok,
haztartasi viztisztitd patronok) (Silver, 2003). A talzott és
sokszor indokolatlan alkalmazas aggodalomra adhat okot, mivel
széleskorii bakterialis rezisztencia kialakulasahoz vezethet,
mely csokkentheti a hatéanyagok egeészségligyl
alkalmazhatosagat. Egyes toxikus hatasu nehézfém-ionok
emberi beavatkozas nélkiil is megtalalhatéak a természetben,
ezért a baktériumok kifinomult és pontosan szabalyozott

nehézfém-homeosztazis rendszerrel rendelkeznek. A Gram-
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negativ baktériumok korében gyakori mechanizmus az intra- és
extracellularis megkotés, az enzimatikus detoxifikacid és az
aktiv efflux (Bondarczuk, 2013). A kromoszoémalisan kodolt
réz-érzékeld és réz-effluxrendszer (Copper sensing copper
efflux system — Cus-rendszer) és a plazmidon terjed6 réz-
homeosztazis- és eziistrezisztencia-sziget (Copper Homeostasis
and Silver Resistance Island — CHASRI) elsédleges szerepe az
esszencialis, de potencidlisan mérgezd mikrotapanyag, a réz
homeosztazisanak fenntartasa (Staehlin, 2016). Ugyanakkor
ezen rendszerek az eziistionok toxikus hatasatol is képesek
megoévni a baktériumot kdszonhetden a réz- €s ezilistionok
hasonl6 kémiai tulajdonsagainak. Réaadasul a Cus-rendszer,
illetve a CHASRI egyetlen mutacidja elegendd lehet a magas
szintli réz- és eziistrezisztencia kialakulasahoz (Randall, 2015;
Staehlin, 2016). Az eziistrezisztencia mechanizmusat elsésorban
Escherichia coli izolatumokon kutattak, de véleményiink szerint
fontos a jelenség megértése a multidrog-rezisztens K.
pneumoniae torzsek esetében is, hiszen az altaluk okozott
fertozések kezelésére egyre kevesebb terapids lehetdség all

rendelkezésre.



Ceélkituzeések

Az egészségligyi ellatassal kapcsolatos fertézések megeldzését
célzo intézkedések fejlesztéséhez hozzajarulhat a MDRB
feliileti  taléloképességének, az antibakteridlis textilidk
hatékonysaganak és a nem-antibiotikum tipusti antimikrobidlis
hatéanyagok elleni rezisztencia megjelenésének,
mechanizmusanak alaposabb megismerése. Ugy gondoljuk,
hogy az ilyen tipusi kutatdsokhoz nem elegendd egy-egy
torzskozponti sztenderd, vagy az adott baktériumcsoport egy-
egy extrém magas tuléloképességgel rendelkezd izoldtumanak
tesztelése. A korhazi kornyezetre jellemzd, reprezentativ
torzsgyljtemény szisztematikus, kvantitativ vizsgalatara van
sziikség az egészségiigyl ellatds szempontjabol relevans

id6tartamokban.

1. Kezeletlen textiliak: Célunk volt kvantitativ modszerekkel
megvizsgalni a kornyezeti paraméterek (tapanyagok
jelenléte, a textilidk anyaga vagy szOvése, a kornyezet
homérséklete és relativ paratartalma) hatasait a MDRB

feliileti tuléloképességére.

2. Antibakterialis hatéanyagok: Célunk volt megallapitani,

hogy a széles korben alkalmazott, eziist, illetve kvaterner
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ammoéniumsO  tartalmia  antibakteridlis  hatdanyagok
képesek-e csokkenteni a MDRB-kal szennyezett textiliak
okozta fertézésveszélyt. Célunk volt Osszehasonlitani a
hatéanyagok antibakteridlis hatékonysagat a MDRB-
csoportokkal, illetve a hatékonysagvizsgalatok soran

gyakran alkalmazott sztenderd torzsekkel szemben.

3. Eaziistrezisztencia: Célunk volt megallapitani, hogy a
hazankra jellemzd, kiilonb6z0 szekvencia-tipusu és
antibiotikum-rezisztenciaju K. pneumoniae torzsek milyen
eziist-érzékenységgel rendelkeznek, illetve szoktatas
hatasara képesek-e ellenallova valni az eziistionokkal
szemben. Kutattuk az eziistrezisztencia hatterében 4allo
mechanizmusokat, horizontdlis 4tvihetdségliket ¢és az
eziistrezisztencia kialakulasanak hatdsat a baktériumok

szaporodasi képességére.

I11. Vizsgalati modszerek

Baktériumtorzsek

Négy, az egészségiligyi ellatassal kapcsolatos fertézésekben
jelentds  szerepet  jatsz6, aerob,  multidrog-rezisztens
baktériumcsoport hatvan torzsét vizsgaltuk. A torzseket 1998. és

2014. kozott izolaltak magyarorszagi korhdzakban. A torzsek
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szekvencia-tipusa és antibiotikum-rezisztencia mintazata a hazai
¢s nemzetk6zi molekularis epidemiologiai  viszonyokat
reprezentalja. Osszehasonlitas céljabol kivalasztottunk négy,
antibiotikumokkal szemben érzékeny, toérzskozponti kontroll
torzset (American Type Culture Collection - ATCC), melyeket
gyakran vizsgélnak talélési kisérletekben és

hatékonysagvizsgalatok soran.

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

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

Staphylococcus aureus.

Antibakterialis hatéanyagok
e Sanitized T99-19 (Sanitized AG, Burghof, Svijc):
50 m/m%  dimetil-tetradecil (3-(trimetoxiszilil)propil)
ammonium-klorid — T99-19-QAC néven hivatkozom ra.
e Sanitized T27-22 Silver: 2 m/m% AgCl és 8 m/m% TiO2 —
T27-22-Silver néven hivatkozom ra.

e 0,1 M AgNO:s oldat (Szkarabeusz Kft, Pécs, Magyarorszag).
8



Kezeletlen textiliak
A Kkisérleteink soran hasznalt textilidk az INNOVATEXT
Textilipari Miiszaki Fejlesztd ¢és Vizsgald Intézet Zrt.-t6l

(Budapest, Magyarorszag) szarmaznak:

e 100% pamut lepedd, vaszonkotés,
négyzetmétertomeg: 104 g/m?

e 100% pamut torolkozo, frottir kotés,
négyzetmétertomeg: 539 g/m?

e 100% poliészter lepedd, vaszonkdtés,

négyzetmétertomeg: 106 g/m?

Textilia antibakterialis kikészitése
A 100% pamut lepeddét a Budapesti Miiszaki Egyetemen, a
Szerves Kémia és Technologia Tanszéken készitettiik ki a gyarto

(Sanitized AG, Burghof, Svéjc) ajanlasa alapjan.

Antibakterialis hatéanyagok vizsgalata

crer

A baktériumtorzsek minimalis gatldé koncentraciojat és

crer

minimalis baktericid koncentraciojat mikro-leveshigitasos

modszerrel hataroztuk meg (EUCAST, 2003).



Tuléloképesség vizsgalata textiliakon

A baktériumok tuléldképességének kvantitativ vizsgalatat az
ISO 20743-2013 szabvany alapjan végeztiik
(1ISO20743:2013(E), 2013). Az eredményeket IBM SPSS
program, parositott t-teszt, egy-tényezds variancia-analizis
(One-way ANOVA), illetve az Antibakterialis Aktivitds Erték
(1S020743:2013(E), 2013) alkalmazasaval elemeztiik.

Kornyezeti koriilmények

Vizsgaltuk a textilia anyagosszetételének (100% pamut, 100%
poliészter), szovésének (vaszonkotés, frottir kotés), a
tapanyagok jelenlétének (fiziologids sooldat, nutrient leves;
Orszagos Kozegészségiigyi Intézet — OKI, Budapest,
Magyarorszag) hatdsat a baktériumok tuléloképességére. A
kornyezeti paraméterek hatdsanak vizsgalatahoz modelleztiik
egy atlagos kortermi kornyezetben 1évd (T=25°C, Rh=52%),
illetve egy a beteg testéhez kozeli textilia allapotat (T=35°C,
Rh=83%). Elokisérleteink alapjan baktériumcsoportonként
hataroztuk meg az optimalis inkubacios idéket: MRKP: 1 nap,
MRSA: 3 nap, MACI és VRE: 7 nap.

Antibakteridlis textiliak hatékonysdga
A T99-19-QAC és T27-22-Silver lepeddk rovid és hossza tavia

hatékonysaganak vizsgalatahoz egy oras, illetve egy napos
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inkubacios 1dot valasztottunk valamennyi baktériumcsoport
esetén. Kontrollként kezeletlen, 100% pamut lepeddt

hasznaltunk.

Eziistrezisztencia

Az eziistrezisztencia kialakuldsit a MRKP és MACI torzsek
esetében folyamatosan névekvd AgNOs koncentraciéo mellett,
mikrotiter ~ lemezen  vizsgaltuk  (To6th, 2014). Az
ezlistrezisztencia hatterében all6 molekularis mechanizmusokat
uj generaciés DNS szekvenalas modszerével kutattuk. MiSeq
(IMumina Inc., San Diego, USA) késziiléken végzett pair-end
szekvenalassal elemeztiik 6t sziild — eziist-rezisztens torzspar,
illetve kettd nem szoktathatd torzs genetikai allomanyat. A
szoktatds soran  bekovetkezd  genetikai  valtozasokbol
kovetkeztettiink a rezisztencia kialakuldsanak mechanizmusara.
Az eredeti és eziist-rezisztens torzsek novekedési képességét
turbidimetrias modszerrel hasonlitottuk 6ssze monokulturaban,
harom kiilonb6z6 AgNO3 koncentracidé mellett (0 uM, 5 uM és
315 uM Ag"). Az eziist-rezisztenciat okozo gének horizontalis
atvihetdségét konjugacios kisérletekkel vizsgaltuk (Werner,
2010).
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IV. Uj tudomanyos eredmények

A.Multidrog-rezisztens baktériumok tuléloképessége
kezeletlen textiliakon
Legjobb tudomasunk szerint elészor kutattuk kvantitativan
nagyszamu, genetikailag jol jellemzett, a hazai és nemzetkdzi
epidemiologiai viszonyokat reprezentald MDRB torzs talélését

alapvet6 korhazi koriilményeket modellezve [1-3].

Eredményeink alapjan a MDRB torzsek barmely megvizsgalt
textilidara keriilve fertézésveszélyt jelenthetnek. A MACI és
VRE torzsek mutattdk a legmagasabb, a MRKP torzsek a

legalacsonyabb tuléloképességet (csiraszam/textildarab).

Megallapitottuk, hogy a kdrnyezeti koriilmények (tapanyagok
jelenléte, textilidk anyagdsszetétele és szovése, a kornyezet
hémeérséklete és paratartalma) szignifikdnsan befolyasolhatjak a
korokozok kezeletlen textilfeliileteken valo talélését. Minden
MDRB szignifikdnsan magasabb tuléloképességet mutatott
frottir, 100% pamut t6r6lk6z6n, mint a kontrollként hasznalt
vaszonkotéstt 100% pamut lepedén. Elméletiink szerint a
torolkozo feliiletén a baktériumsejtek lassabban szaradnak ki,

ami csokkenti a vizelvonds okozta membran, fehérje ¢&s
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nukleinsav kéarosodas mértékét, igy novelve a baktériumok
tuléloképességét.

A tapanyagok jelenléte szignifikansan novelte a MRKP ¢és
MRSA torzsek taléloképességét a tapanyagszegény inokulald
kozeggel 6sszehasonlitva. EIméletiink szerint a taplevesben 1évo
szerves anyagok a biofilmképzé baktériumok altal termelt
exopoliszacharidokhoz hasonléan megkdtik a vizmolekulékat,
igy lassitjadk a baktériumsejtek kiszaradéasat, amivel novelik a
tuléloképességiiket. Az elméletet igazolja, hogy a tdpanyagok
jelenléte csak a szaritassal szemben érzékenyebb MRKP és
MRSA torzsek taléloképességét novelte, a szaritdssal szemben

ellenallo MACI és VRE torzsekét nem.

A textilia kémiai 6sszetétele eltéréd modon befolyasolta a Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumcsoportok tuléloképességét.
A Gram-pozitiv. MRSA ¢és VRE torzsek szignifikdnsan
magasabb, a Gram-negativ  MACI torzsek szignifikansan
alacsonyabb tuléloképességet mutattak 100% poliészter

leped6n, mint a kontroll, 100% pamut lepedén.

A testhez kozeli textiliat modellezé kisérletben, magasabb
homérséklet és paratartalom mellett minden MDRB
alacsonyabb  tuléloképességet mutatott, mint kontroll

korilmények kozott. Ennek oka lehetett, hogy alacsonyabb
13



homérsékleten, alacsonyabb aktivitast mutatnak a baktériumok,
igy kdnnyebben elérhetnek egy nyugvo allapotot, ami noveli a

tuléloképességiiket.

Antibakterialis textiliak hatékonysaga
Legjobb tudomasunk szerint elészor vizsgaltuk meg két
antimikrobialis  kikészitészer hatékonysdgat nagyszama,
genetikailag jol jellemzett, a hazai és nemzetk6zi epidemiologiai

viszonyokat reprezentald6 MDRB t6rzzsel szemben [4-6].

Az eziist-klorid tartalmt T27-22-Silver hatdéanyag szignifikans
antibakterialis hatékonysagot mutatott a Gram-pozitiv MRSA és
VRE baktériumok ellen. Egyik antibakteridlis hatbanyag sem
mutatott szignifikans hatékonysagot a multidrog-rezisztens
Gram-negativ MRKP és MACI torzsekkel szemben.

Az ATCC 25923 és ATCC 6538 S. aureus és az MRSA torzsek
hasonlo tuléloképességet mutattak mind a kezeletlen, mind az
antibakterialis textilidkon, ezért ezen sztenderdek hasznalata
ajanlhat6 a hatékonysagvizsgalatok soran. Ugyanakkor fontos
megjegyezniink, hogy vannak a szdraz feliileten magasabb
tuléloképességet mutatd baktériumcsoportok is, pl. az altalunk

is vizsgalt VRE torzsek, ezért ezek hasznalata szintén javasolt.
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Az ATCC 25922 és ATCC 11105 E. coli torzsek valamennyi
textilia feliiletén alacsonyabb taléloképességet mutattak, mint a
multidrog-rezisztens ~ Gram-negativ =~ baktériumok,  igy
alkalmazasuk nem javasolt a talélési kisérletek ¢és
hatékonysagvizsgalatok soran. Ezen sztenderdek hasznalataval
alulbecsiilhetd a Gram-negativ baktériumok éaltal szennyezett
feliiletek okozta fertézésveszEly, illetve thalbecsiilheté az

antibakterilis hatdoanyagok hatékonysaga.

Az antibakterialis hatékonysdg méréséhez koriiltekintéen
kivalasztott, bizonyitottan jol tulél6 MDRB torzsek hasznalatat,
az eredmények elemzéséhez az Antibakterialis Aktivitas Ertéket

javasoljuk.

C. Eziistrezisztencia (multidrog-rezisztens K. pneumoniae)
Legjobb tudomasunk szerint el6szor vizsgaltuk globalisan
elterjedt, magas kockazata (ST15, ST11, ST258), illetve minor
klénokhoz (ST274, ST25) tartozO6 MRKP torzsek eziist-
rezisztenciagjanak  indukalhatosdgat, = mechanizmusat  és

horizontalis atvihetoségét [7, 8].

Az eziistrezisztencia indukalhatonak bizonyult mind a magas
kockazati (ST15 (n=6), ST11 (n=3), ST258 (n=2)) klénok, mind

egy ST274 minor klonhoz tartozd torzs esetében. Az eziist-
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rezisztens fenotipus eziistvegyiiletek hianyaban is stabilan

fennmaradt.

MRKP torzsekben (ST274) eldszor irtuk le az eziistrezisztencia
kialakulasanak hatterében a kromoszémalis cusS és ompK36
gének mutacioit. Legjobb tudomésunk szerint mi irtuk le eldszor
az ezlistrezisztencia gének sikeres atvitelét MRKP (ST15, ST11)
¢s E. coli torzsek kozott. A p5442 plazmid sikeres
miszerint az eziistrezisztencia kialakuldsdhoz elegendd a
CHASRI-rendszer silS  génjének  egypontos nukleotid

polimorfizmusa.

Megallapitottuk, hogy sem a CHASRI-rendszer, sem a
kromoszémalis  Cus-rendszer mutaciéi révén kialakult
eziistrezisztencia nem jelent érdemleges novekedési hatranyt
ezlistmentes kornyezetben. Eziistvegyiiletek jelenlétében a
CHASRI rendszer hordozasa fontos szelekcids elényt jelenthet
a baktériumok szadmaéra, egyrészt a nagyobb ndvekedési
képesseg, masrészt  az ezlist-rezisztens fenotipus

megjelenésének megnovekedett esélye miatt.

Az  eziistrezisztencia  indukalhatosaga és  horizontalis

terjeszthetdsége révén a magas kockdzatt MRKP klonok

16



CHASRI hordozésa veszélyeztetheti az eziistvegyiiletek

egészségligyi alkalmazasanak hatékonysagat.

V. Az eredmények hasznositasi lehetosége

Alapvetd kortermi koriilményeket modellez6, a MDRB feliileti
tuléloképességét kvantitativan vizsgald kisérleteink eredményei
segithetik a MDRB egészségiigyi intézményekben torténd
terjedésének jobb megértését, hasznosnak bizonyulhatnak
fertézések, jarvanyok forrasanak felkutatdsa soran, illetve

hozzéjarulhatnak az infekcidkontroll protokollok fejlesztéséhez.

Az antimikrobialis hatéanyagok hatékonysdganak elemzése
soran levont kovetkeztetéseink irdnymutatoak Ilehetnek a

JjovObeni kutatdsok modszertananak kidolgozasaban.

A magas kockazatu, illetve minor klonokhoz tartoz6é multidrog-
rezisztens K. pneumoniae torzsek vizsgalata soran kapott
eredményeink bdévitik az eziistrezisztencia kialakulasaval,
molekuldris mechanizmusaval, horizontalis &tvihetéségével
kapcsolatos ismereteket, ¢€s felhivjak a figyelmet az
antibakteridlis hatéanyagok koriiltekintd alkalmazasanak

fontossagara.
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