Doktori (PhD) értekezés tézisei

Multirezisztencia mechanizmusainak vizsgalata Gram
negativ korokozok korében: karbapenem rezisztens

Acinetobacter baumannii genomi epidemiologiaja

Balazs Bence

Témavezeto: Dr. Kardos Gabor

DEBRECENI EGYETEM
Gyogyszereszeti Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2022



Multirezisztencia mechanizmusainak vizsgalata Gram
negativ korokozok korében: karbapenem rezisztens
Acinetobacter baumannii genomi epidemiologiija

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
a gyogyszerészeti tudomanyok tudomanyagban

frta: Balazs Bence okleveles molekularis biologus

Késziilt a Debreceni Egyetem Gyogyszerészeti Tudomanyok doktori iskoldja
(Mikrobiolégia programja) keretében

Témavezeté: Dr. Kardos Gabor, PhD

Az értekezés biraloi:
Dr. Gesztelyi Rudolf, PhD
Prof. Dr. Pal Tibor, MTA doktora

A biralobizottsag:
elnok: Dr. Kovacsné Prof. Dr. Bacskay Ildik6 Katalin, PhD
tagok: Dr. Gesztelyi Rudolf, PhD

Prof. Dr. Pal Tibor, MTA doktora
Dr. Fehér Enik6, PhD
Prof. Dr. Bacsi Attila, MTA doktora

Az ¢rtekezes védeseének helye és idopontja:
Debreceni Egyetem, AOK, Siirgésségi Orvostani Tanszék tanterme
2023. januar 12., 13 6ra



Bevezetés

A nozokomidlis vagy egészségiigyi ellatassal dsszefiiggd fertdzések vilagszerte sulyos
problémat jelentenek. Korhazi ellatas soran minden szdz betegbdl a fejlett orszagokban 7,
fejlodo orszagokban 10 fert6zodik meg valamilyen korokozoval. Természetesen a kiilonb6zo
korhazi osztalyoknal példaul intenziv terapids osztalyok (ITO), égési osztalyok, neonatalis
osztalyok, a fert6z0dés aranya eltérhet. A legyakrabban és a legsulyosabb infekciok a ITO-
kon alakulnak ki, csak ezen osztalyokat tekintve a fert6ézés aranya elérheti a 20,6%-ot is. A
magas eléfordulasi arany megndvekedett mortalitassal is jar. Az Egészségiigyi Vilagszervezet
szerint, csak a legszegényebb régiokban (Délkelet Azsia, szubszaharai Afrika) eléri a 75%-ot
a halalesetek szdma a csecsemdosztalyokon. Ez az ardny azonban a leggazdagabb régidokban
is 3,5 és 12,0% kozé esik. A nozokomidlis korokozok terjedése és a jarvanyok kialakuldsa
tobb tényezds folyamat. A koérokozd akir a beteg normdl flordjanak tagja is lehet,
opportunista patogénként az immunrendszer legyengiilése esetén okozhat stlyos fertdzést.
Masik forrdst maga a korhazi kornyezet jelent. Transzmisszidjuk torténhet korhazi
személyzettel, eszkdzokkel, illetve masik fertdzott beteggel vald direkt kontaktussal. Tovabba
a korokozok ott lehetnek a vizhalozatban is, ami ndveli a terjedés lehetdségét, amely
csOkkenthetd a megfeleld higiéniai intézkedések betartasaval (kézfertStlenités, szdjmaszkok
megfeleld hasznalata és igy tovabb).

A problémat tovabb sulyosbitja a multirezisztens (MDR — multidrug resistant)
korokozok jelenléte. Ezek a korhazi kornyezetben megtalalhatd baktériumok képesek
ellenallni az antibiotikumok széles spektrumanak vagy akar fert6tlenitd szereknek is. Sokan
kozolik abiotikus feliileteken is hossz ideig (>100 nap) talélnek, illetve ellenallnak a
kiszaradasnak is. A nozokomialis fertézések dontd részéért az ugynevezett ESKAPE
korokozok (az Enterococcus fajok, a Staphylococcus aureus, a Klebsiella pneumoniae, az
Acinetobacter baumannii, a Pseudomonas aeruginosa és az Enterobacter fajok) a felelosek.
Mindezen korokozok koziil az elmult évtizedekben a nem fermentald, aerob, Gram-negativ

baktériumok altal okozott fertdzések klinikai szempontbdl jelentds kihivassa valtak.



Célkituzés

Munkacsoportunk 2010 ota végzi a multirezisztens A. baumannii rezisztenciajanak
molekularis epidemiologiai vizsgélatat, kiegészitve az antibiotikum felhasznalas elemzésével.
Jelen tanulméany a 2012 utan iddszak eredményeit mutatja be, illetve a székletmintakbol
szarmazo A. baumannii izolatumokat hasonlitja 6ssze az azonos id6szakbol szarmazo klinikai
izolatumokkal. Elézetes vizsgalataink alapjan felmertilt, hogy a Debreceni Egyetem Klinikai
Kozpontjanak osztalyain 01j, karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii torzs jelent meg.

Ezért, szerettlink volna valaszt keresni arra, hogy:

e Tortént-e torzsvaltas?

e Az 1j torzs rezisztencidja eltér-e a korabban dominans klonokétol, akar genomi akar
fenotipusos jellegben?

e Mi allhat a torzsvaltas hatterében?

e Az antibiotikum felhasznalasnak van-e szerepe a torzsvaltasban?

o Az1j és régi torzsek mennyire térnek el egymastol?

e Megjelenhetnek-e tiinetmentes hordozok?



Anyagok és modszerek

Acinetobacter baumannii klinikai izolatumok

A vizsgalt klinikai Acinetobacter baumannii izolatumokat a Debreceni Egyetem
Klinikai Kozpontjanak klinikairél gytijtottik ossze 2012 és 2017 kozott. Osszesen 521
izolatumot vizsgaltunk: 2012-ben 74; 2013-ban 118; 2014-ben 128; 2016-ban 136 és 2017
aprilisaig 65 izolatumot gyUjtottiink. Az izolatumokat tigy valogattuk G6ssze, hogy minden
betegt6l az adott vizsgalati évben csak egy izolatum szerepeljen. A mintak, melyekbdl a
baktériumot izolaltuk a klinikak fekvdbeteg, illetve intenziv osztalyairdl szarmaztak.
Mintamegoszlast tekintve az izolatumok 44,7%-a (233/521) bronchus mintakbdl szarmazott,
emellett a leggyakrabban seb (38/521), trachea (33/521), vizelet (36/521) és a vér (37/521)
mintakbol tenyészett ki A. baumannii. Az klinikai eredetii izolatumok identifikalasa MALDI-
TOF-MS (Matrix-Associated-Laser-Desorption/lonization Time-of-Flight Mass-
Spectrometry) modszerrel, MALDI Biotyper (Bruker Daltonics) késziilékkel tortént. A 2012-
ben, 2013-ban, 2014-ben, 2016-ban és 2017-ben gyijtott és vizsgalt A. baumannii torzsek
rezisztencia profiljat (genotipus és fenotipus) a munkacsoport 2010/2011-es évben végzett

kutatasa soran vizsgalt A. baumannii izolatumok eredményeivel is 6sszehasonlitottuk.
Széklet eredetii A. baumannii izolatumok

A kutatocsoport masik tanulmdnya sordn a rutin diagnosztikai tenyésztésre érkezd
sz€klet mintdkat 2 mg/L cefotaxim tartalml eozin-metilénkék taptalajra is kioltottuk kiterjedt
multirezisztens Gram-negativ baktériumok keresése céljabol. A taptalajon kitenyészett
baktérium telepeket MALDI-TOF-MS segitségével identifikaltuk, majd az A. baumannii
telepeket izolaltuk. A vizsgalat 2017 januarja és 2019 aprilisa kdzétt zajlott. Osszesen 7806
mintat vizsgaltunk, melyek a Debreceni Egyetem Klinikai Kézpontjdnak kiilonbozd fekvo

beteg osztalyairdl érkeztek.
Antibiotikum érzékenység meghatarozas

Mind a klinikai mind a széklet eredetii A. baumannii izolatumok antibiotikum
érzékenységének vizsgalata Kirby-Bauer féle korongdiffiiziés méddszerrel tértént az European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) aktudlis évi ajanlasa alapjan

az alabbi antibiotikumokkal szemben: imipenem, meropenem, ciprofloxacin, amikacin,



tobramycin, gentamicin. A colistin érzékenység meghatarozasa minden esetben mikrodilucios

vizsgalattal tortént (Merlin Diagnostics, Germany).
Antibiotikum felhasznalas és toréspont analizis

A havi antibiotikum fogyasi adatokat és a fert6zések incidencia denzitasait 2005 és
2017 kozott gyujtottiik havi bontasban. A fogyasi adatokat definidlt napi doézisban (DDD —
defined daily dose) szamoltuk, a DDD-k szamat 100 apolasi napra (OBD — occupied bed-
days) vonatkoztatva adtuk meg. A fertézések incidencia denzitasat a fekvobetegekben
jelentkezd fertézések 100 apolasi napra vonatkoztatott szamaval jellemeztiik. Az igy kapott
idésorokban Mann-Kendall teszttel kerestiik a trend meglétét. A karbapenem érzékeny, illetve
karbapenem rezisztens torzsek incidencia denzitdsanak iddsoraiban valamint a karbapenemek
fogyési adatainak iddsoraiban, az iddsorok jelentds valtozésait toréspont (changepoint)
analizissel vizsgaltuk. Osszehasonlitva az egyes idSsorokban taldlt tdréspontokat,
Osszefiiggéseket kerestlink az antibiotikum hasznalat és a karbapenem érzékeny, illetve
karbapenem rezisztens Acinetobacter baumannii (CRAD) incidenciaja kozott.

A toréspont analizis esetében az egyes idOsorokban kerestiink tdréspontokat és a
kiilonboz6 idésorokban talalt toréspontok iddbeli tdvolsagat elemeztiik. A toréspont analizis
esetében az atlag eltéréseit kerestiik, a changepoint R csomagban a cpt.mean paranccsal a
Pruned Exact Linear Time (PELT) modszerrel. El0szor megkerestiik azt a penalty értéket,
ahol az adott iddsorban a tdoréspontok szdméanak novekedése mar nem exponencialis
(Changepoints for a Range of Penalties (CROPS) moddszer), majd ezzel a penalty értékkel
meghataroztuk a toréspontokat. A tesztet gy paramétereztiik, hogy hat honapnal révidebb
periodusok (két toréspont kozé¢ esd iddszakok) létrejottét szupprimaltuk. Amennyiben két
iddsor toréspontjai idoben kozel estek egymashoz, kozottiik kapcsolat meglétét feltételeztiik.

A toréspont analizis témavezetdi segitséggel tortént.
Granger oksagi vizsgalat

A tiinetmentes hordozas és a klinikai mintakbol szarmazo A. baumannii izolalatumok
kozotti oksagi Osszefiiggés vizsgalata Granger oksagi teszttel tortént. A Granger-féle oksagi
vizsgalat eldrejelzési mindség Osszehasonlitason alapul, ahol egy iddsort 6nmagaban, majd
egy masik iddsor bevonasaval vizsgalunk. Ha az eldrejelzés mindsége az utdbbi esetben jobb,

akkor az els6 idOsort a masikat Granger-okozza, ami lehetséges ok-okozati 0sszefliggést jelez.



A Granger oksagi tesztet Anil és mtsai. nyoman végeztik el az alapadatok
felhasznalasaval (differencialas és Box-Cox transzformacioé nélkiil).

A Granger oksagi teszthez Osszegyujtottiik a fekvobetegek székletmintaibol, valamint
a nozokomialis fert6zésekbdl szarmazo karbapenemre érzékeny és a rezisztens A. baumannii
el6fordulasat havi bontasban 100 &polési napra vonatkoztatva 2017 és 2019 kozott. A
Granger-kauzalitast az infekciobol szarmazd és fekalis eredetli A. baumannii incidencia-
id6sorparok kozott teszteltik.

A Granger oksagi teszt elvégzése témavezetdi segitséggel tortént.
Rezisztencia gének

A karbapenem rezisztenciat biztositd blaoxa-23-iike, blaoxa-so-like €s blaoxa-si-like géneket,
valamint a 1Sapba-1 inszercios szekvenciat Woodford és mtsai. illetve Turton és mtsai altal leirt
metodikaval kerestiik polimeraz lancreakcio (PCR) segitségével. Az aac(6°)-1b, az aph(3°’)-la
¢s az armA aminoglikozid rezisztencia hatterében alloé gének eléforduldsat Frana és mtsai.,
Vila és mtsai., valamint Bogaerts €s mtsai. altal leirt modszerrel vizsgaltuk PCR segitségével.

A reakciokat korabbi munkék soran optimalizaltuk.
Teljes genom szekvenalas (WGS — Whole genome sequencing)

A teljes genom szekvenalasdhoz a 2010/11-es vizsgalatbol 9, az A. baumannii 6sszes
pulzotipusat (Al; A2; B; CI; C2; D) és az egyedi izoldtumokat képviseld izolatumokat
vélasztottunk. Egy pulzotipusba tartozonak tekintettiik a pulzalo mezejli gélelektroforézis
soran >90% hasonlosadgot mutatd izolatumokat. A 2017-es klinikai izolatumok koziil 14, a
sz€klet eredetliek koziil 15 izolatumot valasztottunk ki a rezisztencia fenotipusban mutatkozo
kiilonbségek (érzékenyek az Osszes vizsgalt antibiotikumra; amikacin rezisztensek, de
tobramycinre érzékenyek; csak gentamicinre és colistinre érzékenyek; csak ciprofloxacinra és
colistinre érzékenyek; a colistint kivéve minden vizsgalt antibiotikumra rezisztensek), illetve a
génhordozas eredményei (karbapenemazok illetve az armA gén jelenléte) alapjan teljes
genom analizisre.

Az Osszes izolatum genomialis DNS-ét a DNeasy UltraClean Microbial Kit (Qiagen,
Hilden, Németorszag) segitségével extrahaltuk. A konyvtarakat Nextera DNA Flex konyvtar-
elokészitd készlettel (Illumina, San Diego, USA) hoztok Iétre, és MiSeq platformon
(Mumina) a MiSeq Reagent Kit v2 (300 ciklus) (Illumina) segitségével szekvenaltuk, a gyartd

utasitasainak megfeleléen. Az eredményiil kapott FASTQ fajlok felhasznéaldsaval, majd a
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Ridom SeqSphere+ szoftverbe integralt Velvet assemblerrel (Ridom GmbH, Miinchen,
Németorszag) de novo Osszeszereltiik a draft genomokat. A cgMLST analizist SeqSphere+
szoftverrel (Ridom) hajtottuk végre az A. baumannii cgMLST 1.0 verzioji séma alapjan. Az
antibiotikum rezisztencia géneket a ResFinder v3.9 (cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/) és a
Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v3.1.0 (card.mcmaster.ca/analyze)
segitségével azonositottuk. A nyers szekvencidkat feltoltottik az NCBI BioProject
adatbazisba (BioProject ID: PRINA671692).

A teljes genom szekvenaldst a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpont munkatarsainak

segitségével (Dr. Toth Akos és kollégai) végeztiik el.
Time-kill assay

Time-kill vizsgalatok soran a meropenem, az imipenem ¢és a colistin hatasat vizsgaltuk
mind a klinikai, mind a széklet eredetii izolatumokkal szemben. A kiindulasi baktérium
inokulum 10° CFU/mI volt, a gyégyszerkoncentraciok 16 és 128-1024 mg/l karbapenemek
(imipenem, meropenem) és 2-32 mg/L colistin esetében, Mueller-Hinton taplevesben (Lab M
Limited, Heywood, UK.). Mindegyik kisérlet tartalmazott egy pozitiv (antibiotikum mentes)
¢s egy negativ (antibiotikum és baktérium mentes) kontrollt is. A reakcid térfogata 5 mL volt,
a baktérium inokulumot €s az antibiotikumot tartalmaz6 folyékony médiumokat 37 °C-on
inkubaltuk, és 2; 4; 6; 8; 10; 12 és 24 6ra idépontban szilard Mueller-Hinton taptalajra (Lab M
Limited, Heywood, Egyesiilt Kirdlysag) oltottuk le. A taptalajokon kinétt telepeket 24 Oras,
37 °C-on torténd inkubalas utdn megszamoltuk. Meghataroztuk az 61ési ratat (K): Nt=No x e
kt ahol N; az életképes baktérium telepek szdma t idépontban, No az életképes baktérium
telepek szama a kezdeti médiumban, K az 6lési rata és t az inkubacids id6. A negativ és a
pozitiv K értékek novekedést, illetve pusztulast jeleznek. Baktericid hatasnak tekintettiik, ha a
kiindulasi éldcsiraszamhoz képest >99,9%-o0s csokkenést talaltunk. Minden vizsgalatot

legalabb két parhuzamos kisérletben végeztiink.



Eredmények

Antibiotikum fogyasi eredmények:

A karbapenem fogyasztidsa egyenletesen nétt 2005 és 2018 kozott (p<0,001, a
meropenem haszndlat négyszeresére nott a két végpont kozott. Az atlagos felhasznalds 0.64
DDD/100 OBD 2007-ben, mig 2.69 DDD/100 OBD 2017-ben. Az imipenem fogyasztas a
meropenemhez hasonld volt 2007-ben (atlagos felhasznalas 0.48 DDD/100 OBD), de nem
valtozott drasztikusan a vizsgalt idOszak alatt (2017-ben az atlagos fogyas 0.80 DDD/100

OBD). A meropenem felhasznalas jelentésen meghaladta az imipenem fogyast.
Toréspont analizis

A vizsgalat soran hat olyan pontot talaltunk, amikor a CRAb torzsek eléforduldsa
jelentdsen valtozott (az idésor adott szakaszanak megvaltozott az atlaga). A megndvekedett
CRADb prevalencia és a karbapenem hasznalat kozott két esetben talaltunk iddébeli

Osszefiiggést: 2009 februarja és juniusa, illetve 2014 oktobere és decembere kozott.
Granger-okozati vizsgalat

A CRADb fekalis hordozasat a fekvObetegeknél a klinitkai CRAb megndvekedett
prevalenciaja okozta (F = 15,84; p < 0,001), de a fekvébetegeknél a CRAb székletben vald
megjelenése nem fokozta a CRAD eléfordulasat (F = 0,03, p = 0,855) a klinikai mintadkban.
Ezzel szemben sem a karbapenemre érzékeny A. baumannii tiinetmentes hordozasa nem allt
okozati Osszefiiggésben a klinikai mintakbol szarmazé karbapenem érzékeny A. baumannii

prevalenciajaval (F = 2,15, p = 0,155), sem pedig forditva (F = 0,13, p = 0,726).
Klinikai izolatumok

A klinikai izolatumok antibiotikum érzékenysége

A rezisztencia 75% feletti volt az Osszes vizsgalt antibiotikum esetében, kivéve a
colistint. A karbapenem rezisztencia folyamatosan nétt a vizsgéalat sordn (p<0,001). Az
izolatumok tobb mint 90%-a CRAD volt. A ciprofloxacin €és gentamicin rezisztencia nagyon
magas maradt a vizsgalat soran, mig az amikacin és tobramycin rezisztencia 2016-17 kozott

szignifikansan csokkent (p<0,001). A colistin rezisztencia mindvégig sporadikus volt.



Klinikai izolatumok rezisztencia gén megoszlasa

Az aminoglikozid rezisztencia gének prevalenciaja a vizsgalt idészakban csokkent. A
dominéns aph(3’)-Vla foszfotranszferaz gén prevalencidja 90,6%-r6l 6,2%-ra csokkent
(p<0,001). Az aac(6")-Ib acetil-transzferaz esetében szintén hasonld mintazat figyelhetd meg
a vizsgalat végpontjai kozott szignifikdns csokkenés volt (56,9% vs. 27.7%). A metil-
transzferdz armA gyakorisag a két végpont kdzott nem mutatott szignifikans eltérést, viszont a
2014 és 2016 kozott a gén prevalencidja szignifikdnsan csokkent. (p<0,001).

Az 6sszes izolatum tartalmazta a blaoxa-si-like géneket, ami azt bizonyitja, hogy minden
vizsgalt izolatum A. baumannii volt. A dominans karbapenemaz gén 2010 és 2014 kozott a
blaoxa-23-iike Volt, de a géncsalad eléfordulasa 2016-ban és 2017-ben szignifikansan csokkent
(p<0,001). A blaoxa-ao-like karbapenemazok prevalenciaja ezzel ellentétes tendenciat mutatott,
mig a vizsgalati id6szak elején a géncsalad szinte teljesen hianyzott, prevalenciaja 2016-ban

szignifikansan emelkedett (p<0,001), 2017-ben pedig még magasabb volt (p<0,001).

Klinikai izolatumok teljes genom szekvenalasa

2010-ben a blaoxa2sike géncsaladba tartozd karbapenemazok blaoxa2s génnek
bizonyultak az Osszes szekvendlt torzsben, amely az Osszes fobb pulzotipust reprezentélta,
szekvenciatipusokat tekintve (ST) ST1, ST2 és ST45 fordult eld.

A 2017-b6l szarmazd Osszes csak blaoxa-2zike szerzett karbapenemaz gént hordozo
izolatum, a ST2-be tartozott. A nagyobb prevalenciaju blaoxa-so-ike géncsaladot hordozd
(75,0% 2016-ban ¢és 92,3% 2017-ben) izolatumok az ST636-hoz és az ST492-hez tartoztak,
amelyek mindegyike blaoxa-72 gént, illetve harom ST636 torzs esetében az a blaoxa72 és a
blaoxa-23 gént egyiitt kodolta. A blaoxa23 gén kornyezetében elhelyezkedd gének ezekben az
izolatumokban megegyeztek a 2010-bdl szarmazd ST1 és ST45 torzsekével (példaul az
aph(3’)-Vla gén). Mas tipusu szerzett karbapenemdz géneket nem taldltunk a szekvenalt
genomokban.

Az ST636 izolatumok genetikailag igen egységesek voltak, a tavolsag < 4 allél volt,
mig az ST2 torzsek sokkal diverzebbnek bizonyultak, egyes torzsek kozott 20 allél
kiilonbséget is detektaltunk, igy elkiiloniilé alcsoportokba voltak sorolhatdak.

Klinikai izolatumok id6-0lés vizsgalata

A vizsgalt izolatumok klinikai szempontbdl rezisztensek voltak mind meropenemmel,
mind imipenemmel szemben, a minimalis inhibitor koncentracio (MIC) >32 mg/L volt,

kivéve a csak blaoxa-s1-like gént kodold két izolatumot (MIC=2 mg/l mindkét esetben). A csak
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blaoxa-2z hordozokkal (ST2) szemben a meropenem koncentraciofiiggé baktericid hatast
mutatott 128-1024 mg/L kozott (atlag k= 0,48; 0,13-0,59), mig a blaoxa-72 hordozok (ST636;
ST492) nem pusztultak el 256 mg/l-nél (atlag k= -0,27; -0,49 és -0,01 kozott), csak 512-1024
mg/L koncentracio kozott volt baktericid hatas (atlag k=0,14; 0,00 - 0,28), s6t a mindkét
karbapenemazt, blaoxa-23 és blaoxa-72, hordozé izolatumok ellen csak bakteriosztatikus hatast
figyeltiink meg a legmagasabb 1024 mg/L koncentracion (atlag k= -0,14; 0,00 - -0,25) is. A
meropenem 32 mg/L koncentracion baktericid volt a csak kromoszomalisan kodolt blaoxa-s:-
like gént hordozoé (atlag k=0,08; 0,05-0,10) izolatumokkal szemben.

Az imipenem koncentracio-fiiggetlen baktericid hatast mutatott 16 és 128 mg/L
kozott, a blaoxa7z2 (atlag k= 0,17; 0,05-0,31) és a blaoxa2s (atlag k=0,36; 0,19-0,57)
karbapenemazt kodold torzsek ellen is. A mindkét karbapenemazt egyiitt kodold torzseknél
(ST636) a baktericid koncentracio 128 mg/L volt (atlag k=0,43; 0,16-0,71). Hasonloképpen a
meropenemhez, az alacsonyabb koncentracio (16-32 mg/L) hatdstalan volt, de az imipenem
valamivel hatékonyabbnak bizonyult 16 mg/L-nél a csak blaoxa-72 hordozokkal (ST636;
ST492) szemben.

A colistin hatasa inkabb izolatum, mint torzsfiiggd volt, de mind blaoxa-23, blaoxa-72
illetve blaoxa-23/blaoxa-72 kddold torzsekkel szemben a colistin baktericid hatast mutatott <2

mg/L koncentracion.
Széklet izolatumok

Széklet izolatumok megoszlasa és fenotipusos rezisztenciaja

Az els6 vizsgalati idészakban (2011-2013) csak egy A. baumannii izolatumot talaltunk
(0,02%) a székletmintdkban (n=4067). 2017 januarja ¢és 2019 aprilisa kozott 7806
székletmintat vizsgaltunk, amibdl 55 (0,15%) A. baumannii izolatum (24 db 2017-ben; 25 db
2018-ban; 6 db 2019-ben). Ezek az izolatumok olyan betegekbdl szarmaztak, akiknek mas
mintaib6l nem tenyészett ki A. baumannii. Ebb6l az 55 izolatumbol 30
gyermekgyogyaszatrol, 15 belgyogyaszatrol, 10 pedig kiilonb6z6 mas klinikdkrol (pl.
tiidogyogyaszat, idegsebészet) szarmazott. Az A. baumannii izolatumok koziil 15 volt CRAb
(imipenem €és meropenem rezisztens), 17 ciprofloxacinnal, 9 amikacinnal és tobramycinnel,

13 pedig gentamicinnel szemben mutatott rezisztenciat.

A széklet izolatumok teljes genom szekvenalasa
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A teljesgenom analizishez 16 széklet izolatumot valasztottunk ki az antibiotikum
érzékenységi és PCR vizsgélatok alapjan. A szekvendlt izolatumok koziil 15 legalabb egy
karbapenemazra pozitiv volt, egy esetében pedig nem talaltunk sem blaoxa-23-like Sem blaoxa-4o-
like gént, de fenotipusosan rezisztens volt a vizsgalt karbapenemekkel szemben.

A 16 szekvenalt izolatum koziil csak az blaoxa-72-t hordozdé ST636-ot (n=9) és az
ST492-t (n=2) mutattunk ki. Két esetben talaltunk blaoxa-72/blaoxa-2z hordozd ST636
izolatumot. A két ST492 torzs az armA aminoglikozid rezisztencia gént is hordozta. A blaoxa-
72 gén kornyezetének tovabbi vizsgalata soran kidertiilt, hogy az ST636 és ST492 izolatumok
PMAL-1-like és pA105-2-like plazmidokat hordoznak. Csak harom izoldtum nem tartozott az
ujonnan megjelent szekvenciatipusok (ST492, ST636) k6z¢é, az aac(6’)-1b-cr és csak a blaoxa-
120 hordoz6é ST132, valamint a blaoxa2o0 gént hordozé az ST45. Egy esetben talaltunk egy 1j,
blaoxa-106 gént hordoz6 szekvenciatipust.

A WGS megerdsitette, hogy hasonléan a klinikai eredeti ST636 CRAB
izolatumokhoz, a fekalis ST636 torzsek is genetikailag nagyon kozel vannak egymashoz,

ebben a filogenetikai csoportban minddssze 4 allél tavolsagot észleltiink.

A klinikai és széklet izolatumok osszehasonlitasa

A klinikai izoldtumok rezisztencia aranya 2017-t6] szignifikdnsan magasabb volt az
imipenem (95,4% vs. 27,3%; p<0,001), a meropenem (95,4% vs. 27,3%; p<0,001), a
ciprofloxacin (96,9% vs. 30,9%; p); <0,001) és a gentamicin (96,9% vs. 23,6%; p<0,001)
esetében iS. Ez a kiilonbség nem volt szignifikans az amikacin és a tobramycin esetében, de
ezeknél az antibiotikumoknal is magasabb volt a rezisztencia ardnya a klinikai izolatumok
korében.

Az imipenem €s a meropenem minimalis gatlé koncentracidja (MIC) minden esetben
>32 mg/l volt. Az id6-6lés analizis kimutatta, hogy nincs kiilonbség a széklet és a klinikai
torzsek kozott a karbapenemek jelenlétében torténd novekedés kinetikdjaban. A meropenem
128 mg/l-ben baktericid volt az ST492 izolatumok esetében, de az ST636 ellen soha nem
talaltunk baktericid hatast; sem blaoxa-4o-ike, S€mM blaoxa-so-like €s blaoxa-23-iike karbapenemazt
hordozo izolatumok ellen. Az imipenem 256 mg/l doézisban baktericid volt minden vizsgalt
izoldtummal szemben.

A blaoxa-4o-iike karbapenemaz gének prevalencidja szignifikdnsan magasabb volt a
klinikai A. baumannii izolatumokban (76,9% vs. 36,4; p<0,001), két izolatum csak a
blaoxa-23-iike gént hordozta, mig a székletben nem voltak olyan toérzsek, amelyek csak a

blaoxa-23-iike karbapenemazt hordoztak. A két karbapenemazt egyszerre hordozo izolatumok
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aranya szintén szignifikdnsan magasabb volt a klinikai izolatumok ko6zott (15,4% vs 3,6%;
p<0,05). Az armA aminoglikozid rezisztencia gén esetében nem volt szignifikans kiilonbség
(9-2% vs. 3,6%).

Mind a klinikai mind a fekalis ST636 és ST492 izolatumokban a blaoxa-72
karbapenemaz gént pMAL-1-like plazmidon hordozzak, egy klinikai izoldtumban
megtalaltunk teljes pMAL-1 plazmidot 99,99%-0s azonossag mellett egy kontigban
(GeneBank ID: KX230793.1). A blaoxa-23 gén minden esetben a Tn2008 (GeneBank ID:
LN877214.1) transzpozonhoz kapcsolddott.
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Megbeszélés

Jelen tanulmanyban a teljes genom analizis alatamasztotta, hogy az A. baumannii
esetében torzsvaltas tortént, amely soran a korabban dominans blaoxa-2s-ike hordozo ST2 és
ST45 szekvenciatipusba tartozo izolatumokat felvaltottak az ST636 ¢s ST492 torzsek, melyek
blaoxa-40-iike karbapenemazt kodoltak, azonban teljesen nem tudtdk a korabbi torzseket
kiszoritani. Az antibiotikumok hasznalataval 0Osszefliggd evolucio, mely az egyre
rezisztensebb baktérium torzsek felé halad, egy jol ismert folyamat. Az A. baumannii esetében
az ujonnan megjelent torzsek vilagszerte egyre nagyobb prevalenciat mutatnak, melyek
Osszhangban vannak a fentebb emlitett evolucids folyamatokkal, hiszen az dnmagéban gyenge
hidrolitikus képességekkel rendelkezd blaoxasi-ike gének altal kodolt enzimeket eldszor a
blaoxa-23-like, illetve blaoxa-ss-ike pozitiv klonok valtottak, majd megjelentek a karbapenemeket
leghatékonyabban hidrolizalni képes blaoxa-ao-iike karbapenemazokat hordozé klonok.

A korhazi kornyezethez vald alkalmazkod4ds nem csak rezisztencia forméjaban
jelenhet meg, bar tény, hogy az antibiotikumokkal szembeni gyors és hatékony rezisztencia az
egyik legfébb mozgatdja ennek a valtozasnak. Egy koreai tanulmanyban osszefiiggést talaltak
a megndvekedett fluorokinolon hasznalat és a III. generacids cefalosporin, illetve
ciprofloxacin rezisztens E. coli és K. pneumoniae eléfordulasa kozott. Hasonld eredményre
jutottak Mamoon és mtsai. a fluorokinolon hasznalat és az ESBL termel6 E. coli prevalenciaja
esetén. Bar egy-egy rezisztencia mechanizmus megszerzésének komoly fitnesz koltsége lehet,
amig az antibiotikum hasznalat elkeriilése talélési elényt biztosit, addig az antibiotikumok
hasznalata miatti szelekcids nyomas egyre rezisztensebb baktériumok megjelenését, terjedését
¢s fennmaradéasat fogja eredményezni. Az emlitett rezisztencia megszerzése mellett a
virulencia €s transzmisszios tényezOk is fontos hatdssal vannak a torzsek térbeli (osztalyok
kozotti) és idobeli kicserélddésében.

Az egyre rezisztensebb A. baumannii terjedése a szakirodalom altal mar jol
dokumentalt folyamat, mely Osszefiigg a IIl. generdcios cefalosporinok és karbapenemek
hasznalatdnak novekedésével. Utobbi kapcsolatot a jelen tanulmdnyban bemutatott toréspont
analizis is alatdmasztja. Ez a folyamat rezisztencia spiral része, a karbapenem felhasznalas
novekedése az ESBL termeld baktériumok elterjedésével és az emiatti ndvekvo karbapenem
felhasznalassal lehet Gsszefiiggésben, amit munkacsoportunk hazai adatokon statisztikailag is
megerdsitett. Ezenkivill a CRADb izolatumok 2012 el6tti vizsgélata is ramutatott a
karbapenemek hasznalata és a rezisztens torzsek megemelkedett prevalencidja kozti

kapcsolatra.
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A jelen tanulmany id6-6lési kisérletei ramutattak arra, hogy a fentebb emlitett
folyamat esetében az antibiotikum csoporton beliil az egyes szerek irdnti rezisztencia, ha
kismértékben is, de eltérhet. A meropenem ¢€s imipenem Olési kinetikdja eltérd volt; a
meropenem kisebb hatékonysagot mutatott az Ujonnan megjelent ST636 ¢és ST492
izolatumokkal szemben, mint az imipenem. Ez a kiilonbség jelenthetett szelekcids elonyt az Gj
blaoxa-72 torzsek szamara, hiszen az antibiotikum fogyasi adatokbol kideriil, hogy a klinikak
osztalyain a meropenem hasznélat a négyszeresére nétt a vizsgalt 2007 és 2017 kozotti
id6szakban, mig az imipenemnél a fogyasi adatok jelentésen nem valtoztak.

Fontos megemliteni, hogy az ST636 és ST492 izolatumok eldnye klinikailag elérhetd
koncentraciokon nem kimutathatd, azonban mégis fontos tényezé lehet a torzsek kozotti
szelekcids versenyben. Hasonléan magyarazhat6 példaul a H30Rx E. coli pandémias klonok
sikere a mas fluorokinolon rezisztens E. coli ST131 szubklénokkal szemben. Ebben az
esetben is a klinikailag rezisztens, de eltérd szintli rezisztenciaval rendelkezd kladok kozotti
kompeticié soran a legmagasabb szintli rezisztencidt mutaté szubklon bizonyult a
legsikeresebbnek. Az eldbbi, illetve a jelen tanulméanyban bemutatott eredmények is
ramutatnak a helyes antibiotikum hasznalat fontossagara, mely nem csak a koérokozoval
szemben hatasos antibakterialis szer hasznalatat jelenti, de egy csoport spektrumukban kis
kiillonbségeket mutatd tagjainak kiegyensulyozott hasznalatat is. fgy még a klinikai
szempontbol 1s magas szintll rezisztenciaval rendelkezé torzseket is felvalthatjak
rezisztensebb, 0j klonok nagy szelekcids nyomads alatt, mert a magasabb rezisztenciaszint
elérése evolucios szempontbol eldnyds lehet.

A megnovekedett fekalis hordozas egybeesett a torzsvaltassal, a blaoxa-72
karbapenemaz gént hordozd ST636 ¢és ST492 szekvenciatipusokat talaltuk a széklet CRAb
izolatumok esetében, mig a korabban a klinikai izolatumoknal dominans csak blaoxa-23 gént
hordozo6 ST2 izolatumok hianyoztak.

Fontos kiemelni, hogy a vizsgalt széklet eredetli CRAb izolatumok mindegyike, olyan
betegtél szarmazott, akiknek mas klinikai mintajaban nem jelent meg sem karbapenem
rezisztens sem érzékeny A. baumannii. (Sajnos a fertézottek széklet kolonizacidjanak
szisztematikus vizsgéalatdira nem volt lehetdség.) Korabbi tanulmanyok madr vizsgaltdk a
karbapenem rezisztens A. baumannii torzsekkel vald kolonizaciot, de a vizsgalatok intenziv
osztalyokon torténtek, és a betegeknél stlyos A. baumannii altal okozott fertézést mutattak ki.
Az eldfordulast érint6 eredményeink egybevagnak Dijkshoorn ¢€s mtsai. altal végzett
kisérletekben, ahol az A. baumannii egészséges felndtt populacioban vald eléfordulasat 0,8 és

1,0 % kozé teszik, azonban kevés adat all rendelkezésre a korabban CRAb-al nem fert6zott
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betegekr6l. Li és mtsai. hasonlo, 1,48%-0s (74/5000) széklet prevalenciardl szamoltak be
korhazi betegek nyomonkovetéses vizsgalatdban, de a kéziratbol nem deriilt ki, hogy a
betegek A. baumannii fert6zésben szenvedtek, vagy tiinetmentes kolonizaciordl volt szo.

Mindezek alapjan az ijonnan megjelent torzsek esetében nemcsak a fertézések szama
nott meg, de megnovekedett azoknak a szadma is, akik betegség kialakuldsa nélkiil
kolonizalédtak, ami a korabban elterjedt torzsekre nem volt jellemzé. A kolonizacios
képesség tehat torzsspecifikus lehet, ami a meropenemmel szembeni nagyobb rezisztencian
tul hozzajarulhatott a blaoxa-72-t hordozo térzsek sikeréhez.

A Granger-oksagi teszt ramutatott arra, hogy 0sszefiiggés van a megnovekedett CRAb
prevalencia és a karbapenem rezisztens torzsek széklet mintdkban valé megjelenése kozott,
ugyanakkor ez nem mondhaté el az antibiotikum csoportra érzékeny izoldtumok esetében. A
rezisztens torzsek okozta fertézések eléforduldasdnak gyakorisiga hatott a hordozas
megjelenésére, mig a hordozds nem fokozta a fertézések -eldforduldsat, vagyis a
megnovekedett hordozas a fertdzések emelkedd prevalencidjanak kovetkezménye lehet,
példaul a tobb beteg miatti magasabb kornyezeti kontaminacié eredményeképpen.

Klinikai szempontbol a bélrendszer CRADb izolatumokkal torténd tiinetmentes
kolonizacigjanak a felimerése jelentds kihivas, mivel ezek a betegek atadhatjak a koérokozot
az egészsegligyi dolgozoknak, illetve a beteg kornyezete (pl. betegagy) is kontaminalddhat.
Ezt alatamasztja, hogy a Granger-oksagi teszt alapjdn a kolonizaltak emelkedd szama a
fertézottek emelkedd szdmaval magyarazhaté. A kontaminalddott korhdzi kornyezettdl,
illetve a kolonizalddott apold személyzettdl a késébb érkezd, kritikus allapotban 1€v6 betegek
kolonizacioja majd akar invaziv fertézése kovetkezhet be. Mivel a vastagbél kolonizacioja
egy multirezisztens korokozdval dnmagdban nem indikdcidja az antibiotikus terapianak,
illetve az antibiotikus terdpia nem sziinteti meg a kolonizaciot, ezért a betegek szlirése és
izolalasa tlinik tovabbra is a leghatékonyabb intézkedésnek a terjedés ellen.

Az antibiotikum stewardship torekvések altalaban egy gyogyszercsoport
fogyasztdsanak csokkentését célozzak, egyforman kezelve a csoporton beliilli azonos
spektrumu gyogyszereket. Jelen tanulmany arra hivja fel a figyelmet, hogy a rokon
vegyiiletek nem feltétleniil egyenrangtiak, ¢és kedvezhet bizonyos rezisztens torzsek
elterjedésének ¢és/vagy a mar rezisztens torzseknél a magasabb rezisztencia szint
kifejlddésének vagy akar a bélflora kolonizaciojanak. Ellenkezdleg, az egyes vegyiiletek egy
gyogyszercsoporton beliili sokoldalu felhaszndldsa az egységes szelekcids nyomads
csokkentésével akaddlyozhatja a rezisztencia terjedését. Ha a teljes antibiotikum restrikcid

nem kivitelezhetd, egy ilyen megkdzelités elonyos lehet.
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Uj eredmények:

e A megndvekedett antibiotikum hasznalat és a CRADb el6fordulas kozott toréspont
analizis két esetben talalt 6sszefiiggést, amikor az antibiotikum hasznalat novekedését
kovette az rezisztens torzsek prevalencidjanak novekedése.

e A klinikai CRAb izolatumok korében torzsvaltas tortént 2014 és 2016 kozott. Az
addig dominans ST2 blaoxa-23 karbapenamzokat kodold torzseket, az Gjonnan megjent
ST636 és ST492 torzsek szoritottak vissza, melyek blaoxa-72 gént kodoltak.

e Az 1) torzsek rezisztenciaja eltért: a meropenem koncentracio-fliggd oO6lohatast
mutatott, a blaoxa-72-t hordozé izolatumok rezisztensebbek voltak. Imipenem esetében
az antibiotikum hasonlé mértékli koncentracio-fiiggetlen hatast mutatott mindkét
karbapenemaz termeldivel szemben.

e Az A. baumannii eléfordulasa megnovekedett a széklet mintakban és a CRAD
izolatumok is megjelentek a torzsvaltassal egyidoben. A székletben korabban klinikai
mintak esetében dominans ST2, illetve csak blaoxa2z karbapenemazt kodold
izolatumot nem talaltunk. A CRAb izolatumok mindegyike ST636 ¢és ST492
szekvenciatipusba tartozott.

e A Granger oksagi analizis eredményei azt mutatjdk, hogy a CRAb okozta fert6zés
megnovekedett prevelencidja okozta a fekalis hordozas megjelenését nem pedig

forditva. Karbapenem érzékeny izolatumok esetében nem volt ilyen Osszefliggés.
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Osszefoglalas

A Debreceni Egyetem Klinikai Kozpontjaban izolalt a karbapenem rezisztens A.
baumannii-k esetében 2016 el6tt a blaoxa-23 hordozo ST2 és ST45 klonok voltak dominansak.
Azonban 2017-re ezen torzsek prevalenciaja lecsokkent és egy ujonnan megjelent blaoxa-72
karbapenemazt kodold ST636 és ST492 klonok jelentek meg. Az 0j torzs megjelenése
egybeesett a megemelkedett karbapenem fogyési adatokkal, elsdsorban az egyoldali
meropenem hasznalattal. Hipotézisiink az volt, hogy a bekovetkezett torzsvaltas, az emlitett
egyoldalu antibiotikum hasznalattal fiiggott 6ssze. Az 0j térzsek megjelenésével egy idoben
megjelentek az A. baumannii -t tiinetmentes hordoz6 a fekvobetegek.

A blaoxa2z és blaoxa72 karbapenemazt kodold izoldtumok rezisztencidjanak
kiilonbségeit 1d6-61és kisérletekben vizsgaltuk, karbapenemekkel (meropenem és imipenem;
16, 128-1024 mg/L) és colistinnel (2-32 mg/L) szemben.

Meropenem esetében eltérést talaltunk a két karbapenemdz termelésével Osszefiiggd
rezisztencia kozott, mig a blaoxa-23-t kodolé ST2 és ST45 izolatumok 256-1024 mg/L kozott
(k=0,346-0,859) mutatott baktericid hatast, addig az ujonnan megjelent blaoxa-72 gént hordozo
ST636, ST492 klonok esetében ez a hatas csak 512-1024 mg/L koncentracional (k=0,156-
0,421) jelentkezett. Az imipenem koncentraciofiiggetlen baktericid hatdst mutatott 128 és
1024 mg/L kozott mind ST2, ST45, ST636 ¢s ST492 esetében. A colistin baktériumolo hatasa
1zolatum fliggd volt.

2017 ¢és 2019 kozott a 7806 vizsgalt rutin diagnosztikai vizsgélatra érkezd
székletmintakbol 55 A. baumannii tenyészett (0,15%). Ebb6l a mintacsoportbdl szarmazo
izolatumok esetében a karbapenem rezisztencia prevalencidja alacsonyabb volt, mint a
fentebb emlitett klinikai mintakbol szarmaz6 izolatumoké. A fekalis izolatumok kozott a csak
blaoxa-23 gént hordozo tdrzsek nem voltak A blaoxa72 karbapenemazt hordozé izolatumok
aranya 36,4% volt, de az izolatumok 3,6%-a mindkét karbapenemdzt kodolta. A klinikai
izolatumok esetében a blaoxa-72 gén el6fordulasa 76,9%, mig a blaoxa-23 gén el6fordulasa
3,1% volt. A két gént az izolatumok 15,4%-a kddolta egyszerre.

A rezisztensebb klonok, illetve a blaoxa-72-t hordozé izolatumok megjelenéséhez a
meropenem rezisztencidban tapasztalhatd kiilonbség hozzajarulhatott, mely kiilonbség
imipenem esetében nem volt, ami ravilagit az egyoldala antibiotikum-hasznalat veszélyeire. A
CRAD izolatumok klinikai prevalenciaja Granger-okozza a karbapenem-rezisztens ST636 ¢és
ST492 izolatumok fekalis hordozasanak eléfordulasat, de ez az érzékeny izoldtumok esetében

nem mutathato ki.

17



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam:  DEENK/414/2022.PL
Targy: PhD Publikacios Lista

Jeldlt: Balazs Bence

Doktori Iskola: Gydgyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola
MTMT azonosité: 10054316

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kdzlemények

1. Balazs, B., Téth, Z., Nagy Jézsef, B., Majoros, L., Téth, A., Kardos, G.: Faecal Carriage of
Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii: comparison to Clinical Isolates from the
Same Period (2017-2019).
Pathogens. "Accepted by Publisher", 2022.
IF: 4.531 (2021)

2. Balazs, B., Téth, Z., Nagy, F., Kovacs, R. L., Téth, H., Nagy Jozsef, B., Téth, A., Szarka, K.,
Majoros, L., Kardos, G.: The Role of Uniform Meropenem Usage in Acinetobacter baumannii
Clone Replacement.
Antibiotics. 10 (2), 1-12, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/antibiotics 10020127
IF: 5.222

Tovabbi kozlemények

3. Nagy, B. J., Balazs, B., Benmazouz, |., Gylire, P., Kovér, L., Kaszab, E., Bali, K., Lovas-Kiss, A.,
Damjanova, I., Majoros, L., Téth, A., Banyai, K., Kardos, G.: Comparison of Extended-
Spectrum Beta-Lactamase-Producing Escherichia coli Isolates From Rooks (Corvus
frugilegus) and Contemporary Human-Derived Strains: A One Health Perspective.

Front. Microbiol. 12, 1-9, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2021.785411
IF: 6.064 (2021)

4. Forgacs, L., Borman, A. M., Kovacs, R. L., Balazsi, D., Toth, Z., Balazs, B., ChunLiu C., u s, :)
G., Kovacs, |., Majoros, L.: In Vivo Efficacy of Amphotericin B against Four Cél(%dlda auris \\y
Clades. &) A\\’{g_m__ﬁ
J. Fungi. 8 (5), 1-16, 2022.

DOI: http://dx.doi.org/10.3390/jof8050499
IF: 5.724 (2021)

18



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
E GYET E M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

A

5. Balazs, B., Téth, Z., Kacsir, |., Sipos, A., Buglyé, P., Somsék, L., Bokor, E., Kardos, G., Bai, P.:
Targeting multiresistant Gram-positive bacteria by ruthenium, osmium, iridium and rhodium
half-sandwich type complexes with bidentate monosaccharide ligands.

Front. Chem. 10, 1-9, 2022.
DOI: http://dx.doi.org/10.3389/fchem.2022.868234
IF: 5.545 (2021)

6. Toth, H., Buchholcz, G., Fésls, A., Balazs, B., Nagy Jozsef, B., Majoros, L., Szarka, K., Kardos,
G.: Evolution of the Gram-Negative Antibiotic Resistance Spiral over Time: a Time-Series
Analysis.

Antibiotics-Basel. 10 (6), 1-10, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.3390/antibiotics 10060734
IF: 5.222

7. Balazs, B., Nagy Jozsef, B., Téth, Z., Nagy, F., Karolyi, S., Turcsanyi, |., Bistyak, A., Kalman, A,
Sarkozi, R., Kardos, G.: Occurrence of Escherichia coli producing extended spectrum [béta]-
lactamases in food-producing animals.

Acta Vet. Hung. 69 (3), 1-5, 2021.
DOI: http://dx.doi.org/10.1556/004.2021.00036
IF: 0.959

8. Kovacs, R. L., Nagy, F., Téth, Z., Bozo, A., Balazs, B., Majoros, L.: Synergistic effect of
nikkomycin Z with caspofungin and micafungin against Candida albicans and Candida
parapsilosis biofilms.

Lett. Appl. Microbiol. 69 (4), 271-278, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1111/lam.13204
IF:2.173

9. Toth, H., Fésis, A., Kungler-Goracz, O., Balazs, B., Majoros, L., Szarka, K., Kardos, G.: Utilization
of vector autoregressive and linear transfer models to follow up the antibiotic resistance spiral
in Gram-negative bacteria from cephalosporin consumption to colistin resistance.

Clin. Infect. Dis. 69 (8), 1410-1421, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1093/cid/ciy1086
IF:8.313

A kozl6 folyoiratok osszesitett impakt faktora: 43,753
A kozl6 folydiratok osszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kt{iiemen

9,753 =,
A DEENK a Jeldlt altal az iDEa Tuddstérbe feltdltott adatok blbllograﬂa| és tudomanym\i/(@
elvégezte.

Debrecen, 2022.09.01.

19



