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Bevezetés

A baktériumok okozta léguti fertézések, melyek lehetnek kozosségben szerzettek,
korhazi eredetiick és specialis betegséghez tarsuloak, mint pl. a cysticus fibrosis, az
infekciozus korképek kozott a legnagyobb szamban fordulnak eld. Kezelésiik sokszor
jelent terapias nehézséget, mert a kiilonb6zo tipust rezisztencia mechanizmusok révén a
léguti infekcidoban szerepet jatszo baktériumok egyre tobb antibiotikum hatasaval
szemben valnak ellenallova.

1. Léguti infekciok

A felsd 1égutak infekcidinak korokozoi elssorban virusok, amelyek koziil keveset
tudunk célzottan kezelni. A felsd 1éguti bakteridlis fertdzések gyakran virdlis infekciot
kovetden 1épnek fel. A folyamatban szerepet jatszanak azok a baktériumok, amelyek a
nasopharynxban tlinetmentesen telepednek meg. A virusinfekci6 hatasara kialakult
hamsejtkarosodas, a csilloszOrds hengerhdmsejtek csilloi altal végzett 1égut tisztitd
mechanizmus sériilése, a felszaporodott nydk és a nyalkahartya duzzanat miatt
elszaporodnak az ott jelen 1év6 baktériumok, és gyulladast valtanak ki.

A Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), a Haemophilus influenzae (H.
influenzae) és a Moraxella catarrhalis (M. catarrhalis) az esetek mintegy 80%-aban
szerepelnek etiologiai tényezdként az akut bakterialis sinusitisben és az otitis mediaban.
A kronikus sinusitisben a szdjflora anaerob baktériumai domindlnak az el6bbiek mellett
(1).

Az also léguti infekciok koziil az akut bakterialis bronchitisben, a kronikus
bronchitis acut exacerbatiojaban a Mycoplasma pneumoniae ¢s a Chlamydia
pneumoniae mellett szintén gyakran megtalalhaté korokozoként a S. pneumoniae, a H.

influenzae és a M. catarrhalis.
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A pneumoniat okoz6 baktériumok tipusa fligg attdl, hogy a pneumonia
kozosségben (otthon) szerzett vagy korhazi eredetli, azon beliil 1¢legeztetett betegnél
jelentkezik-e vagy sem.

A Center for Diseases Control and Prevention (CDC) adatai szerint az USA-ban
évente kb. 4,5 milli6 beteget kezelnek kdzdsségben szerzett pneumoéniaval. A betegség
incidenciaja 170/100 000 lakos (2). Az életkor elérehaladtaval a betegség el6fordulasa
nd, s a betegek kb. 20%-a keriil koérhazba. A vérhatd korokozo fligg a beteg életkoratol
¢és a meglévd egyéb alapbetegségtdl. A korhdzi ellatdst igényld otthon szerzett
pneumonia esetén legnagyobb aranyban még mindig a S. pneumoniae a kérokozoé (1, 3).
A pneumococcus okozta sulyos léguti infekcid legnagyobb szdmban az 5 évnél fiatalabb
és a 65 évnél idésebb embereket veszélyezteti. A korhdzban kialakuld pneumodnidk
esetében a korokozok elsésorban az oropharynxot kolonizaldé Gram-negativ
baktériumok, az adott korhdzi osztdlyon gyakrabban el6forduldé nozokoémialis torzsek
(methicillin rezisztens Staphylococcus aureus — MRSA, Extended Spectrum Beta-
lactamase — ESBL - termel6 Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens, Pseudomonas
aeruginosa). A Iélegeztetéssel 6sszefiiggd pneumonia soran a felsd légutakat kolonizald
mikroorganizmusok a 1élegeztetés kovetkeztében az egész tiidot elaraszthatjak. Az USA-
ban 1000 korhazi felvételre 4-7 korhdzi eredetli pneumonia jut. Az intenziv osztalyon
kezelt betegek kb. 25%-nal alakul ki pneumoénia. Mortalitasa igen magas, 29-70%,
amely nagyban fiigg a megfeleléen valasztott empirikus kezeléstdl (4). A koérhazi
kezelések szdmanak emelkedésével 1984 és 1995 kozott a 100 000 lakosra jutd korhazi
eredetli pneumodniak szdma 36-r6l 48-ra nétt (2). A cysticus fibrosis alapbetegségben
szenvedd betegek esetében a l1égutak korai kolonizacigjat ill. késébb stilyos pneumodniat

okozhat a P. aeruginosa és a S. aureus (5).
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2. A leggyakoribb, terapias nehézséget jelento léguti korokozo baktériumok
2.1. Streptococcus pneumoniae

Pasteur 1880-ban fedezte fel a S. pneumoniae-t, majd nem sokkal késébb
igazolddott, hogy ez a baktérium a lobaris pneumonia korokozoja. A baktérium Gram-
pozitiv, landzsa vagy langnyelv alaku coccus, amely parokban, esetleg rovid lancokban
helyezkedik el. Parban vald elhelyezkedéskor a baktériumok laposabb feliikkel
fordulnak egymas felé. A tok nélkiili térzsek a tenyésztés soran apro, 1 mm atmérdji
telepeket képeznek, mig a tokkal rendelkezék nagyobb, 2-3 mm-es telepekben
tenyésznek. A baktérium tapigényes, csak véres agaron tenyészthetd, amelyen enyhe alfa
hemolizist mutat. A baktérium autolizinje miatt az iddsebb telepek kdzepe besiipped. A
virulens, invaziv infekcid kialakitasara képes torzsek tokkal rendelkeznek (6).

A S. pneumoniae torzsek szamos virulencia faktorat ismerjiik. A pneumolizin egy
hemolizin, amely a leukocitak fagocitozisat gatolja. Az IgA protedz a nyalkahartyat védo
szekretoros IgA-t bontja. A neuraminidaz az agyszovet glikoproteinjében 1év6 N-acetil-
neuraminsavat hasitja, és a meningitis kialakuldsdban van szerepe. A hialuronidaz segiti
fagocitozistol. A tok poliszacharid szerkezetileg sokféle, ez alapjan a S. pneumoniae
torzsek 90 kiilonbozd szerotipusba sorolhatok. Koziilik a 6, 9, 14 és 23 szerotipusokat
»gyermekkori tipusok”-nak is nevezik, mert gyakrabban izolalhatok gyermekek sulyos
infekcioibol. Ezek kozott taldlhatok leggyakrabban a kiillonbozé rezisztencia
mechanizmusokkal rendelkezd torzsek is. Az egyes szerotipusokkal szemben
termel6dott specifikus ellenanyag véd az azonos szerotipusu tok poliszachariddal
rendelkezd baktérium altal késébb okozott invaziv infekciotdl, de a lokalis gyulladas

kialakulasat nem el6zi meg. A kifejlesztett védboltasoknak ez az alapja (6).
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A S. pneumoniae korabban 100%-ban érzékeny volt a penicillinekre. 1974-ben
irtak le el6szor Dixon és munkatarsai a penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek
megjelenését. (7, 8). A penicillin célmolekuldja a baktérium citoplazma membranjaban
elhelyezked6 fehérje — penicillin binding protein (PBP) -, amely transzpeptidaz,
transzglikolaz miikodése révén a sejtfal peptidoglikdn szintézisében jatszik szerepet. A
penicillin irreverzibilisen kotédik a PBP-khez, ezaltal inaktivalja azokat. A PBP-k
szintézisét mozaik gének iranyitjak, igy a valtozas mértékétdl fiiggéen létrejohet
alacsonyabb ¢és magasabb szintli penicillin, valamint amoxicillin és 3. generdcios
cefalosporinokkal szembeni rezisztencia (9). A pneumococcus okozta infekciokban ma
mar nem a penicillin-G az elsé valasztando antibiotikum, de in vitro vizsgalatokban
nagyon joOl reprezentalja a béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni érzékenységet.
Abban az esetben, ha a baktérium mérsékelten érzékeny a penicillin-G-re, az esetek
tulnyomo tobbségében az amoxicillin kell§ terapias hatéssal rendelkezik. Ez a klinikai
tapasztalat vezetett ahhoz a szakmai ajanlasvaltozashoz, amely soran 2000-ben a
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) az amoxicillinnel
szembeni rezisztencia hatart felemelte 0,5 mg/I-rél 2 mg/1-re.

Az egészséges emberek kozel 50%-a tiinetmentesen hordozza a baktériumot a
nasopharynxban, elsésorban kisgyermek korban (10, 11, 12). A baktérium okozta
fertézés kialakulasdban nagy szerepe van az eldzetes virusfertdzésnek, kiilondsen az
influenzat koveti gyakran a S. pneumoniae okozta pneumonia. A virusfertézés fokozza a
baktérium kotdédését a léguti hamhoz. A nasopharynxbdl a baktérium a belélegzett
levegdvel egyiitt lekeriil az alveolusokba, ahol gyulladast okozva terjed tovabb.

Az als6 léguti infekciok, elsdésorban a kozdsségben szerzett pneumoOnia
(Community Acquired Pneumonia: CAP) leggyakoribb korokozoja még ma is a S.

pneumoniae, amely altal okozott fertézésekkel szemben mar rendelkeziink véddoltassal.
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Ez a vakcina nem tudja a pneumoniat megel6zni, de jelentdsen csdkkenti a masodlagos
invaziv pneumococcus infekciok (bakteriaemia, meningitis) kialakuldsanak az esélyét,
igy csokkenti a pneumococcus fert6zés okozta halalozast. Az USA-ban évente 40 000
beteg hal meg pneumococcus infekcid kdvetkeztében, sokkal tobb, mint barmely mas -
védboltassal megeldzhetd - bakterialis fert6zésben (2).

A peumococcusok ellen két, eltéré immunogenitasu vakcinat fejlesztettek ki. A
Pneumococcus Polysaccharid Vaccina (PPV) immunogenitasa viszonylag alacsony
(80%), mert csak a baktérium tok poliszacharidjat tartalmazza, amely gyenge
immunvalasz kialakitasara képes. Ismételt oltds nem emeli az ellenanyag vélaszt.
Béarmilyen mértékili hatékonysag csak érett immunrendszeri emberben, 2 éves kor felett
varhato. A Magyarorszagon forgalomban 1évé ,,Pneumovax 23” (MSD US) és a
,»Pneumo23” (Sanofi Paris France) vakcindk a S. pneumoniae 23 tok poliszacharid
antigénjét tartalmazzak (szerotipusok: 1, 2, 3, 4, 5, 6B, 7F, &, 9N, 9V, 10A, 11A, 12F,
14, 15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, ¢és a 33F). A masik tipusu vakcinaban a
baktérium tok poliszacharidjat valamilyen fehérje komponenshez kototték, igy az altala
kivaltott immunvalasz joval erGsebb, ujabb oltassal a hatas fokozhat6. A Polysaccharid-
protein Conjugat Vaccina 7 szerotipus (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F) antigénjét
tartalmaz6 vakcina (7PCV), amelyet ,,Prevenar” (Wyeth Pensylvania US) néven hoztak
forgalomba. A 7 szerotipuson tul keresztreaktivitissal a 6A, 9A, 9L, 18B ¢és a 18F
szerotipusokkal szemben is képes védettséget kialakitani (13). A Pneumococcus
Polysaccharid-protein Vaccina 9 (9PPV) és a 11PPV az USA-ban mar bevezetett Gjabb
konjugalt vakcinak. A 9PPV az 1, 4, 5, 6B, 9V, 14, 18C, 19F, 23F, mig a 11PPV az 1,
3, 4,5, 6B, 7F, 9V, 14, 18C, 19F ¢és a 23F szerotipusok kapszularis poliszacharidjat
tartalmazza diphteria toxoidhoz, ill. a masik formaban tetanus toxoidhoz kotve (14).

Klinikai vizsgalatokat végeznek mar a 14-valens pneumococcus vakcinaval is. A
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vakcindk bevezetésétdl nem csak az oltottak védettségét varjak, hanem feltételezik, sét a
legijabb felmérések alapjan igazoltak is, hogy a kisgyermekek kornyezetében €16 felndtt
¢és idGs emberek is kevésbé betegszenek meg S. pneumoniae okozta sulyos infekcioban
(15, 16, 17).

Amerikai felmérések szerint a pneumococcus fertdzések miatt elhunytak fele
megmenthetd volna a vakcindk széleskorti alkalmazéasaval (2). Szamos, egy-egy
orszagra, illetve tObb orszagra kiterjedd felmérés késziilt, amelyben az egészségesek
illetve a betegek mintaibol izolalt torzsek szerotipus meghatarozasat végezték el (18, 19,
20, 21). Mas tanulmanyban az invaziv pneumococcus infekciokbodl izolalt torzsek
szerotipus spektrumat vizsgaltak (17). Mindezek a vizsgalatok azt célozzak, hogy helyi
adatok segitsék a rendelkezésre all6 véddoltasok hatékonysdganak az eldrejelzését. Az
USA-ban a pneumococcus poliszacharid vakcina 23 szerotipusa okozza a gyermekek és
a felnottek kozott az invaziv pneumococcus infekciok 85-90%-at. A 7 szerotipust
tartalmazé konjugalt vakcina (Prevenar) azok ellen a szerotipusok ellen véd, amelyek az
USA-ban a 6 évnél fiatalabb gyermekek korében 86%-ban a bakteriaemiaért, 83%-ban a
meningitisért, 65%-ban az acut otitis media-ért felelések. (2). Magyarorszagrol kevés
adattal rendelkeziink ahhoz, hogy 4atfogd képet alkossunk a leggyakrabban eléfordulo
szerotipusokrol (22, 23, 24).

Az USA-ban az Advisory Committee on Immunization Practices (ACIP) a
poliszacharid pneumococcus vakcinat ajanlja 65 éves kor felett, immunkarosodott
betegeknek, 2 év feletti gyermekeknek ¢€s felndtteknek, azoknak, akik stlyos tiido, vagy
szivbetegek, cukorbetegek, alkoholistak, kronikus majbetegek, liquor csorgasos betegek,
valamint a 2 év feletti funkcionalis vagy anatomiai asplenias betegeknek (2).

Szadmos eurdpai orszag - igy hazank is - kidolgozta a sajat vakcinacios politikéjat

a pneumococcus fertézések megeldzésére (25, 13).
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2.2. Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa Gram-negativ, aerob, laktézt nem bontod, vékony palca. A
természetben széles korben elterjedt, megtaldlhato a talajban, vizekben, ndvényeken,
allatokban, az emberben is. A nedves helyeket kedveli, konnyen elszaporodik a korhazi
kornyezetben, elsésorban a vizes helyeken, a Iélegezteté gépek parasitdjaban. A klinikai
izolatumok kozel fele kékes-zold pigmentet, pyocyanint termel. A P. aeruginosa ismert
koérhazi patogén, elsdésorban az immunkarosodott betegekben hoz 1étre kiilonb6zo
fert6zéseket (6).

A P. aeruginosa okozta fert6zések kialakuldsanak harom szakasza ismert. A
baktérium elészor megtapad a nydlkahartya felszinén, kolonizalva azt. A megtapadt
baktériumok helyi fert6zést hozhatnak Iétre, majd bejutva a véraramba szordodhatnak. A
nyalkahartya felszinekhez vald kotddés képessége, melyet a baktérium altal termelt
extracellularis poliszacharid nagymértékben eldsegit, kiilondsen fontos szerepet jatszik a
cysticus fibrosisos (CF) betegek léguti infekcioinak, valamint a lélegeztetett betegek

A P. aeruginosa szamos virulencia faktorral rendelkezik, igy pilus adhezinekkel,
amelyekkel a baktérium a sejtek felszinén tud “végigmenni”, nem-pilus eredetii
adhezinekkel, amelyek az epitelidlis felszinhez vald kotddésért felelosek. A P.
aeruginosa kiilsején elhelyezkedd lipopoliszacharid egy nem-pilus adhezin, amely a
transzmembran regulatort koti. A baktériumok 90%-a rendelkezik exotoxin A-val, amely
a protein bioszintézis bénitasaval sejthalalhoz vezet, igy ez az exotoxin felelds a lokalis
rhamnolipid szerkezetli hemolizinek szolubilizadljak a Iégutak azon surfactant

foszfolipideit, melyek a tiidét védik a kollabaciotol. A rhamnolipid gatolja a mucociliaris
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transzportot €s a légutak epithéliuménak ciliaris funkcidit, valamint szereplik van a
proteinek ¢és lektinek roncsolasaban is. A leukocidin a leukocitakat, a limfocitakat és
egyéb szoveteket lizalja. A Las A és Las B elasztaz az elasztin nevii proteint bontja,
fertézések kialakulasaban. Végiil az alginat is virulencia faktor, egy mannuronsavbol és
glukuronsavbdl allo polimer, amely viszkozus gélt képez a baktérium koriil, segitve a
kolonizaciot és a biofilm képzést (6, 26).

A P. aeruginosa okozta pneumonia kialakulasaban, a 1¢legeztetett betegeknél és a
CF-es betegeknél is meghatdrozd szerepe van a baktérium biofilm képzd
tulajdonsagénak. A biofilm egy szubsztratum felszinén immobilizalodott, mikrobialis
eredetli szerves polimer-matrixba agyazodott sejtcsoport. Metabolikusan csak kevéssé
aktiv, igy szdmos gyogyszer szdmara az extracelluldris poliszacharid-matrix
athatolhatatlan. Biofilm megtalalhaté szdmos helyen a normal humén szervezetben is, pl.
fogak felszinén, de megtalalhato testliregekbe helyezett katétereken, kaniilokon,
protéziseken, pacemakereken, sebészeti dréncsoveken. A szabadban eldfordulo
biofilmeknél a szervezetben kialakulok sokkal komplexebbek, mert itt a szervezetbdl
szarmaz0 anyagok, sejtek, extracellularis fizioldgids proteinek is részt vesznek a
kialakitasaban. Az antibakterilis gyogyszerek a szervezet sajat védekezd mechanizmusa
nélkiil nem képesek fellépni a korokozok ellen. A biofilm mogé bujt baktériumok
gyakran még a fagocitaknak is ellendllnak. Emiatt feltétleniil sziikséges a biofilm képzés
csokkentése, vagy a képzddott biofilm roncsoldsa a kezelés hatékonysaganak
biztositasdhoz. Egyes makrolid antibiotikumok bizonyitottan hatékonyak a
pseudomonasok alginadt produkcidjanak visszaszoritdsaban, amelyet kiegészitd
kezelésként alkalmaznak a CF-es, és az ehhez klinikailag igen hasonld, japéan

felnotteknél jelentkezd diffiz panbronchiolitis kezelésében (27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
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34). A pseudomonasok ill. més biofilm képzdé baktériumok altal termelt alginat, a
gazdaszervezet immunvalaszat provokalja, és folyamatos antigén-antitest kapcsolddast
hoz létre a légutak felszinén. A termel6dd antigének hatasara immunkomplexek
alakulnak ki, melyek az odaaramld neutrophil granulocitakkal egyiitt lerakodnak a
szovetekben és destruktiv elvaltozasokat okoznak. Szdmos tanulmany, osszefoglald
értekezés foglalkozik a cysticus fibrosisban szenvedd betegek P. aeruginosa okozta
kolonizéacidjanak, majd a fellépd infekcidinak kezelési lehetdségeivel (27, 35, 36, 37, 38,
39).

A P. aeruginosa torzsek antibiotikumokkal szembeni rezisztenciajat a biofilmen
kiviil szadmos antibiotikummal szembeni természetes rezisztencidja, valamint a
kiilonb6z6 mechanizmusokon alapuld szerzett rezisztenciaja adja. A szerzett rezisztencia
mechanizmusok koziil az antibiotikum bontdé enzimek jelenléte, az efflux pumpa
mechanizmus és a megvaltozott sejtfal permeabilitds a leggyakoribb.

2.3. A leggyakoribb, nozokomialis pneumoniat okozo Enterobacteriaceae csaladba
tartozo Gram-negativ baktériumok

A K. pneumoniae, az E. aerogenes és E. cloacae, az Escherichia coli ¢és a
S. marcescens a leggyakrabban korhazi eredetli pneumodnidt okozdé Gram-negativ
bélbaktériumok. Mindegyik laktozt bontd, a K. pneumoniae kivételével mozgd palcak.
Jelen vannak a kdrnyezetiinkben, a talajban, vizben, és az emberi bélflora alland6 vagy
atmeneti tagjai. A K. pneumoniae gyakran, a tobbi ritkan képez tokot (6).

Korhéazi kornyezetben az infekcio kialakuldsa szempontjabol rezervoar lehet a
beteg gastrointestinalis traktusa, az dpoldszemélyzet keze. Az intubalt, az
immunszupprimalt és az antibiotikum kezelésben részesiildé betegek oropharynxa
gyakran kolonizalodik Gram-negativ palcakkal, ahonnan a kolonizal6 baktériumok

konnyen, gyorsan tovaterjedhetnek, és infekciot okozhatnak (9, 40). A béta-laktam
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antibiotikumok talzott hasznalatdval egyre gyakrabban izoldlnak klinikai mintakbol
ESBL termeld torzseket. A sulyos infekciok mortalitasa igen magas, 50-100% kozott
van. Multirezisztens torzsek egyre gyakrabban fordulnak eld, mint nozokoémialis
patogének a csecsemd és gyermekosztalyokon is (41, 42).

A Gram-negativ baktériumok béta-laktam antibiotikumokkal szembeni
rezisztenciajat igen sokféle béta-laktamaz enzim okozhatja. Az els6 béta-laktamazt
termel0 torzset 1940-ben irtdk le, még a béta-laktam antibiotikumok széleskori
hasznalata el6tt. Az enzim a természetben azoknak a baktériumoknak a talélését segiti,
amelyek természetes béta-laktdmot termelé mikroorganizmusok kornyezetében élnek
(43). Az els6 plazmid medialta béta-laktamazt termel6 torzsr6l 1965-ben gordg szerzok
szdmoltak be egy hemokultirabdl kitenyészett baktériumban. Az enzim elnevezését —
TEM - a beteg nevébdl alkottak (Temoniera) (44).

A béta-laktamaz enzimek a béta-laktdm antibiotikumokhoz reverzibilisen
kotddnek és a béta-laktam gyliri felhasaddsaval hatéstalanitjdk a molekulat. A béta-
laktaméz enzimeket szubsztrat profiljuk, béta-laktamaz gatloval szembeni
érzékenységiik, izoelektromos pontjuk, molekulasulyuk alapjan kiilonbozéképpen
csoportositjak. A leggyakrabban alkalmazott a Bush-Livermore féle csoportositds, amely
class A-B-C-D ¢és nem besorolhatd csoportot képez, fliggetleniil a kodold gén helyétdl
(6). A béta-laktamaz inhibitorok képesek a béta-laktamaz enzimeket irreverzibilisen
inaktivalni. A béta-laktam antibiotikumokat bont6 enzim lehet kromoszéman, vagy
plazmidon kodolt. A kromoszomalis béta-laktamazok kiilonb6z6 csoportokba
sorolhatok, legelterjedtebbek az AmpC tipusii enzimek. Az enzimtermelés Ilehet
folyamatos, amikor a baktériumok kiilonb6z0 mennyiségben, allandéan termelik az
enzimet, és lehet indukdlhato, amelynél egy masik antibiotikum hatdsara kezddédik el az

enzim termelése. Az indukci6 mértéke fligg az indukald szertdl. Mutdcido révén
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létrejohetnek  stabilan derepresszalt enzimtermeld torzsek, amelyek igen nagy
mennyiségben, folyamatosan termelik a béta-laktamaz enzimet. Ez els0sorban klinikai
izolatumoknal jelenik meg indukald antibiotikum kezelés alatt, a kezdetben hatékonynak
tind kezelés késobbi kudarcat okozva. A plazmidon kodolt béta-laktamazok elsésorban
a ,,class A” csoportba sorolhatdk, igen elterjedtek a kiilonb6z6 baktérium fajok kozott. A
rezisztencia gének a plazmid atadassal mas speciesekbe is atkeriilhetnek, a terapias
nehézség mellett ebben rejlik a veszélyességiik. Ide tartoznak az un. sziikebb spektrumu,
a széles spektrumu és a béta-laktamaz inhibitorok bontasara is képes enzimek (45, 46,
47).

1983-ban irtak le el@szor olyan rezisztencia plazmidot, amely az adott
baktériumot rezisztenssé tette az Gjonnan kifejlesztett 3. generacios cefalosporinokkal
szemben, és ez a rezisztencia atvihetd volt egyik baktériumbol a masikba (48). Ez a
plazmid hordozta egy ESBL enzim genetikai kodjat, amely enzim els@sorban az
Enterobacteriaceae csaladba tartozé baktériumokban fordul el6, de megjelenhet
pseudomonasokban is. Az enzimet elészor Kliebe és munkatarsai kozolték 1985-ben
(49), elnevezése Philippon és munkatarsai nevéhez fiiz6dik (50). Leggyakrabban a TEM
tobb TEM tipust és 50-nél tobb SHV tipusu ESBL enzimet kiilonitettek el. Az elébbi
csoportokba nem sorolhat6 enzimeket CTX-M-nek jelolik (cefotaxim €s ceftazidim ellen
magasan aktiv), amelyb6l eddig 40-nél tobb ismert (51, 52). A mutacié néhany
aminosavat érint, ezzel az enzim szubsztrat profilja jelentdsen kiszélesedik, igy bontani

képes az Osszes cefalosporint és monobaktamot, de hatastalan a karbapenemekre.
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1.

Célkitiizések

Munkank egyik célja a S. pneumoniae torzsek antibiotikum rezisztencia vizsgalata
volt. Elemeztiik az Intézetiinkben 1997-2005 kozott izolalt S. pneumoniae torzsek
rezisztencia adatait korcsoportonként, mintanként, idészakok, jard- és fekvobetegek
szerint. Tiinetmentes oOvodasok pneumococcus orrhordozasardl szintén adatokat
kivantunk gytjteni. Valaszt kerestiink arra, hogy a random gyijtott S. pneumoniae
torzsek szerotipusa milyen aranyban esik egybe a hazankban forgalomban 1évo
pneumococcus véddoltasokkal, igy a véddoltas alkalmazasa vérhatéan milyen
hatékonysagot eredményezhet? A penicillinre magas rezisztencidt mutatd torzseknél
vizsgaltuk, hogy egy 1j, oralis, 3. generacids cefalosporin, a cefditoren in vitro
vizsgalatokkal hatékony-e a penicillinre rezisztens pneumococcusokra, és varhatéan
alkalmazhatd-e ezen rezisztens torzsek altal okozott fertézések kezelésében?

2. Célunk volt vizsgalni és kovetni a cysticus fibrosisban szenvedd betegek légutait
kolonizal6 ismert patogén baktériumok el6forduldsi ardnyat a Szegedi
Gyermekkorhaz Cystas Fibrosis Ambulancidjan gondozott betegeknél 1999-2001
kozott. Olyan konnyen alkalmazhatd detektald rendszert kivantunk beallitani,
amellyel a CF-es betegek léguti mintaibol izolalt P. aeruginosa torzsek biofilm
képzését, tovabba a baktériumok tenyészetében in vitro korilmények kozott a
makrolid antibiotikumok biofilm képzést csokkentd hatdsat mérni tudjuk.

3. A Szegedi Tudoményegyetem Szent-Gyorgyi Albert Orvos-és
Gyogyszerésztudomanyi Centrum Altalanos Orvostudomanyi Kar (SZTE AOK)
Belgyogyaszati Intenziv Osztdlyan alsé léguti infekcid miatt kezelt betegek
kiilonb6z6 mddon vett mintaibol kitenyészett baktériumok egyezdségét vizsgaltuk az
optimalis mintavételi eljaras meghatarozasa céljabol. A tovabbiakban a nozokdmialis

also 1éguti infekciokbol szarmazo mintakban az Enterobacteriaceae csaladba tartozo

17/94



Gram-negativ baktériumok jelenlétét, valamint ugyanezen esetekben az ESBL
termelés eléfordulasi aranyat kivantuk meghatarozni.

A Gram-negativ léguti patogén baktériumok multirezisztens tdrzseivel szemben
potencialisan hatékony, szinergista antibiotikum kombinécid lehetséges alkalmazasa
céljabol vizsgaltuk kiilonb6z6 in vitro modszerekkel a béta-laktam/béta-laktamaz
gatlo, béta-laktam/fluorokinolon, béta-laktam/ aminoglikozid antibiotikumok
egylittes hatasat.

A potencidlisan léguti patogén Gram-negativ  baktériumok rezisztencia
mechanizmusait  kivantuk  tanulmanyozni  hagyoméanyos ¢és  molekularis

modszerekkel.
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Anyagok és modszerek

1. Baktérium torzsek

S. pneumoniae torzsek: Intézetiinkben 1997-2005 kozott kiilonb6z6 klinikai
mintabdl izolalt S. pneumoniae torzs adatait éves bontasban, valamint 1998-2001 és
2002-2005 kozott izolalt torzseket négy éves Osszesitésben elemeztiik. A random
modon valogatott, 2001. januar és junius kozott Intézetiinkben izolalt 57 S. pneumoniae
térzs szerotipus meghatarozasat végeztik el. A 35 S. pneumoniae torzs 3-6 éves
tiinetmentes 6vodas gyermek nasopharyngedlis mintaibol szdrmazott. A vizsgalatokat a
Szent-Gyorgyi Albert Orvos- és Gyogyszerésztudomanyi Centrum Regionalis Huméan
Orvosbiologiai Kutatasetikai Bizottsag engedélyével és a sziil6k irdsos hozzajarulasaval
végeztik (az engedély masolatit és a sziiléi nyilatkozat mintajat a fliggelékben
mellékeltiik). A cefditoren-pivoxillal végzett vizsgalatainkba 1993-1995 ko6zott a Heim
P4l Korhaz (Budapest) osztidlyain és ambulancidin ellatott, felsd 1éguti infekcidban
szenved6 gyermekek mintdibdl izoldlt 93, nagy szdzalékban penicillinre rezisztens,
valamint 35, az Intézetlinkben izolalt, pneumonia miatt kezelt felndtt beteg S.
pneumoniae térzsét vontuk be.

Pseudomonas spp. torzsek: A biofilm termelés vizsgalatokat cysticus fibrosisban
szenvedd gyermekek fels6 és alsd 1éguti mintaibol szarmazd P. aeruginosa torzsekkel
végeztik. Az E teszttel végzett szinergizmus vizsgalatokba elsésorban intenziv
osztalyon kezelt, nozokomidlis pneumonids betegek alsolégti mintaibdl tenyésztett
Pseudomonas spp-ket vontunk be.

Enterobacteriaceae torzsek: A cefoperazon béta-laktamaz gatldé kombinacid
vizsgalatokba bevont 7 E. coli és 9 K. pneumoniae torzset Intézetiinkben izolaltuk. A
béta-laktamaz tipusu rezisztencia mechanizmus vizsgalatainkat 170 K. pneumoniae, 82

E. cloacae és 15 S. marcescens torzzsel végeztik. A K. pneumoniae tdrzsek
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Magyarorszag kiilonb6z6 tertileteirdl, az E. cloacae térzsek két centrumbol, mig a S.
marcescens torzsek a Szegedi Tudomanyegyetem egyik klinik4jan zajlott nozokoémialis
jarvanybol (1éghti mintakbol és hemokulturabdl) szarmaztak.

Vizsgalatainkba egy betegtdl egy izolalt torzs adatait vontuk be azért, hogy a
tobbszOr ugyanattol a betegtdl kitenyészett azonos érzékenységli torzs ne torzitsa az
elemzés eredményét.

Az egyes vizsgalatokban American Type Culture Collection (ATCC), ill.
National Type Culture Collection (NTCC) kontroll torzseket alkalmaztunk.

A vizsgélataink soran alkalmazott kontroll torzsek listajat az 1. tdblazat tartalmazza.

Kontroll torzs Vizsgalat

S. pneumoniae ATCC 49619 MIC érték meghatarozas E-teszttel

S. pneumoniae NTCC 7465 MIC érték meghatarozas mikrodilucios modszerrel
S. pneumoniae NTCC 13593 MIC érték meghatarozas mikrodilucios modszerrel
E. coli NTCC 10418 MIC érték meghatarozas mikrodiliciés modszerrel
E. coli ATCC 25922 Korongdiffaziods rezisztencia meghatarozas

P. aeruginosa ATCC 27853 Korongdiffizios rezisztencia meghatarozas

1. tablazat. A vizsgalatainkban alkalmazott kontroll torzsek

2. Mintavételi médszerek

Az 6vodasok korében végzett surveillance vizsgalatok soran a felsé 1éguti mintak koziil
a nasopharynxbdl vett mintat részesitettiik eldnyben, mivel ott a tlinetmentesen
hordozott baktériumok, illetve az egyes felsé léguti infekcidért felelds baktériumok
legtobb esetben szintenyészetben taldlhatok. A CF-es betegeknél torokvaladékot
tenyésztettiink, ami a betegek kolonizaltsagi allapotara ad felvilagositast. Az als¢ 1éguti
mintdk koziil a kopetet elézetes citologiai megfelelés utan (>25 fehérvérsejt és <10

laphamsejt/latotér 100x-os nagyitassal, legalabb 40 latotér vizsgalata) dolgoztuk fel. A
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1¢legeztetett betegek trachea valadékat citologiai vizsgalat eredményével is
kiegészitettiik, mert ez tdAmpontot adott arra, hogy valdoban van-e a betegnek bakterialis
also léguti gyulladasa, vagy a kitenyészett baktériumok a felsd 1égutakbdl szarmaznak.
A szignifikans baktériumszam ezeknél a mintaknal >10° telepképzé egység/ml (Colony
Forming Unit/ml - CFU/ml). A Iélegeztetett betegekbOl szarmazd védett
bronchoalveolaris lavage (BAL) minta tenyésztése klinikailag jol hasznalhaté eredményt
ad, mert a felsé 1égutak flordja nem szennyezi. A szignifikans baktériumszam ebben az
esetben >10° CFU/ml. Kis szdmban szarmaztak a baktériumok egyéb mintakbol

(pleuralis punktatum, hemokultura, liquor) is.

3. Baktériumok azonositasa

A klinikai mintakbol izolalt, illetve a surveillance vizsgalatok soran a nasopharynxban
hordozott torzseket telepmorfologia, mikroszkopos vizsgalat és hagyomdnyos, a rutin
diagnosztikdban alkalmazott szokvdnyos biokémiai tulajdonsdgok vizsgélataval
hatdroztuk meg (6). Egyes esetekben automataval (VITEK1, VITEK2, bioMérieux,

L’Etoile, France) identifikaltuk a baktériumokat.

4. A Streptococcus pneumoniae torzsek tipizalasa

4.1. Szerotipizalas

A S. pneumoniae torzseket specifikus antiszérumok alkalmazasaval, agglutinacios
modszerrel (Mast Group Ltd. Bootle UK) szerotipizaltuk a gyartd utasitdsainak
megfeleléen. A torzseket Todd-Hewitt levesben egy éjszakan at 37°C-on tenyésztettiik,

majd 2000 g-vel 10 percig 4°C-on centrifugaltuk. A reszuszpendalt tiledékb6l 15ul-t

10ul antiszérummal hoztunk 0ssze targylemezen ¢és figyeltiik az agglutindciot.
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5. Antibiotikumokkal szembeni rezisztencia meghatarozasok

5.1. Korongdiffiziés modszer

A rutin diagnosztikai vizsgalatok soran az egyes baktériumok antibiotikum rezisztencia
korongdiffiziés moddszerrel hatdroztuk meg. A kapott gatlasi zondk mindsitését az
NCCLS/Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) aktualis ajanlasoknak
megfeleléen végeztiik. A S. pneumoniae torzsek esetén csak akkor fogadtuk el a
penicillin és szarmazékainak érzékenységét, ha a vizsgalatban alkalmazott 1ug tartalmu
oxacillin korong koriill a gatlasi zéna >20 mm volt. Ellenkezd esetben MIC (Minimal
Inhibitory Concentration) értéket hataroztunk meg E-teszttel (53).

5.2. MIC érték meghatarozas E-teszttel

A vizsgalatot az AB Biodisk (Solna, Sweden) ajanldsanak megfelelden végeztiik. A S.
pneumoniae torzseknél minden olyan esetben MIC értéket hataroztunk meg penicillinre,
amoxicillinre €s ceftriaxonra, amikor az 1ug oxacillin hatéanyagot tartalmazé korong
(Oxoid Basingstoke, Hampshire, UK) alkalmazasakor a gatlasi zona <19mm volt.
Penicillinre érzékenynek értékeltiik a torzset, ha a MIC <0,06 mg/l, mérsékelten
érzékenynek, ha a MIC 0,12 és 1 mg/l kozotti, rezisztensnek MIC >2 mg/l esetén.
Amoxicillinre érzékeny volt egy torzs  MIC <2mg/l, mérsékelten érzékeny
MIC = 4mg/l, rezisztens MIC >8mg/I esetén. Ceftriaxonra érzékenynek mindsitettiik azt
a nem meningitises betegtél szarmazo S. pneumoniae torzset, amelynél a MIC <1mg/I,
mérsékelten érzékenynek MIC = 2mg/l, rezisztensnek MIC >4mg/l, meningitis esetén a
torzs érzékeny volt MIC <0,5mg/l, mérsékelten érzé¢keny MIC = 1mg/l, rezisztens MIC
>2mg/l esetén. A Gram-negativ baktériumok esetében az értékelést szintén az

NCCLS/CLSI ajanlasa szerint végeztiik (53).
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5.3. MIC érték meghatarozas agardilicios moédszerrel

A vizsgalatot kettds 1éptékli higitasi sorral végeztik 5% defibrinalt 16vért tartalmazo
Mueller-Hinton agaron, illetve vért nem tartalmazé6 Mueller-Hinton agaron (Oxoid
Basingstoke, Hampshire, UK) a vizsgalt baktérium torzst6l fiiggden. A torzsek PBS-ben
felszinére 25 tliskét tartalmazé replikatorral vittiik fel a cseppeket. A beoltott lemezeket
16-24 6ran at inkubaltuk 37 °C-on. Azt az antibiotikum higitasi értéket vettiik a baktérium
MIC értékének, ahol ndvekedés mar nem volt lathatd. Az eredmények értékelésénél az
NCCLS/CLSI hatarértékeit alkalmaztuk (53).

5.4. MIC érték meghatarozas mikroleves higitasos médszerrel

A vizsgalni kivant antibiotikumokbol felezd higitasi sort készitettiink mikrotitrald
lemezben (256 mg/l-t61 0,125mg/1-ig). A vizsgalt torzs 24 o6ras lemeztenyészetébol 0,5
McFarland stirliségli szuszpenziot készitettiink 2x Mueller-Hinton levesben, amelybdl
minden lyukba 100 pl-t mértiink. A mikrotitralé lemezeket lefedtiik, 24 6ran keresztiil
normal atmoszféran 37 °C-ra inkubaltuk, majd vizualisan, ill. 1% TTC (triphenil
tetrazolium chlorid) oldat hozzdaddséaval értékeltikk. A vizsgalt torzsnek az adott
antibiotikumra mért MIC értékét az a koncentracido adta, ahol mar szemmel lathato

zavarosodas, vagy a TTC oldat piros elszinezdédése nem volt lathato (54).

6. Antibiotikum rezisztencia mechanizmusok vizsgalata

6.1. Béta laktamaz termelés vizsgalata kromogén szubsztrat alkalmazasaval

A vizsgalt Gram-negativ baktérium izolalt telepét ravittiik a nitrocefin tartalma korongra
(Difco, Sparks, US), amely pozitiv esetben néhany madasodpercen beliil piros

elszinez6dést mutatott. A béta-laktamaz termeld torzsek szubsztrat profiljanak
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meghatarozasat mikrokolorimetrids modszerrel, a friss tenyészetek ultrahangos feltarasa
utan Escamilla modszerével végeztiik (55).

6.2. Enzim indukcios vizsgalatok

A mobdszer alapja, hogy egyes antibiotikumok jo6 hatékonysdggal serkentik a
baktériumokat béta-laktaméaz termelésre, mig maguk ellendllnak az enzim hatdsanak,
azaz j6 indukal6 szerek. Més antibiotikumok jo szubsztratjai a termel6édd béta-laktamaz
enzimnek, de kevésbé hatékonyak az enzimtermelés indukalasaban, tehat j6 indikatorok.
A vizsgdlat sordn az antibiotikum érzékenység korongdiffuziés modszerrel torténd
vizsgalataval azonos moddon elkészitett baktérium szOnyegre feltett indukalo
antibiotikumot tartalmaz6 korong kozepétdl 14-16 mm-re helyeztiik fel az indikator
antibiotikumot tartalmazd korongot. A lemezeket a szokasos mdédon inkubaltuk. Ha az
indikator antibiotikum korong koriili gatlasi zéndja >1mm-nél jobban benyomodik az
indukal6 antibiotikum oldalanal, vagyis azon az oldalon tobb enzim termelddott - ami
elbontotta az indikator antibiotikumot - akkor a térzs indukéalhat6 béta-laktamdz enzimet
termelt. Alkalmazott indukdld antibiotikumok: cefoxitin, imipenem. Indikator
antibiotikumok: cefuroxim, cefoperazon, cefotaxim, ceftazidim (56).

6.3. ESBL termelés kimutatas korongdiffiizioval

A rutin korongdiffiizids modszerrel torténd antibiotikum érzékenység meghatarozas
alkalmaval kettds korong diffizios modszerrel hataroztuk meg az ESBL termelést két
korong - ceftazidim és amoxicillin/klavulansav - segitségével. ESBL termeld torzsek
esetében a két korong egymas felé esd részén kiszélesedett, vagy pillang6d alakban
megjelend baktérium novekedés-gatlast észleliink. Abban az esetben, ha ez a jelenség
nem volt lathatd, de a baktérium a 3. generacids cefalosporinokra az NCCLS/CLSI

gatlasi zonaknal szlikebb zonat mutatott, akkor 6t korong (ceftazidim, cefotaxim,
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aztreonam, cefepim ¢és amoxicillin/klavulansav) modszerrel, Jarlier és munkatérsai
szerint vizsgaltuk az ESBL termelés jelenlétét (57).

6.4. ESBL termelés kimutatas E-teszttel

Bizonyos esetekben megerdsitd vizsgalatként az ESBL termelés fenotipusos
kimutatasara ceftazidim/ceftazidim-klavuldnsav, vagy cefotaxim/cefotaxim-klavulansav
tartalmu E-teszteket alkalmaztunk. Akkor igazolt a vizsgalt torzs ESBL termelése, ha a
klavulansav nélkiili antibiotikummal kapott MIC érték és a klavulansavval kombinalt
antibiotikummal kapott MIC érték hanyadosa legalabb 3 (58).

6.5. ESBL termelés molekularis szinten torténé vizsgalata

Az ESBL termelé K. pneumoniae, E. cloacae és S. marcescens torzsekbol a plazmid
DNS-t Magic Miniprep DNA Purification Kittel (Promega, Madison, WI, USA)
extrahaltuk. A szeparalast kovetden az elektroforézist 0,7%-os agardz gélen végeztik, a
gélt ethidium bromiddal festettiik. A plazmid DNS TEM és SHV génjeit TEM és SHV
specifikus primerekkel amplifikdltuk. Az SHV gének egyes tipusainak elkiilonitésére
SSCP (single-stranded conformation polymorphism) analizist alkalmaztunk. Az
amplifikalt terméket Pstl enzimmel emésztettiik, majd polyacrylamid gélen szeparaltuk
ismert SHV gén standardokkal egyiitt. Az ssDNS fragmenteket (single-strand — egyszalu

DNYS) eziist nitrattal festettiik.

7. Szinergizmus vizsgalatok

A szinergizmus vizsgdlatokat Gram-negativ, fOként légiti mintakbol izolalt
baktériumokkal végeztiik. A vizsgalt antibiotikumok: cefoperazon klavuldnsavval vagy
szulbaktdmmal kombindlva (sakktablatitralas, 6lési gorbe), ciprofloxacin, piperacillin,

ceftazidim, imipenem, tobramycin, amikacin (szinergizmus vizsgalat E teszttel)
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7.1. Sakktabla (chequerboard) titralas

A cefoperazon - béta-laktamaz gatld (szulbaktam, klavulansav) kombinaciok vizsgalatat
Lorian leirasa szerint chequerboard titralassal vizsgaltuk Takatsi-féle mikrotitrald
lemezben (54). Vizszintesen a cefoperazon felezé higitasat készitettiik el, a fliggdleges
sorokba a béta-laktamaz gatlok kémcsében végzett felezd higitasait mértiilk be azonos —
50-50 ul — térfogatban. A fliggbleges ,,A” sor csak a béta-laktamaz gatl6 higitasi sorat, a
vizszintes 12. sor csak a cefoperazon higitasi sorat tartalmazta, igy ezekben a sorokban a
kombinécio nélkiili MIC értékek leolvashatok voltak. Az AS8-as lyuk csak baktérium
szuszpenziot tartalmazott, ez volt a ndvekedési kontroll. A kombinacidé nélkiili és a
kombinécioban mért MIC értékekbdl kiszamoltuk a Fractional Inhibitory Concentration-
t, a FIC indexet: FIC=MIC”A”(,,B”)/MIC”A”+MIC”B”(,,A”)/MIC”B”. A Kkapott
eredményt értékeltiik: ha a FIC index <0,5, a hatas szinergén, ha a FIC 0,5< <1, a hatas
additiv, ha a FIC 1< <2, a hatas indifferens, ha a FIC >2, a hatas antagonista (59).

7.2. Olési-gorbe (killing-curve) médszer

A cefoperazon ¢és klavulansav/szulbaktam kombinaciok ko6zds hatasat oOlési gorbe
vizsgalattal allapitottuk meg. A vizsgalt baktérium 24 oOras véres agar tenyészetébol
10° CFU/ml csirdszamot Allitottunk be Mueller-Hinton levesben. Vizsgaltuk a
valamint 1 mg/l klavulansavval, 1mg/l ill. 16 mg/l szulbaktimmal kombinalva. A
tenyészeteket Ehrlen-Mayer lombikban razatva 37°C-on normal atmoszféran inkubaltuk.
Csiraszdm meghatarozast végeztiink az antibiotikum mentes tenyészetbdl, majd minden
egyes antibiotikumot illetve antibiotikum ¢és béta-laktamaz gatlo kombinaciét tartalmazé
tenyészetbdl 6 és 24 6ra mulva. A kapott ml-kénti csiraszamok 10-es alapu logaritmusat

az id6 fiiggvényében abrazoltuk (54).
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7.3. Szinergizmus vizsgalat E-teszttel

A vizsgalt baktériumok friss tenyészetébodl 0,5 McFarland siirliségli szuszpenzidval
végeztiik a vizsgalatokat. Az egyik Mueller-Hinton agar lemezre el6szor a kombinécio
»A” tagjat tartalmaz6 E-teszt csikot, a masikra a ,,B” tagjat tartalmazo E-teszt csikot
helyeztiik. 30 perces szobahén torténé inkubalds utan - amely id6 alatt az antibiotikum
teljes mértékben bediffundal a taptalajba - az E-teszteket eltavolitottuk és szigortian
ugyanarra a helyre az ,,A” antibiotikum helyére ,,B”-t, a ,,B” antibiotikum helyére ,,A”
antibiotikum tartalmu csikokat helyeztiink. Ezutan a lemezeket 16-24 6raig 37°C-on,
normal atmoszféran inkubaltuk. Inkubdci6é utan az antibiotikumok MIC értékét kiilon-
kiilon és kombinacidban is meghatdroztuk. Az egyedi és a kombinacidban alkalmazott
antibiotikumok esetén meghataroztuk a FIC indexet és értékeltiik a kombindcid egyiittes

hatasat.

8. Biofilm termelés vizsgalat

A CF-es gyermekek 1égtti mintaibol izolalt, vizudlisan is mucoid P. aerugonosa torzsek
biofilm termelését mértiikk Enzym-Linked Lectinsorbent Assay (ELLA) moddszerrel
Leriche leirasa szerint (60). A kisérletekhez a lektinek egyszerii cukrokhoz vald
kotodesét vettiik alapul. Két kiillonb6zd peroxidazzal jeldlt lektint (Concanavalin-A -
ConA és Wheat Germ Agglutinin - WGA) alkalmaztunk és a baktériumok altal termelt
biofilmhez vald kotddésiiket vizsgaltuk. A baktériumok biofilm termelését 96 lyuku
milanyag mikrotitrdld lemezben vizsgaltuk. A 96 lyuku mikrotitrald lemez elsé hat
oszlopaba ConA-t mértiink, amely a biofilm D-gliik6z é¢s D-mann6z részeihez kotddik,
mig a 7-12 oszlopban WGA-t hasznaltunk, amely az N-acetyl-D-gliikkozamint ismeri fel

specifikusan. A peroxidazzal jelolt ConA-bol ill. a WGA-bdl felez6 higitasi sort
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készitettiink, amelyet a mikrotitrdldo lemez oszlopaiba fentrél lefelé csokkend
koncentracioban mértiink be. A tapfolyadékkal (Tryptic Soy Broth — TSB -
¢lesztokivonattal kiegészitve) bevitt baktériumoknak a kialakult biofilmhez nem ko6t6do,
folyadékban 1évo frakciojat steril PBS pufferrel kimostuk, majd peroxidazzal jelzett
lektineket alkalmaztunk a biofilm lathatova tételére. Kot6dés utan a kitapadt lektinhez
kotott  peroxidazt 2,2-azino-bis  (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABST)
szubsztrat hozzaadassal tettilk lathatova. A jol detektdlhatéan biofilmet termeld
torzseknél vizsgaltuk a biofilm termelés gétlasat clarithromycin hozzéadasaval. Ennél a
vizsgalatnal Leriche modszerét igy modositottuk, hogy a TSB tapfolyadékban 50, 100,
tapfolyadék csere utan meghatdroztuk a biofilm termelés valtozasat ELLA mddszerrel a

kezeletlen torzshoz viszonyitva.

9. Direkt E-tesz vizsgalat CF-es betegek kopetmintainak primer tenyészetén

Romlo klinikai allapoti CF-es betegek kopetébdl cytologiai vizsgalatot és mucolizist
kovetden 100 pl-nyi mintat véres agar taptalajra plétoltunk, majd antipseudomonas
hatast antibiotikumokat tartalmaz6 E teszteket helyeztiink fel (cefoperazon, ceftazidim,
piperacillin/tazobactam, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, aminoglikozidok). A
lemezeket 16-24 oran at inkubaltuk 37 °C-on, normal atmoszféran. Vizsgaltuk a kisér6
garatflora érzékenységét a vizsgalt antibiotikumokkal szemben, valamint a kiilonb6z6
MIC értékkel bir6 P. aeruginosa telepek és egyéb, multirezisztens baktériumok

jelenlétét (AB Biodisc Stokholm, Sweden, Solna, E-teszt tovabbképzés).
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10. Antibiotikum fogyas meghatarozasa

1998 ¢és 2005 kozott vizsgaltuk a Csongrad megyei €s az orszagos béta-laktam
antibiotikumok [Anatomical - Therapeutic - Chemical (ATC) csoport: JOIC] és a
makrolid, lincosamid [JOIF] csoportba tartoz6 antibiotikumok fogyasat. Az éves
antibiotikum  felhasznédldsi adatok forrdsa az IMS PharmMIS adatbazis
nagykereskedelmi eladasa volt. Az antibiotikumok csoportositasa, és fogyasztasuk
kalkulalasa az egészségiigyi vilagszervezet, a World Health Organisation (WHO) ATC —
DDD (Defined Daily Dose — atlagos feln6tt napi dozis) indexének 2005-0s verzidja
alapjan tortént (61). A népességi adataink a Kdzponti Statisztikai Hivatal adatbazisabol
szarmaztak. Az antibiotikum fogyasnak, a S. pneumoniae torzsek penicillinekre és
makrolidokra vald rezisztencia el6forduldsra vald hatdsanak megitéléséhez csak az
antibiotikumok per os formuldit vettiikk be az elemzésiinkbe. Az orszdgos és a helyi
(Csongrad megye) antibiotikum fogyasi adatokat DDD/1000 lakos/napban adtuk meg

(62).

11. Az adatok statisztikai elemzése

A rezisztencia adatokat a laboratoriumunk informatikai rendszerébdl gytjtottik. Egy
betegtdl egy izolatum adatait vettiik figyelembe. A vizsgélt idészakokban a jaro- és
fekvobetegek mintaibol, valamint a 14 év alatti és feletti betegek mintaibol izolalt
S. pneumoniae torzsek adatainak elemzésére Khi-négyzet és Fisher féle egzakt probat
alkalmaztunk az SPSS program csomag segitségével (verzié 13.0). A statisztikai

elemzés soran a p<0,05 értéket tekintettiik szignifikansnak.
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Eredmények
1. Streptococcus pneumoniae torzsek vizsgalata soran kapott eredményeink
A S. pneumoniae torzsek penicillin érzékenységi adatait 1997-t61 2005-ig a
Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézetben (KMDI) kiilonb6z6 mintakbdl izolalt
torzseknél elemeztiik. A gyermekek mintaibol (0-14 év) izolalt S. pneumoniae torzsek
penicillin érzékeny/mérsékelten érzékeny/rezisztens esetszamat az. 1. dbran mutatjuk be.
A penicillinnel szembeni érzékenység %-o0s megoszlasat a gyermekek mintaiban a 2.

abra mutatja.
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R: penicillinre rezisztens, ME: penicillinre mérsékelten érzékeny, E: penicillinre érzékeny
1. abra. Gyermekek mintaibol izolalt S. pneumoniae térzsek megoszlasa penicillin érzékenységiik alapjan

1997-2005 kozott (esetszam)
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2.abra Gyermekek mintaibol izolalt S. pneumoniae torzsek %-os megoszlasa penicillin érzékenységiik

alapjan 1997-2005 kozott (esetszam)
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A vizsgalt id0szakban a penicillinre mérsékelten érzékeny térzsek aranya fokozatosan
emelkedik 1999-ig, majd a kovetkez6 években az arany kozel valtozatlan. A terapias
gondot okoz6 penicillinre rezisztens torzsek szama ¢és aranya 2002-t6]1 csokkend
tendenciat mutat; mig 1997-ben 19% volt (19 eset), 2004-2005-re 1 ill 2%-ra esett vissza
(51ill. 11 eset).

A 2. tablazatban az izolalt torzsek szarmazasi helyét mutatjuk be. Annak ellenére, hogy a
mintavételt infekcidzus tiineteket mutatd betegeknél végezték el, elenyészé szamban
tenyészett ki pneumococcus olyan mintabol, amely az infekcidé valddi helyérdl
szdrmazott (alsd léguti minta, hemokultira, liquor). Az esetek dontd tobbségében nagy
valosziniiséggel a baktérium hordozéasa allt fenn, vagy nem igazolhatd egyértelmiien,
hogy a tiinetek hatterében a kitenyészett S. pneumoniae allt, mint fert6z6 agens. Ennek
elsdsorban az az oka, hogy a kisgyermekektdl nem lehet megfelelé kooperacio
hidnyaban also 1églti mintat nyerni. A kialakuld pneumonia ritkdn annyira stlyos, hogy
gépi 1élegeztetés valjon sziikségessé és igy nyiljon lehetdség mély léguti valadék
nyerésére. A sulyos esetben kialakul6 pleurdlis folyadékgyiilem punkcidja sordn nyert
mintabol kitenyészett baktérium korokozo szerepének megitélése egyértelmii. A felsd
légtiti huruthoz tarsuld kotdhartya gyulladas korokozoja azonosithatod a szemvaladékbol.
Az otitis media miatt végzett paracentesis soran vett fiilvaladék, valamint a sinusitises
betegek arciireg valadékanak a mintaszama 2005-ben emelkedett meg jelentdsen, miutan
a specialis gyermek fiil-orr-gégészeti ellatast végzd egységet az egyetemi klinikdhoz

csatoltak, és a mintak tenyésztését Intézetiink végezte.
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1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005
Fiilvaladék 5 2 11 5 7 4 12 21 18
Arciireg mosé 0 1 0 0 0 0 0 0 36
Orr/torok/NT* 89 109 139 182 189 269 328 325 517
Also 1éguti minta 0 1 2 3 2 2 4 3 1
Punktatum 0 0 2 3 1 1 2 1 2
Vizelet 1 0 0 1 0 0 0 0 0
Hiivelyvaladék 0 1 0 0 0 1 1 0 0
Szemvaladék 4 0 6 6 7 5 4 6 6
Hemokultra 0 0 0 0 1 0 1 0 0
Liquor 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Gyomorvaladék 0 0 0 0 0 0 1 0 0

*NT: nasopharyngealis tampon

2. tablazat A S. pneumoniae pozitiv mintak megoszlasa gyermekek esetén

Felné6tt betegektdl szarmazd mintakbol kitenyészett S. pneumoniae esetek szama

minden évben igen alacsony volt (3.- 4. abra).

1997 (33) 1998 (33)

1999 (42) 2000 (44) 2001(68) 2002 (42)

2003 (55) 2004 (58) 2005 (71)
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3. 4bra Felnéttek mintaibol izolalt S. pneumoniae térzsek megoszlasa penicillin érzékenységiik alapjan

1997-2005 kozott (esetszam)

A felndttek mintdibol még kisebb szamban tenyésztettiink ki penicillin rezisztens

torzseket, mint a 14 éven aluliak mintaibol. A legnagyobb esetszam 2001-ben volt (4
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eset). 2003-2004-ben egyetlen torzs sem volt penicillinre rezisztens (MIC >2 mg/l). A
penicillinre mérsékelten érzékeny torzsek valtozd szamban és aranyban tenyésztek,
emelkedd tendencia 2002-t6l figyelhetdé meg, bar az ardany joval alatta marad a
gyermekek mintaibdl kitenyészett penicillinre mérsékelten érzékeny pneumococcusok

aranyatol (2005-ben gyermekeknél 50%, felndtteknél 39%).
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4. abra Felndttek mintaibol izolalt S. pneumoniae toérzsek %-os megoszlasa penicillin érzékenységiik

alapjan 1997-2005 kozott (esetszam)

Elemeztiik a felnétt betegek pneumococcus pozitiv mintdinak Osszetételét,
amelyet a 3. tablazatban mutatunk be.

1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005

Fiilvaladék 0 0 1 1 2 0 3 3 2
Arciireg mosé 0 0 0 3 2 0 0 2 1
Orr/torok/NT* 11 5 7 14 18 17 20 13 14
Also6 léghiti minta 11 10 19 8 19 15 20 26 34
Punktatum 3 3 5 3 2 4 3 1
Vizelet 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Hiively/Ondo 0 9 4 4 5 4 0 1 1
Szemvaladék 0 2 1 1 3 0 2 0 2
Hemokulttra 8 4 4 7 11 3 6 7 14
Liquor 0 0 1 3 2 0 0 3 2
Osszes 33 33 42 44 68 42 55 58 71

*NT: nasopharyngealis tampon

3. tablazat A S. pneumoniae pozitiv mintdk megoszlasa felndttek esetén
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Az izolalt torzsek 59-85%-ban valddi korokozok voltak (nem orr/torok hordozas),
mivel az infekcid helyérl szarmaztak. Igy a felndttek esetében sokkal kevésbé a
hordozott, mint inkabb a valddi koérokozok rezisztencia viszonyait tudtuk megitélni.

A laboratériumunkban izolalt S. pneumoniae torzsek relevans antibiotikumokkal
szembeni rezisztencidjanak eléforduldsat, annak valtozasat elemeztiik ugy is, hogy a
vizsgalt idészakot két idoperiodusra bontottuk: I. 1998-2001, 1. 2002-2005. Az elsé
periddusban csak a klinikak fekvObeteg osztalyairol €s jarobeteg ambulancidir6l, mig a
masodik periddusban héziorvosoktdl ¢és a masodik szinti ellatdst végzd
gyermekkorhdzbol is emelkedd szamban kaptunk vizsgélati anyagokat. A vizsgalt 8 éves
id6szak alatt 2670 S. pneumoniae torzset izolaltunk a kiilonb6zé klinikai mintakbol.
1267 torzs szarmazott fekvd betegektdl, melynek nagyobb részét (983) 14 év alatti
gyermekek mintdibol, kisebb részét (284) felndttek mintdibdl izolaltuk (4. tablazat).
1403 torzs jarobetegek mintdibol keriilt izolalasra, melyek koziil 14 ¢év alattiaktol
érkezett mintdkbol tenyészett ki 1204 ¢és felndttek mintdibol 189. A két iddperiodust
Osszehasonlitva jelentds eltéréseket talaltunk, kiilondsen a penicillinre rezisztens S.
pneumoniae torzsek aranyaban. A 0-2 éves korcsoportban, mind a jar6- mind a
fekvobetegek esetében a penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek aranya jelentGsen
csokkent a vizsgalt két idoszakban (20%-rol 4%-ra és 21%-161 2%-ra). Azonos tendencia
figyelhetd meg a 3-14 éves gyermekek mintaibol izolalt torzsek esetében is. A felnott
betegek (>14 év) mintaibol izolalt S. pneumoniae torzsek kozott igen alacsony volt a
penicillin rezisztens (9% és 2,5%) torzsek aranya mindkét idészakban. A felndttektol
szarmaz6 mintdkban a penicillinre nem érzékeny (rezisztens €s mérsékelten érzékeny
egyiitt) S. pneumoniae torzsek aranya joval alacsonyabb, mint a gyermekek mintaibol
izolalt torzseknél (felndttek mintaibol izolalt Osszes torzs esetén 24,5%, gyermekek

mintaibol kitenyészett Gsszes torzs esetén 42,4%). A penicillin rezisztens S. pneumoniae
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torzsek ardnya szignifikansan csokkent a két idoszakot osszehasonlitva mind a fekvo-
(14%-r61 3%-ra), mind a jarObetegek esetében (10%-r6l 2%-ra). A penicillinre
mérsékelten érzékeny torzsek aranya a két idOszakot Osszevetve novekedett (34%-r6l
44%-ra a fekvd betegek esetében; 28%-10l 51%-ra a jardbetegek esetében). A mintak
joval nagyobb szamban érkeztek gyermekektél, mint felnéttektdl (73%-ban az |.
idészakban, 80%-ban a II. iddszakban), tehat az eredményeket sokkal jobban
meghatarozzak a gyermekkortiaktol szarmazé mintakbol izolalt baktériumok

érzékenységi adatai (4. tablazat).
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Penicillin Penicillin P Amoxicillin Amoxicillin P Ceftriaxon Ceftriaxon P
o S. pneumoniae | rezisztens térzsek mérsékelten rezisztens mérsékelten rezisztens mérsékelten
% torzsek szama szama/% érzékeny torzsek torzsek érzékeny torzsek torzsek szama/% érzékeny torzsek
g MIC >2 mg/Il szama/% szama/% szama/% MIC >1 mg/l szama/%
E MIC 0,12-1 mg/I MIC >8 mg/I MIC=4 mg/I| MIC=0,5 mg/Il
I Il. | Il. l. Il. I Il. l. Il. | 1. I 1.
0-2 158 335 32/20 13/4 58/37 180/54  <0.000 | 17/11 6/2 24/15 6/2  <0.000 6/4 31 3/2 11/3 KA
%ﬂ 3-14 193 297 26/13 712 68/35 129/43  <0.000 14/7 2/1 15/8 6/2  <0.000 4/2 0 2/1 8/3 KA
:;é 15-65 85 103 7/8 3/3 22126 28/27 0.270 5/6 171 4/5 33 KA 3/4 0 3/4 3/3 KA
2 >65 41 55 4/10 1/2 12/29 11/20 0.097 1/2 0 317 172 KA 1/2 0 1/2 1 KA
Ossz 477 790 69/14 24/3 160/34  348/44  <0.000 37/8 91 46/10 16/2  <0.000 14/3 3/0,4 9/2 23/3 <0.000
0-2 115 373 24121 9/2 36/31 208/56  <0.000 | 12/10 31 13/11 9/2  <0.000 6/5 2/0,5 1/1 9/2 KA
o 3-14 181 545 12/7 9/2 55/30 297/53 0.001 6/3 31 11/6 9/2  <0.000 2/1 3/0,5 312 10/2 KA
8 15-65 84 92 1/1 1/1 16/19 25/27 0.444 0 0 3/4 22 KA 0 0 0 1 KA
,:% >65 4 9 0 0 0 2 KA 0 0 1 0 KA 0 0 1 0 KA
Ossz 384 1019 37/10 19/2 107/28  522/51  <0.000 18/5 6/1 2717 20/2  <0.000 8/2 5/0,5 3 20 0.058
KA: kevés adat
[.: 1998-2001  Il.: 2002-2005

4. tablazat Penicillin, amoxicillin és ceftriaxon magas és mérsékelt rezisztenciajanak el6fordulasa S. pneumoniae torzseknél a vizsgalt két idéperiodusban
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Az 1. idGszakban a penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek el6forduldsa
gyermekek esetében 14,5% volt, felndttek esetében 5,6%, a 1. idészakban a gyermekek
mintaibol 2,5%-ban a felnéttek mintdiban 1,9%-ban izolaltunk penicillin rezisztens  S.
pneumoniae torzset.

Az amoxicillin rezisztens ¢s mérsékelten érzékeny torzsek eléfordulasa csokkend
tendenciat mutatott a két idOperiodust Osszehasonlitva a jaré és fekvd betegek,
gyermekek ¢és felndttek esetében egyarant. Ezek az adatok azt mutatjdk, hogy az
amoxicillin legtobb esetben alkalmazhatéo a S. pneumoniae torzsek okozta fert6zéses
megbetegedések kezelésében. Ceftriaxonra rezisztens torzsek eléfordulasa csokkent, mig
a mérsékelten érzékeny torzsek szamaban emelkedést tapasztaltunk, de ezek az
esetszamok az Osszes izolalt torzsnek igen kis szazalékat képezték (4. tdblazat).

Kiilon vizsgaltuk az invaziv mintdkbol (vér, liquor, védett bronchoalveolaris
lavage, punctatum) izolalt S. pneumoniae torzsek penicillin rezisztenciajanak
eléfordulasat. Nem talaltunk lényeges kiilonbséget a penicillin rezisztens torzsek
szamaban a felndttek és a gyermekek mintaibol izolalt torzsek esetében a két iddszakot
Osszehasonlitva. A penicillinre mérsékelten érzékeny torzsek ardnya csak igen kis
mértékben emelkedett mindkét betegesoportban, igy penicillinre nem érzékeny
(rezisztens €s mérs€kelten érzékeny) torzsek eldforduldsi ardnya is kismértékben
novekedett (32,7% és 35%). Az invaziv mintakbol izolalt 155 S. pneumoniae torzs koziil
a vizsgalt 8 év alatt mindossze 9 torzs nem volt érzékeny amoxicillinre és 3 ceftriaxonra

(5. tablazat).
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S. Penicillin Penicillin Amoxicillin Amoxicillin Ceftriaxon Ceftriaxon

pneumoniae | rezisztens  mérsékelten rezisztens mérsékelten rezisztens mérsékelten
torzsek torzsek érzékeny torzsek szama érzékeny torzsek érzékeny
szama szama  torzsek szdma MIC >8 torzsek szama szama torzsek szama
MIC>2 MICO0,12-1 mg/l MIC=4 mg/I MIC >4 MIC=2 mg/I
mg/l mg/l mg/l

<l4év 7 44 | 2 2 3 19 1 1 2 1 0 0 0 1
>14¢év 51 53 | 2 0 12 13 1 0 3 0 0 0 2 0
Osszes 58 97 | 4 2 15 32 2 1 5 1 0 0 2 1

5. tablazat A penicillinre rezisztens és mérsékelten érzékeny S. pneumoniae torzsek eléfordulasa invaziv

mintabdl izolalt tdrzseknél (Hemokultira, liquor, védett bronchoalveolar lavage, pleuralis punctatum )

A 6. tablazatban az erythromycin ¢és clindamycin rezisztens S. pneumoniae
torzsek aranyat mutatjuk be. Az erythromycin rezisztencia egységesen magas volt a
jarobeteg gyermekek mintdibol izolalt térzseknél a két idOszakot vizsgalva (44% és
43%), és kissé magasabb volt, de jelentds kiilonbséget nem mutatott az évek soran a
fekvobetegeknél (49% és 48%). A felndttek mintdibol izolalt torzseknél az erythromycin
rezisztencia aranyt alacsonyabbnak talaltuk minden vizsgalt csoportban, de kissé
emelkedd tendenciat mutatott mind a fekvd (I. periodus 24%, II. periddus 28%), mind a
jaré betegek esetében (I. periodus 22%, II. periddus 31%), a két i1ddszakot
Osszehasonlitva. A clindamycin rezisztencia minden esetben kissé alatta maradt az

erythromycin rezisztencia ardnynak.
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S.

pneumoniae Erythromycin rezisztens Clindamycin rezisztens
Korcsoportok p p
torzsek torzsek szama/% torzsek szama/%
Szama
l. Il. l. l. l. 1.
0-2 158 335 75/47 177/53  0.289 74147 146/44 0.498
g 3-14 193 297 98/51 126/42  0.078 80/41 115/39 0.571
§ 15-65 85 103 19/22 30/29 0.320 18/21 29/28 0.312
4
2 >65 41 55 11/27 11/20 0.469 10/24 10/18 0.612
Osszes 477 790 203/43 344/43  0.770  184/38 300/38  0.952
0-2 115 373 62/54 170/46  0.135 59/51 142/38  0.013
3-14 181 545 68/38 226/41  0.383 62/34 192/35  0.857
= 15-65 84 92 17/20 28/29  0.166 18/21 20/22 1.000
:§ % >65 4 9 2/0 3/0 KA 2/0 3/0 KA
Osszes 384 1019 149/39 427/42  0.301 141/38 357/35 0.573

KA: kevés adat
6. tablazat Az erythromycin és clindamycin rezisztencia eldfordulasa S. pneumoniae térzseknél a vizsgalt

két periodusban

Az antibiotikum fogyési adatokat a 7. tablazatban mutatjuk be. A penicillinek fogyasa
(ATC kod: JO1C) Magyarorszagon viszonylag allando volt 1998 és 2005 kozott  (atlag
+ SD:8,45+0,51 DDD/1000 lakos/nap). Atmeneti emelkedés figyelheté meg 1999-ben.
A penicillinek csoportjan beliill a széles spektrumt penicillinek (JOICA) fogyésa
csokkend tendencidt mutatott, mig a penicillinek béta-laktamazzal kombinalt
csoportjaban (JOICR) a fogyas folyamatosan emelkedett. A penicillinek csoportjanak
(JO1C) és alcsoportjainak (JO1CA; JOICR) felhasznaldsa azonos tendencidt mutatott
Csongrad megyében és orszagosan. A makrolid, lincosamid (JO1F) csoport orszagos
fogyéasa emelkedett az évek soran, ugyantigy, mint Csongrad megyében, ahol a fogyas
minden évben kissé meghaladta a lakossagra standardizalt orszagos adatokat.

(1. kozlemény)
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Jo1C JO1CA JO1CR JO1F

Magyar- Csongrad Magyar- Csongrad Magyar- Csongrad Magyar- Csongrad

Ev orszag megye orszag megye orszag megye orszag megye
1998 8.03 8.48 3.15 3.56 341 3.54 2.75 3.13
1999 9.50 10.64 3.63 4.39 4.24 4.67 3.70 4.08
2000 8.24 9.42 3.03 3.64 3.76 4.45 3.25 3.98
2001 8.66 9.57 3.23 3.65 3.98 4.66 3.03 3.66
2002 8.06 9.03 2.89 3.38 3.89 4.60 2.73 3.26
2003 9.01 9.76 3.22 3.49 4.55 5.29 3.05 3.55
2004 8.31 9.44 2.76 3.24 4,52 5.31 3.09 3.68
2005 8.58 9.72 2.62 3.22 5.22 5.81 3.90 4.08

JO1C  Béta-laktam antibiotikumok, penicillinek
JO1CA Széles spektrumi penicillinek

JO1CR Béta-laktam béta-laktamaz kombinacid
JO1IF  Makrolidok, linkézamidok

7. tablazat A magyarorszagi és a regionalis (Csongrad megye) jarobeteg antibiotikum fogyas a vizsgalt

antibiotikum csoportok esetében DDD/1000 lakos/nap; 1998-2005.

Kevés hazai adattal rendelkeziink a hordozott és a korokozd S. pneumoniae
torzsek szerotipus megoszlasardl. Munkacsoportunk elvégezte 2001. januédr €s junius
kozott izolalt, 57 random modon valogatott S. pneumoniae torzs szerotipizalasat,

melyeknek eredményét mutatjuk be a penicillinnel szembeni érzékenységgel egyiitt a 5.

abran.
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5. 4dbra A KMDI-ben 2001 januar-junius kozott izolalt S. pneumoniae torzsek szerotipus szerinti

megoszlasa és penicillinnel szembeni érzékenysége. (N=57)
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Egy torzs volt penicillinre rezisztens (MIC >2 mg/l), 30 penicillinre mérsékelten
érzékeny. A legnagyobb szamban a térzsek (N:31) a 6-0s szerotipusba tartoztak.

Az 57 szerotipizalt S. pneumoniae torzsbél 21 szarmazott 2 éves, vagy annal
fiatalabb gyermektdl. A 21 torzs 52%-a (11 torzs) volt penicillinre mérsékelten

érzékeny, és az egy penicillinre rezisztens torzset is ebben a csoportban izolaltuk (6.

abra).
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6. abra A KMDI-ben 2001 januar-junius kozott izolalt 2 évnél fiatalabb gyermekek mintaibdl izolalt S.

pneumoniae torzsek szerotipus szerinti megoszlasa és penicillinnel szembeni érzékenysége. (N=21)

A két éves kor alatti gyermekek mintaibdl izolalt térzsek szerotipusa 95%-ban
(20 torzs) megegyezett az ebben a korban alkalmazhaté immunogén 4, 6B, 9V, 14, 18C,
19F, 23F szerotipus ellen védelmet kialakitd konjugalt vakcina szerotipusaival. A két
évnél idGsebb paciensek mintaibol kitenyészett S. pneumoniae térzsek szerotipusa 97%-
ban (35 torzs) volt azonos a 23 valens pneumococcus poliszacharid vaccinaban talalhato
szerotipusokkal.

Felndttek mintdibol 8 torzs szdrmazott, amelyek koziil egy torzs penicillinre
érzeékeny és 6-os szerotipusu, hat torzs penicillinre mérsékelten érzékeny, ebbdl kettd 6-
os, kettd 9-es, kettd pedig 23F szerotipusu, egy pedig penicillinre rezisztens 19A
szerotipusu volt. A feln6tt betegek koziil kettOnek sinusitise, egynek otitis mediaja, négy

betegnek pneumonidja, egy betegnek bronchitise volt. A mintdk minden esetben a
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fert6zés helyérdl szarmaztak (2 sinus aspiratum, 1 kozépfiil valadék, 2 hemokultura és 2
trachea valadék), mig a gyermekektdl szarmazo pneumococcus pozitiv 49 mintabdl egy
mellkaspunktatumbol, egy otitis media-s beteg flilvaladékabol, 5 sinusitises beteg
nasopharyngealis mintajabol szarmazott. A tobbi esetben egyszerli hurutos tiinetek miatt
tortént mintavétel az orrbol vagy a torokbol.

A betegektdl szarmazo mintdkon tal megvizsgaltuk négy szegedi 6vodaban a 3-6
éves gyermekek esetében a S. pneumoniae orrhordozas eléfordulasi gyakorisagat. 195
tiinetmentes gyermek nasopharynxat mintaztuk meg, keresve a szokésos felsdléguti
patogéneket. Eredményeinket a 8. tdblazatban foglaltuk Ossze. A gyermekek felében
talaltunk baktérium hordozast, 35 esetben S. pneumonie-t, 27 esetben H. influenzae-t, 30
esetben M. catarrhalis-t, 28 esetben S. aureus-t izolaltunk. 17 gyermeknél két-, kettd
gyermeknél haromféle baktérium tenyészett ugyanazon mintabol. A 8. dbrdn mutatjuk be
a S. pneumoniae torzsek penicillin MIC értékeihez tartozo esetszamokat. Az izolalt 35 S.
pneumoniae torzs koziil egy penicillinre, amoxicillinre, erythromycinre és clindamycinre

is rezisztens volt. Ceftriaxon rezisztens torzset nem izolaltunk (8. tablazat).

Erzékenység hatarérték Rezisztens hatarérték

N
o

[N
ol
L

Esetszam
=
o

(3]
L

= m m [ —
<0,03 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4
mg/l

o

Penicillin: érzékeny <0,06 mg/l, mérsékelten érzékeny 0,12-1 mg/l, rezisztens >2 mg/I

7.4bra Tiinetmentesen hordozott S. pneumoniae térzsek penicillin MIC értékeinek megoszlasa.
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Vizsgalt Izolalt Penicillin Amoxicillin Ceftriaxon
gyermekek S. rezisztens mérsékelten Rezisztens mérsékelten Rezisztens mérsékelten Erythromycin

szama pneumoniae  MIC >2 érzékeny MIC >8 érzékeny MIC >4 érzékeny  / clindamycin

torzsek mg/Il MIC 1-0,12 mg/Il MIC 4 mg/I mg/l MIC 2 mg/l rezisztens
szama mg/l
Belvarosi 122 14 1 10 1 2 0 1 11
6vodak
Kiilvarosi 73 21 0 4 0 0 0 0 3
6vodak
Osszes 195 35 1 14 1 2 0 1 14

8. tablazat Tiinetmentes 6vodasok hordozott S. pneumoniae térzseinek rezisztencia adatai

A négy ovoda koziil kettd belvarosi, kett6 kiilvarosi teriileten mitkodik.
(2. kozlemény)

Egy Gjonnan bevezetett oralis 3. generacios cefalosporin (cefditoren-pivoxil)
hatékonysagat vizsgaltuk 93, 1993-1995 kozott izolalt, nagy aranyban penicillin
rezisztens S. pneumoniae torzspopulacion. A torzsek 24%-a érzékeny, 22%-a
mérsékelten érzékeny és 54%-a rezisztens volt penicillinre. A vizsgalatainkba bevontunk
35 olyan pneumococcus tOrzset, amelyet feln6tt pneumoénids betegek mintaibol
1zolaltunk (30 kdpetbdl, 5 hemokultirabol szarmazott). A vizsgalt torzsek MIC értékeit a

9. tdblazatban foglaltuk ossze.

MIC (mg/l)

A torzsek eredete MIC 50 MIC90 MIC tartomany
Pneumonia (35)

Penicillin <0,03 0,06 <0,03-0,25

Cefditoren <0,015 0,03 <0,015-0,25
Felsé 1égiti infekcio (93)

Penicillin 0,5 4,0 <0,03 —64<

Cefditoren 0,025 1,0 <0,015-2,0

MIC 50: a torzsek 50%-anak MIC értéke
MIC 90: a torzsek 90%-nak MIC értéke

9. tablazat Feln6tt pneumonias betegek és felsé 1éguti hurutban szenvedd gyermekek mintaibol

szarmaz6 S. pneumoniae torzsek penicillin és cefditoren MIC értékei
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Az 10. tablazatban a penicillin érzékeny/mérsékelten érzékeny és rezisztens

csoportba sorolt torzsek cefditoren MIC értékeit mutatjuk be.

Penicillin érzékeny Penicillin mérsékelten érzékeny Penicillin rezisztens
(MIC <0,06mg/1) (MIC 0,12 - 1mg/l) (MIC >2mg/l)
N=46 N=27 N=55
Penicillin MIC50 <0,03 0,5 8
Penicillin MIC90 <0,03 1,0 16
Cefditoren MIC50 <0,015 0,12 0,5
Cefditoren MIC90 0,03 0,25 1,0

MIC 50: a térzsek 50%-anak MIC értéke
MIC 90: a torzsek 90%-nak MIC értéke

10. tablazat A vizsgalt penicillin érzékeny, mérsékelten érzékeny és rezisztens torzsek penicillin és

cefditoren MIC értékei

Vizsgalataink alapjan az uj, oralisan alkalmazhatd 3. generacids cefalosporin
mért MIC értékei hasonld értékeket mutattak a penicillinre érzékeny €s a mérsékelten
érzékeny torzsekével, viszont a cefditorennel joval alacsonyabb MIC értékeket kaptunk
a penicillin rezisztens torzseknél. A legmagasabb cefditoren MIC értéket — 2 mg/I-t - két
torzsnél mértiikk. Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a cefditoren a magas
penicillin rezisztenciaval rendelkez6 S. pneumoniae torzsek esetében is hatékony
antibiotikum lehet.

(3. kozlemény)

2. A cysticus fibrosisos betegek mintaibdl izolalt Pseudomonas aeruginosa torzsek
vizsgalata soran kapott eredményeink

A Szegedi Gyermekkorhaz Cysticus Fibrosis Ambulancidjan kezelt betegek also
és fels6 léguti mintdibol izolalt potencidlis patogén baktériumok megjelenését és

folyamatos jelenlétét vizsgaltuk és elemeztiik 1999. julius és 2001. junius kozott. A
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kolonizal6 baktériumok species szerinti €s betegcsoportonkénti megoszlasat mutatja be a

11. tablazat.

Kolonizald baktérium 1999 2000 2001
P. aeruginosa 7 6 7
S. aureus 5 5 6
P. aeruginosa + S. aureus 1 2 1
S. aureus + H. influenzae 1 0 0
H. influenzae + Enterobacteriaceae 2 0 0
P. aeruginosa + Candida spp. 1 0 0
Burkholderia cepacia 0 1 0
Egyéb torzsek* 0 5 5
Nem kolonizalt 7 5 3
Osszes beteg 24 24 22

*K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas spp.
11. tablazat A CF ambulancian gondozott betegek 1égutjait kolonizald/fert6z6 baktériumok megoszlasa a

vizsgalt években

A vizsgalt idészakban a CF-es betegek légutjaiban legnagyobb aranyban
P. aeruginosa tenyészett ki egyediil vagy mas patogénnel (1999-ben a betegek 38%-
anal, 2000-ben 33%-anal, 2001-ben 36%-anal), ami a folyamatos kolonizaciot, infekcios
tiinetek esetén a legvaloszinlibb korokozot jelentette. A torzsek tulnyomorészt mucoid
telepeket képeztek, amelyet azonban csak 48-72 oOrai inkubdlds utdn lehetett jol
detektalni. Azért, hogy kelld 1ddt biztositsunk a mucoid jelleg kifejlédésére, a betegektdl
szarmazd mintak primokultarait 48 oraig tenyésztettiik.
(4. kozlemény)

A 8. adbran a P. aeruginosa torzsek biofilm termelésének mérésére alkalmas
szignalrendszer beallitasara végzett kisérletet mutatjuk be. Az alkalmazott ELLA
modszerrel igen egyszerli médon mérhetd a bakteridlis biofilm termelés. Ez a technika

konnyen reprodukalhatd, nem igényeli a baktériumok felszinrdl torténd levalasztasat és
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az extracellularis polimerek extrakciojat, szolubilizaciojat sem. A kisérletben négy
mukoid P. aeruginosa torzset ¢és egy kontroll torzset vizsgaltunk, a 6. ill. a 12. sor
baktérium mentes tapfolyadékot tartalmazott. A létrejott zold szinreakciobol jol 1athato,
hogy a mucoid P. aeruginosa torzsek biofilm termelésének detektalasara csak a WGA
alkalmas, ami azt igazolja, hogy a pseudomonasok 4&ltal termelt biofilm jelentds
mennyiségben tartalmaz N-acetyl-D-glilkozamint, amelyhez a WGA specifikusan
kotddik. A biofilm termelést a kiillonbozd inkubdldsi koriilményeket vizsgalva a
legnagyobb mértékiinek akkor taladltuk, amikor a torzseket harom napig

szobahOmeérsékleten inkubaltuk.

1-6. lyukban ConA 7-12. lyukban WGA

1-4.ill. 7-10. lyukakban CF-es mukoid P. aeruginosa izolatumok, 5. ill. 11. lyukban P. aeruginosa ATCC 27853, 6.
ill. 12. lyuk baktériummentes tapfolyadék

8. abra Mikrotitral6 lemezben végzett biofilm termelés detektalasa ConA és WGA alkalmazasaval.

A 9. abran a vizsgalt négy mucoid P. aeruginosa torzs biofilm termelés mérésének
grafikusan abrazolt eredményét mutatjuk be. Az ELLA modszerrel végzett vizsgalat
soran a kromogén szubsztrat optikai denzitas (OD 405 nm) értékeit abrazoltuk a WGA

koncentracio 10-es alapt logaritmusanak fiiggvényében.
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9.abra  Mukoid P. aeruginosa torzsek biofilm termelésének kimutatasa ELLA modszerrel.

A fenti modon bedllitott mérési rendszerrel vizsgaltuk a makrolid antibiotikumok koziil
a clarithromycinnek a biofilm termelésre kifejtett hatdsat. A clarithromycint a biofilm
termelés inkubacids ideje alatt minden nap friss oldat formdjaban adtuk kiilonb6zd
koncentracioban a tapfolyadékhoz. Az egyik vizsgalt térzzsel kapott eredményeink a 10.
abran lathatok. A méréseink azt igazoljak, hogy az alkalmazott kisérleti rendszerrel jol

detektalhat6 a clarithromycin biofilm termelést gatld hatdsa a kontrollhoz viszonyitva.

3 —— 100 mg/ml clarithromycin

—=— 200 mg/ml clarithromycin

300 mg/ml clarithromycin

400 mg/ml clarithromycin

2 =~
\\\ —— kontroll térzs
’ —— WGA kontroll

\ ———
o T T T 7
4 3,8 3,6 3,4 3,2 3 2,8 2,6

WGA koncentracio log;o

0D 405 nm
[
=] ()]

—— taptalaj kontroll

sre

10. abra Mucoid P. aeruginosa torzs biofilm termelésének gatlasa kiilonb6z6 koncentracidjt

clarithromycinnel.
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A CF-es betegek kezelésének megvalasztasaban a biofilm ellenes kiegészitd kezelés
mellett nagyon fontos, hogy a légutakban megtelepedd, kiilonb6z6 kloénokba tartozo,
ezért esetleg kiilonb6zo antibiotikum rezisztenciaval rendelkezé P. aeruginosa torzsek
kimutatasra keriiljenek. Egy U0j tenyésztési ¢és antibiotikum rezisztencia vizsgalati
modszert vezettiink be az akut tiinetekkel, romlod 1égzési paraméterekkel, esetleg 1azzal
jard eseteknél a kopet bakteriologiai vizsgalataban. A mucolitikus kezelése utan a kopet
mintat kozvetleniil plétoltuk véres agarra, erre antipseudomonas aktivitasu

antibiotikumot tartalmazé E-teszteket helyeztiink.

TM: tobramycin TZ: ceftazidim AK: amikacin  Cl: ciprofloxacin

11. dbra CF-es beteg kopetének direkt vizsgalata E-teszttel

A vizsgalat illusztralasara mutatjuk be a 11. dbrat. A bal oldali képen tobramycin és
ceftazidim E-teszt, a jobb oldalon amikacin és ciprofloxacin E-teszt vizsgalat lathato
kozvetleniil a kopet primokultran. A tobramycin E-teszt koriil két kiilonbozé MIC
értékli P. aeruginosa, egy rezisztensebb baktérium mas telepmorfologiaval, és néhany
alfan hemolizald streptococcus tenyészett. Mas telepmorfoldgia lathato a ceftazidim és a
ciprofloxacin E-teszt mellett, amely telep az azonositas soran S. maltophilia-nak
bizonyult. A hagyomanyos kopettenyésztés alkalmaval a P. aeruginosa telepek talnétték

a S. maltophilia telepeket, igy azok jelenléte nem volt észrevehetd. A két kiilonb6zo
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rezisztenciaji pseudomonas sem volt detektalhato a hagyomanyos tenyésztési eljaras
soran, mert telepmorfologiajuk nem kiilonbozatt.

A kezdetben kisérletes céllal végzett, nem hagyomanyos bakteriologiai vizsgalat
rutinszerlien bevezetésre keriilt a laboratoriumunkban, mellyel segitjiik a sulyos allapoti

CF-es betegek hatékony antibiotikum kezelését.

3. Alsé léguti mintakbol izolalt ESBL termeldé, Enterobacteriaceae csaladba tartozé
Gram-negativ baktériumok eléfordulisa beteganyagunkban

Az SZTE AOK Belgyogyaszati Intenziv Osztalyan 1997. jilius és 1999. oktober
kozott, a lélegeztetett betegek koérhazi pneumodnidinak trachealeszivassal és védett
bronchoalveolaris lavage-al (védett BAL) vett mintainak bakteriologiai tenyésztési
eredményeit hasonlitottuk 6ssze. A vizsgalt idészakban 63 betegnél alakult ki kérhazban
szerzett pneumonia. A betegektdl 95 védett BAL mintat vettek, 43 beteg 49 mintajabol
tenyésztettiink ki baktériumokat. 32 mintabdl egy, 17 mintabdl 2 kiilonb6z6 baktérium
tenyészett ki, igy a 43 korhazi pneumonias beteg mintdibdl Osszesen 66 korokozot
mutattunk ki. Az izolalt baktériumok species szerinti megoszlasat a 12. tablazat
tartalmazza. Gram-negativ palca a kitenyészett baktériumok 56%-a volt, ezen beliil a
Gram-negativ bélbaktériumok adtdk az esetek 65%-at. A vizsgélt idészakban a koérhazi
pneumoénidk korokozoi a S. aureus mellett legnagyobb ardnyban a Gram-negativ

bélbaktériumok voltak.
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Izolalt térzsek Esetszam

K. pneumoniae 11
E. coli 5
Enterobacter spp. 4
P. mirabilis

S. marcescens 1
Pseudomonas spp. 10
Egyéb nem fermentalé Gram-negativ palca 2
H. influenzae, M. catarrhalis, S. pneumoniae 6
S. aureus 16
Egyéb streptococcusok 5

M. pneumoniae
Candida spp. 4

Osszes izolalt torzs 66

12. tablazat A korhazi pneumonidk korokozoi (1997. julius-1999. oktéber, SZTE AOK Bel ITO)

Péarhuzamosan Pozitiv tenyésztési eredmények

vizsgalt mintdk \VB>103CFU/ml/ TR/ beteg VB és TR azonos

szama/beteg beteg izolatum/beteg
Koérhazi pneumonia 33/25 15/15 16/16 10/10

VB: védett BAL  TR: tracheavaladék

13. tiblazat Az SZTE AOK Belgyogyaszati Intenziv Osztalyan 1997. julius 1999. oktober kozott korhazi

pneumonia miatt kezelt betegek parhuzamosan vett als6 1éguti mintainak tenyésztési eredményei

Parhuzamosan Pozitiv tenyésztési eredmények

vizsgalt mintdk  VB>10°CFU/ml/ HK/ beteg VB és HK azonos

szama/beteg beteg izolatum/beteg
Koérhazi pneumonia 40/28 16/15 717 4/4

VB: védett BAL HK: hemokultara

14. tablazat Az SZTE AOK Belgyogyaszati Intenziv Osztalyan 1997. julius 1999. oktober kozott
kérhazi pneumonia miatt kezelt betegek parhuzamosan vett védett BAL €s hemokultira mintdinak

tenyésztési eredményei
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Megvizsgaltuk, hogy a parhuzamosan vett védett BAL ¢és trachea leszivassal
nyert mintak, valamint a védett BAL ¢és a parhuzamosan vett hemokultira tenyésztések
soran izolalt baktérium speciesek mennyiben voltak azonosak. 25 betegnél 33 esetben
parhuzamosan vizsgaltunk tracheavaladékot és védett BAL mintat. A tracheavaladék és
a védett BAL tenyésztések sordn kapott eredmények 66%-ban estek egybe (13. tablazat).

28 betegnél 40 esetben a védett BAL mintavétellel parhuzamosan hemokultura
vizsgalatokat is végeztiink. 7 beteg hemokulturaja volt pozitiv, de csak 4 esetben
egyezett meg a hemokultarabol és a védett BAL mintakbol kitenyészett baktérium
species €s annak rezisztencidja. (14. tdblazat).

(5. kozlemény)

Az intézetlinkben also léguti mintakbol (kopet, trachea valadék, védett BAL)

izolalt Gram-negativ bélbaktériumok koziil vizsgaltuk 2002-t61 2005-ig az ESBL

termeld torzsek el6fordulasat. A 15. tablazatban foglaltuk 6ssze adatainkat.

Baktérium species 2002 2003 2004 2005
Osszes eset/ESBL+ Osszes eset/ESBL+ Osszes eset/ESBL+  Osszes eset/ESBL+
K. pneumoniae 38/2 41/11 5717 56/7
E. aerogenes 18/2 8/0 10/2 11/2
E. cloacae 15/4 21/5 22/4 19/7
S. marcescens 24/9 10/0 10/1 1773
E. coli 26/0 42/2 41/0 41/0
Osszes eset/ESBL+ 121/17 123/18 140/17 144/19

15. tablazat Also 1éghti mintakbol izolalt Gram-negativ baktériumok és ESBL termelé baktériumok

eléfordulasa a KMDI adatai k6zott (2002-2005)

A vizsgalt években nem valtozott jelentésen az ESBL termeld baktériumok
eléfordulasi szama, de igen eltérd volt a speciesek megoszlasa. 2002-ben S. marcescens

okozta jarvanyt detektdltunk az egyik gyermekosztilyon, ahol 8 esetben also léguti
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mintabdl tenyészett ki a baktérium. 2003-ban az ESBL termelé K. pneumoniae torzsek
okozta infekcidozus esetek szama volt a domindlo. Négy esetben idOben igen kozel
tenyészett ki az egyik sebészeti betegeket ellatd intenziv osztalyon, mig 5 betegnél
idoben tavoli esetekben izolaltuk a baktériumokat a belgyogyaszati intenziv osztalyon.
2004-ben 5 esetben volt kimutathato az ESBL termelé K. pneumoniae ugyanazon az
osztalyon, az esetek azonban id6ben tavoliak voltak. 2005-ben sem térben sem id6ben
Osszefiiggést nem lehetett felfedezni az izolalt ESBL termeld alsé 1éguti infekciot okozo

Gram-negativ baktériumok kozott.

4. Az antibiotikum szinergizmus vizsgalataink eredményei Gram-negativ, 1éguti
mintakbol izolalt torzsek esetén

Munkank sordn arra kerestiik a valaszt, hogy az ismert, fix béta-laktdm/béta-
laktamaz gatld kombinaciot tartalmazé antibiotikumok mellett az egyéb béta-
laktadm/béta-laktamaz gatlok szabad kombinédldsa milyen hatékonysaggal alkalmazhatok
a béta-laktamazt termeld Gram-negativ baktériumok esetében.

A rutin bakterioldgiai vizsgalataink soran - elsdsorban léguti mintakbol -
7 E. coli és 9 K. pneumoniae torzset izolaltunk, amelyeknél korongdiffuzios
antibiotikum rezisztencia vizsgalattal szinergén hatést tapasztaltunk a cefoperazon és az
amoxicillin/klavulansav ko6zott. Mind a 16 torzs béta-laktamaz enzim termeldnek
bizonyult. Az enzimek szubsztrat profilja meglehetdsen hasonlé volt, mindegyik enzim
bontotta az ampicillint, cefalotint és a carbenicillint, 9 torzsbdl az izolalt enzim bontotta
a cefoperazont, 6 pedig a cefamandolt. Meghataroztuk a torzsek altal termelt béta-
laktamaz enzimek izoelektromos pontjat. Az E. coli torzsekbdl izolalt béta-laktamaz

enzim izoelektromos pontja minden esetben pH:5,4, mig a K. pneumoniae-bol izolalt
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béta-laktamaz enzim izoelektromos pontja minden esetben pH:7,6 volt, ami azt igazolja,
hogy a két species egymastdl eltér6 ESBL enzimet termelt.

Vizsgalatunk célja az volt, hogy Osszehasonlitsuk a kiilon szubsztancidban
rendelkezéstlinkre allo béta-laktamaz gatlok (szulbaktam és klavuldnsav) cefoperazonnal
chequerboard titraldssal és killing-curve moszerrel végeztilk. Mikroleves higitasos
modszerrel meghataroztuk az egyes torzsek MIC értékeit cefoperazonra, szulbaktamra és
klavulansavra.

A killing curve kombinacios vizsgalatok soran a cefoperazon 1xMIC és 2xMIC
értékeinek megfeleld koncentraciokat, szulbaktdambodl 1 mg/l és 16 mg/1, klavulansavbol
mulva csiraszamolast végeztiink minden tenyészetbdl, amelynek értékeit logio-ben
abrazoltuk. Az eredmények demostralasdra két torzzsel végzett vizsgalat eredményét

mutatjuk be a 12. és 13. abran.

10
8 /
/ K
- 6
& — —&— Clav 1Img/l
2y N , Sulb 1mg/l
" Sulb 16mg/l
2 e —
0
0 6ra 6 dra 24 6ra

K: antibiotikum mentes ndvekedési kontroll

Clav 1 mg/l: cefoperazon 2xMIC + 1 mg/1 klavulansav
Sulb 1 mg/l: cefoperazon 2xMIC + 1 mg/l szulbaktam
Sulb 16 mg/1: cefoperazon 2xMIC + 16 mg/I szulbaktam

12.abra A 212-es jelii E. coli torzzsel végzett killing curve kombinacios vizsgalat eredménye
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K: antibiotikum mentes ndvekedési kontroll Clav 1 mg/l: cefoperazon 2xMIC + 1 mg/1 klavulansav
Sulb 1 mg/l: cefoperazon 2xMIC + 1 mg/1 szulbaktam Sulb 16 mg/1: cefoperazon 2xMIC + 16 mg/1 szulbaktam

13. abra Az 587-es jelli K. pneumoniae torzzsel végzett killing curve kombinacios vizsgalat eredménye

A vizsgalt 16 torzs esetében nem volt szignifikdns eltérés, ha a cefoperazon
egyes vizsgalt torzs esetében a 12. ¢és 13. &branak megfeleld eredményt kaptuk a
cefoperazon és a két kiilonbozd béta-laktamaz gatloval vald kombinéci6 alkalmazaséval.
Minden esetben a cefoperazon + 1 mg/l klavulansav kombinaciéo esetén a 24 Ooras
tenyészet igen alacsony baktérium csiraszdmot mutatott, ellentétben a szulbaktdm 1,
vagy 16 mg/l koncentracio alkalmazasaval, ahol 24 6ra utan a tenyészetek feldusultak az
antibiotikummal nem kezelt kontroll tenyészet stiriségére. Tehat a szulbaktammal
végzett kombinacid csak dtmeneti csiraszam csokkenést eredményezett.

A chequerboard titralassal végzett kombinacids vizsgalatok soran kapott MIC

értékekbdl kiszamoltuk a FIC értékeket. A 16. tablazatban mutatjuk be a kapott

eredményeinket.
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Cefoperazon FICindex<0,5 FIC0,5<<1 FIC 1< <2 FIC >2

+ szinergén additiv indifferens antagonista
E. coli Klavulansav 7 0 0 0
(7 torzs) Szulbaktam 5 0 2 0
K. pneumoniae  Klavulansav 9 0 0 0
(9 torzs) Szulbaktam 4 5 0 0

16. tablazat A vizsgalt 16 tdrzs esetén a kiilonb6z6 kombinaciokkal kapott eredmények értékelése

Béar nem nagyszdmu torzzsel végeztiink vizsgélatokat, mégis megallapithatjuk,
hogy a cefoperazon klavulansavval kombindlva mindkét vizsgéalati mddszer esetén 24
oraig hatékonyan gatolta a torzs béta-laktamdz enzimének termelését, mig a szulbaktam
kisebb, vagy nagyobb koncentracioban is csak atmenetileg potencirozta a cefoperazon
hatasat.

(6. kozlemény)

A kovetkezékben 110 intenziv osztalyon 1élegeztetett beteg alsé 1égiti mintaibol
izolalt Pseudomonas spp-t vontunk be a vizsgalatainkba, és arra kivantunk adatokat
gyljteni, hogy az als6 1éguti infekciokban egyébként jol alkalmazhaté antibiotikumokra
rezisztens Pseudomonas spp.-nél hatékony antibiotikum kombinaciokat tudunk-e
meghatdrozni. A torzseknél E teszttel allapitottuk meg a ciprofloxacin, piperacillin,
imipenem, ceftazidim, amikacin és a tobramycin MIC értékeket. Ugyancsak E-teszttel
végeztik el az antibiotikum kombinacids vizsgalatokat. Eredményeinket a 17.

tablazatban foglaltuk Gssze.
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Antibiotikum Izolatumok szama (%)

kombinaciok FIC index <0,5 FIC >0,5<1 FIC >1<2 FIC >2
szinergén additiv indifferens antagonista
Piperacillin/ciprofloxacin 10 (9,1) 26 (23,6) 74 (67,3) 0
Imipenem/ciprofloxacin 9(8,2) 14 (13,7) 87 (76,4) 0
Ceftazidim/ciprofloxacin 15 (13,6) 26 (23,6) 69 (62,7) 0
Piperacillin/amikacin 25 (22,7) 45 (40,9) 40 (35,4) 0
Ceftazidim/amikacin 20 (18,0) 53 (48,2) 37 (33,6) 0
Imipenem/tobramycin 7 (6,4) 19 (17,3) 84 (76,4) 0
Osszes vizsgalat (660) 86 (13) 183 (27,7) 391 (59,2) 0

17. tablazat 110 Pseudomonas spp. klinikai izolatumon végzett kiilonb6zé antibiotikum

kombinaciok vizsgalatdnak eredménye E teszttel

A vizsgalt torzsek esetében 40,7%-ban talaltunk szinergén vagy additiv hatast,
melyek elsdsorban az ismert szinergista antibiotikum kombinaciokban (béta-laktam +
aminoglikozid) voltak detektalhatok, de nem volt elhanyagolhat6 a ciprofloxacin + béta
laktam kombinaciok egyiittes potencirozé hatdsa sem (8,2-23,6%). A vizsgalt
kombinaciokban antagonista hatast nem detektaltunk.

A ciprofloxacinnal szembeni érzékenység kiilondsen a pseudomonasok okozta
nozokomialis also 1éguti infekcidkban igen nagy jelentdségii, mivel a ciprofloxacin igen
jo farmakologiai tulajdonsagokkal rendelkezik a tiidoben 1étrejott infekcidok kezelésben.
A vizsgdlt 110 torzs kozott 30 ciprofloxacin rezisztens, ebbdl 26 multirezisztens
(legalabb 3 antipseudomonas antibiotikum csoportra rezisztens) Pseudomonas torzset
talaltunk. Ezen torzsek koziil 10 esetben taldltuk a ceftazidim/ciprofloxacin ¢€s a
piperacillin/amikacin  kombindciét szinergénnek, masik 7 torzs esetében a
piperacillin/ciprofloxacin kombindci6 volt szinergista hatdsu a FIC index meghatarozasa
alapjan. Tovabbi térzseknél imipenem/ciprofloxacin (5 torzs), ceftazidim/amikacin (5
torzs) €s imipenem/tobramycin (2 torzs) szinergizmust talaltunk. Vizsgalataink soran

megallapitottuk, hogy a ciprofloxacin rezisztens torzseknél sokkal gyakrabban talaltunk
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piperacillin/ciprofloxacin (23,3%), imipenem/ciprofloxacin (16,6%) és
ceftazidim/ciprofloxacin (33%) szinergizmust, mint a ciprofloxacinra mérsékelten

érzékeny, vagy az ¢érzékeny torzsek kozott (piperacillin/ciprofloxacin  3,7%

>

imipenem/ciprofloxacin 5%, ceftazidim/ciprofloxacin 6,5%).

TZ: ceftazidim ClI: ciprofloxacin

MIC A: ceftazidime 8 mg/l, MIC B: ciprofloxacin >32 mg/I

14. abra E-teszttel vizsgalt ceftazidim és ciprofloxacin MIC érték P. aeruginosa torzs esetén

TZ: ceftazidim Cl: ciprofloxacin
a. MIC A (B): ceftazidim 1 mg/I b. MIC B (A): ciprofloxacin 1 mg/I

15. abra Szinergén antibiotikum kombinacios vizsgalat E-teszttel P.aeruginosa torzs esetén
a. ciprofloxacin + ceftazidim b. ceftazidim + ciprofloxacin
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A 15. abran a vizsgalt P. aeruginosa torzs ceftazidim és ciprofloxacin E-teszttel végzett
MIC értek meghatarozasat mutatjuk be. A 16. abran az E-teszttel végzett antibiotikum
kombinécios vizsgalat eredménye lathatd. A bal oldali képen a vizsgalat els6 1épéseként
a ciprofloxacin E-tesztet helyeztiik fel, majd 30 perc utan eltavolitottuk és ugyanarra a
helyre a ceftazidimet raktuk. A jobb oldali abrdan a vizsgalat elsd Iépéseként a
ceftazidimet helyeztiik fel, majd fél ora elteltével ciprofloxacinra cseréltiik. Ezutan a
lemezeket 37°C-on inkubaltuk. A kapott MIC értékekbdl kiszamitottuk a FIC indexet.

(7. kozlemény)

5. A Gram-negativ  bélbaktériumok béta-laktam tipusu rezisztencia
mechanizmusainak vizsgalataval kapott eredményeink

170 K. pneumoniae, 82 E. cloacae és 15 S. marcescens tozzsel végeztik a
vizsgélatainkat. A 17. abran illusztraljuk az indukalhaté béta-laktamaz termelés, a 18.

abran az ESBL termelés vizsgalatat korongdiffiizios modszerrel.

AMC: amoxicillin/klavulansav — indukal6 antibiotikum

CAZ: ceftazidim — indikator antibiotikum

16. ébra Indukalhat6 béta-laktamaz kimutatasa korongdiffiizios modszerrel
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17. ébra ESBL kimutatas 5 korong korongdiffiiziés modszerrel

A 18. abran a 46-os szamu K. pneumoniae torzs rezisztencia génjének SHV-specifikus

PCR amplifikaci6 utani agardz gélelektoforézissel nyert képét mutatjuk be.

i

a. A Sty I molekulastly marker
b. TEM kontroll
c. SHV kontroll

d. K. pneumoniae 46
e.  ¢X 174 Hae Il molekulastily marker
18. abra. A K. pneumoniae 46 torzs rezisztencia génjének SHV-specifikus PCR termék agardz gél

elektroforézises képe
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A torzsekbdl izolalt DNS megfeleld szakaszat TEM és SHV specifikus primerrel
amplifikaltuk, majd single-stranded conformational polymorfism (SSCP) analizissel
hataroztuk meg az SHV gének pontos tipusat (SHV-2) Pst I enzimmel val6 hasitas utan.

A kapott termékeket polyacrylamid gélen kiilonitettiik el, melyet a 19. abran mutatunk

be.

a.  SHV-2 kontroll
b. SHV-5 kontroll

c. S.marcescens 2. szamu torzs

19. abra. S. marcescens 2. szamu torzs SHV gén analizise PCR-SSCP modszerrel
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A vizsgalt torzsekben detektalt béta-laktamaz enzimek el6fordulasat a 18. tablazatban

mutatjuk be.

Vizsgalt torzsek Kromoszomalis béta-laktamaz Plazmidon kodolt ESBL
(izolatumok szama  Stabilan Indukalhato6 SHV-2 SHV-5
Osszesen) derepresszalt

E. cloacae (82) 63 16 0 0

K. pneumoniae (170) 0 0 12 3

S. marcescens (15) 0 15 14 0

18. tablazat Kiilonboz6 tipust béta-laktamaz enzimek el6forduldsa a vizsgalt Gram-negativ torzseknél

A vizsgalt 267 klinikai izolatum kozil 109 torzs (41%) hordozott valamilyen
béta-laktamaz enzim gént. A nozokomidlis jarvanybdl izolalt 15 S. marcescens torzs (12
klinikai minta, 3 kornyezeti minta volt) koziil 14 torzs kétféle rezisztencia génnel -
kromoszomalis indukalhato béta laktamaz gén és SHV-2 ESBL gén - rendelkezett.

(8. kozlemény)
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Megbeszélés

1. Streptococcus pneumoniae torzsek vizsgalata

A mikrobiologiai vizsgalatok orszagos eredményeit 0sszefoglalo, az Orszagos
Kozegészségtani Intézet, majd ) nevén az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont (OEK)
altal kiadott ,,Fehér konyvek”-ben megjelend (63), illetve a 1990-es években vizsgalt,
sziik betegcsoport adatait feldolgozo cikkek alapjan (64, 65, 66) Magyarorszagrol az a

kép alakult ki, hogy igen magas a S. pneumoniae torzsek penicillin rezisztenciaja.
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20. abra Az Orszagos Epidemiologiai Kozpont altal a ,,Fehér konyvek”-ben kdzzéadott, a Jarvanyiigyi
Bakteriologiai Halozat (JBH) és a Korhazi-Egyetemi Mikrobiologiai Laboratéoriumok (KML) éves
adataiban a penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek %-os aranya. A *-al jelolt években az adatok mar

csak a monitor rendszerben jelentést bekiildo laboratoriumok adatai szerepelnek.

A 20. abran mutatjuk be a ,,Fehér konyvek™ altal kozolt adatokat, amelyek 2002-
ig kiilon Osszegezték az ANTSZ és kiilon a korhazi laboratériumok adatait. 1998
kivételével a korhazi laboratoriumokban jelentésen alacsonyabb volt a pneumococcusok
penicillin rezisztencia aranya, amely nem fiiggott O0ssze az ellatasi teriilettel, hiszen
nagyon sok ANTSZ laboratérium koérhazaknak is végzett mikrobiologiai vizsgélatot.
Err6l a nagyaranyt kiilonbségrdl elsdé alkalommal 2001-ben ,,A leggyakoribb léguti

patogén baktériumok eléfordulasa €s rezisztencia valtozasa beteganyagunkban (1995-
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2000)” cimmel szamoltunk be Hajduszoboszlon a VII. Antibiotikum Kongresszuson. A
rezisztencia aranyban valo jelentds kiilonbségek okéat elsdsorban a rezisztencia vizsgalat
soran alkalmazott metodika kiilonbozdségében latjuk. Intézetiinkben 1997 6ta az invaziv
és nem invaziv mintabol izolalt minden S. pneumoniae torzs antibiotikum rezisztencia
vizsgalatat a nemzetkozi ajanlasnak megfeleld6 modon végezziik. Abban az esetben, ha
az 1 ug-os oxacillin korong koriili gatlasi zona nem éri el a 20 mm-t, minden esetben
penicillin, amoxicillin és ceftriaxon MIC értéket hatarozunk meg E-teszttel. gy adataink
a valos rezisztencia viszonyokat mutatjak. Ismereteink szerint ezt a metodikat az
orszagban nem mindenhol kovették az E-teszt magas ara miatt, €és csak a stlyos
infekciokbol szarmazo torzseknél végeztek az ajanlas szerint MIC érték meghatarozast.
A rutin diagnosztikai munka soran el6fordult, hogy az oxacillinre rezisztens torzs
(gatlasi zona < 19 mm) penicillinre érzékenynek mutatkozott E-teszt vizsgalattal, ami
felhivta a figyelmet az oxacillin korong hatéanyaganak konnyen bomld voltara. Ezen
tapasztalataink utdn az oxacillin korong tarolasi koriilményeire még gondosabban
tigyelve (4°C, aktiv nedvszivo kozeg). 2002-t61 az OEK szakmai kampanyanak
kovetkeztében az el6z6 években tapasztalt kdzel 30%-o0s penicillin rezisztencia 10% ala
csokkent (19. abra).

Munkénk egyik célja az volt, hogy képet alkossunk az igen nagy szdmu mintat
feldolgozo Intézetiinkben izolalt S. pneumoniae torzsek rezisztencia viszonyair6l.
Munkank eredményeként megallapitottuk, hogy az SZTE AOK KMDI-ben izolélt S.
pneumoniae torzsek kozott a penicillin rezisztencia aranya joval alacsonyabb a 2002
elotti orszagos adatokndl, gyermekek ¢és felndttek mintdibol izolalt torzsek esetében, a
jaro- és a fekvo betegeknél egyarant (63).

Az adatokat 1998-2005 kozott két idoperiodusra bontottuk. 1998-2001-ig (1. periddus)

laboratoriumukban csak az egyetem klinikainak fekvo és jarobeteg ellatdo egységeibdl
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érkezett mintakat vizsgaltuk, mig a 2002-2005-ig tartd iddszakban (II. periddus)
jelentdsen emelkedett az alapellatasbol érkezett vizsgalati anyagok szama, €és az eddig
0nallo, varosi alapellatast végzo gyermekkorhazat is az egyetem klinikéjahoz csatoltak.
A haziorvosok mintabekiildési szokésait javitja, hogy intézetiink korszeri mintavevovel
latja el Oket, amelyek alkalmazéisaval a gyogyitasban jol hasznalhaté eredményeket
tudunk szamukra szolgaltatni. A II. periddusban joval alacsonyabb volt a S. pneumoniae
torzsek penicillin rezisztencia aranya, s ezzel valaszt kaptunk arra, hogy a vizsgalatot
bekiildok ellatasi szintjének véltozdsa befolyasolta a pneumococcusok antibiotikum
rezisztenciajanak el6fordulasi aranyat. Bishai tanulmanyaban hangstlyozza, hogy a
penicillin rezisztens pneumococcusok eléforduldsa sokkal nagyobb ardanyll az
orvosegyetemi kozpontok laboratériumaiban, mint az alapellatdsban kezelt betegek
mintait vizsgalé laboratoriumokban (szé€élsOséges életkorok, nagyobb aranyu
antibiotikum alkalmazas, kronikus betegellatas) (67). A mi elemzésiinkben is azt
talaltuk, hogy amig csak az egyetemi intézményekbdl szarmazo mintak S. pneumoniae
izolatumainak a rezisztencia aranyat vizsgaltuk, addig a penicillin rezisztencia arany
magasabb volt, mint amikor a mintdk egyre ndvekvd szama az alapellatasbol, vagy
ahhoz kozeli ellatési szintrdl érkeztek.

A penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek el6fordulasa jelentsen kiilonbozik
az egyes europai orszagokban. Egyre emelkedd tendenciat mutat Franciaorszagban,
Spanyolorszagban, Portugédliaban, a Kozép-Eurdpai orszagokban, igy a Szlovak
Koztarsasagban, Romaniaban, Bulgariaban, viszont tovabbra is alacsony a rezisztencia
Ausztriaban, Németorszagban, Lengyelorszagban és a Cseh Koztarsasagban (68, 69, 70,
71). Ez az antibiotikum alkalmazasaban, az antibiotikum politikdban vald

kiilonbségekkel magyarazhato (70, 72, 73, 74).
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A KMDI-ben izolalt pneumococcus torzsek penicillin rezisztencidjanak mértéke
jelentdsen nem tér el az olaszorszagi, az ausztriai, a belga, a portugal, a németorszagi €s
a svajci adatoktol, viszont joval alacsonyabb, mint Franciaorszagban, Spanyolorszagban,
az USA-ban és Latin-Amerika orszagaiban (1, 17, 21, 75, 76,77). A laboratériumunkban
izolalt pneumococcusok rezisztencia adataival megegyezik az European Antimicrobial
Resistance Surveillance System (EARSS) altal kozolt 2004-es adat is, amely a
Magyarorszagon invaziv infekciokbol izolalt 143 S. pneumoniae torzs kézott a penicillin
rezisztenciat 1% alattinak, a penicillinre mérsékelten érzékeny aranyt pedig 15%-nak
talalta (78).

A spanyol Oteo és mtsa. a 14 év alatti gyermekek invaziv mintaibol izolalt
penicillinre nem érzékeny S. pneumoniae torzsek aranyanak csokkenésérdl szamol be.
Adataik alapjan 2001 és 2003 kozott a fenti korcsoportban a penicillinre nem érzékeny
(rezisztens €és mérsékelten érzékeny) torzsek ardnya 69.4%-r6l 41.2%-ra csokkent,
melyet a csokkend antibiotikum fogyasztassal magyaraznak (79). Demachy és mtsa.
hasonld rezisztencia arany csokkenést irnak le a penicillin rezisztens S. pneumoniae
torzsek esetében Franciaorszdgban, melynek okat nem elemzik (79). A mi esetiinkben a
penicillin rezisztens S. pneumoniae torzsek aranyanak csokkenése kiilondsen kimagaslo
a 0-2 éves korcsoportban, mind a fekvd-, mind a jardbetegek esetében, €s kisebb
mértékben jelentkezik a 3-14 éves korcsoportban. Ez a két korcsoport reprezentalja
leginkdbb azt a valtozast, amely a mintat bekiildok betegellatasi teriiletében kovetkezett
be.

A vizsgalati mintdk megoszlasa, amelyekbdl a S. pneumoniae torzseket izolaltuk,
azt mutatja, hogy a felndttek esetében tobbnyire klinikailag relevans helyrdl tenyésztek

ki a pneumococcus torzsek, mig a gyermekek esetében, bar infekcios tiineteket mutattak,
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mégsem lehet egyértelmiien kizarni, hogy az izolalt térzsek csak kolonizalo floraként
voltak jelen a fels6 1égutakban.

Adataink alapjan az antibiotikum fogyas a vizsgalt 8 év alatt hasonld volt
Csongrad megyében és orszagosan a vizsgalt béta-laktam és makrolid antibiotikum
csoportok esetében. 1999-ben mind az orszdgosan mind a megyei antibiotikum fogyas
kiemelkedé volt, amelyet az akkor zajlo influenzajarvannyal magyarazunk (81).
Osszefiiggés az antibiotikum fogyas és a S. pneumoniae tdrzsek penicillin és
erythromycin/clindamycin rezisztenciajanak eléfordulasi aranya kozott nem mutathatd
Ki.

A KMDI-ben izolalt térzsek joval nagyobb aranya szarmazott gyermekektdl, ami a
S. pneumoniae okozta infekciok gyermekkorban vald eléfordulasanak nagyobb
gyakorisagat mutatja. Ez egyezik a Nagai és mtsa. altal kozoltekkel (69). A gyermekek
mintaibol izolalt térzsek kevésbé voltak penicillinre érzékenyek, mint a felndttek
mintdibol kitenyészettek, amely egybeesik az USA-ban végzett két éves, igen nagy
esetszamot feldolgoz6 PROTECT US study adataival, amelyben a 0-2 éveseknél 48,3%-
a, a 3-14 éves korcsoportban 60,8%-a, mig a 15 évnél idésebbeknél kozel 70%-a volt az
izolalt torzseknek penicillin érzékeny (77). A sajat adataink Sszerint 1999-t61 a 14 év
alattiak mintaibdl izolalt pneumococcusok penicillin érzékenysége 50% koriili, jelentds
valtozast nem mutat az egyes években, mig a felndttek mintaibdl izolalt térzseknél ez az
arany 90-60% kozo6tt mozog az évenkénti vizsgalatok soran.

Az 1990-es években koOzolt magyarorszagi adatok specidlis betegpopulacidban
el6forduld S. pneumoniae torzsek rezisztencia adatait ismertetik, amelyekben joval
magasabb a penicillin rezisztencia el6fordulasa, mint a sajat vizsgalatainkban (22, 63,

65, 66). Az Ujabb kozlemények nagyobb esetszamot elemeznek, a vizsgalt torzsek
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Magyarorszag tobb fOldrajzi teriiletét reprezentaljak, amelyekben a mi adatainkhoz
hasonldan igen alacsony a penicillin rezisztens torzsek aranya (82, 24).

A KMDI-ben izolalt és szerotipizalt 57 torzs koziil minddssze két torzs (3,5%) volt
penicillinre rezisztens, egy a 6-0s, egy a 19-es szerocsoportba tartozott. A 21, 2 éves,
vagy annal fiatalabb gyermekek mintaibol izolalt pneumococcus térzs szerotipizalasa
soran a torzsek szerotipusa 95%-ban megegyezett a vakcindban 1évé 7 pneumococcus
szerotipusaval (7PCV). Egy Izraelben 2001-ben végzett felmérés szerint az 5 év alatti
gyermekeknél nazalis kolonizaciét okozo S. pneumoniae torzsek 53,1%-a egyezett a
konjugalt vaccina altal védettséget eredményezd torzsekkel, mig egy belga
tanulmanyban ez az arany 73,7% (83, 84). Egy 2003-ban Skodcidban végzett
felmérésben az 5 évnél fiatalabb gyermekek invaziv pneumococcus fertézését okozéd
torzsek 73%-a felelt meg a 7 valens konjugalt pneumococcus vakcina torzseinek.(85). A
CDC 2005-ben megjelent adatai szerint az USA-ban 69%-ban el6zheté meg az invaziv
pneumococcus infekcio a 7PCV-vel (86). A KMDI-ben izolalt, két évnél idésebbek
mintaibol szarmaz6é pneumococcusok szerotipusa 97%-ban egyezett meg a 23
pneumococcus tokantigénjét tartalmazd poliszacharid vakcindban talalhato torzsek
szerotipusaval. Pasztor altal k6zolt hazai felmérésben a vizsgalt 44 invaziv torzs 82%-a
tartozott a 23 valens vakcina torzsei kozé (23). Egy kuwaiti tanulmanyban, ahol 122
penicillin rezisztens pneumococcus izolatumot vizsgaltak, ez az arany 63% volt (87). Az
altalunk vizsgalt torzsek szdma alacsony, de random modon valogatott volt, ezért a
védooltas szerotipusaival valdo nagyfoku egyezés mindenképpen a varhaté magas
hatékonysagra enged kovetkeztetni.

A szegedi 6vodasok korében végzett felmérésiink eredményét dsszehasonlitottuk
egy izraeli és egy belga felméréssel. Mindkét tanulmany kézosségbe jaro gyermekek

nazalis kolonizaciojat vizsgalta. A vizsgalt 195 szegedi gyermek S. pneumoniae
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hordozaséaval szemben, amely 33%-o0s volt, az izraeli tanulmany 404 gyermeket vizsgalo
felmérésében a hordozas 53%, mig a belga tanulmany 467 vizsgalt gyermeknél 21%-0s
hordozast talalt (78, 84). Eredményeink igy atlagosnak mondhatok.

A tlinetmentesen hordozott S. pneumoniae torzsek kozott 3% (1 eset) volt
rezisztens penicillinre, amoxicillinre és mérsékelten érzékeny ceftriaxonra, 9% (3 eset)
nem volt érzékeny amoxicillinre (rezisztens €s mérsékelten érzékeny egylitt), de az
esetek kis szdma miatt a %-os értékelés nem alkalmazhatd. Az orosz Stratchounski és
mtsa. nagy esetszamot vizsgalva (4153 gyermek 2056 izolalt torzs) 2,5%-ban talalta a
hordozott pneumococcusokat penicillinre rezisztensnek, 16,8%-ban mérsékelten
érzékenynek (88), mig Mihlemann és mtsa. (Svajc) 2838 5 év alatti gyermek
nasopharyngealis mintdjabol izolalt 1477 pneumococcus torzs esetén 20,1% penicillinre
nem érzékeny torzset (rezisztens és mérsékelten érzékeny egyiitt) talalt (89). Figyelemre
méltd, hogy a sajat vizsgalatainkban a belvarosi 6vodaba jaro, feltehetden jobb szocidlis
hatteri gyermekek kisebb aranyban hordoztak S. pneumoniae-t, mint a kiilvarosi
ovodasok (11% ill. 29%), de a kevésbé érzékeny torzsek ardnya joval magasabb volt a
belvarosi 6vodaba jar6 gyermekek esetében.

A penicillinre mérsékelten érzékeny torzsek esetében az antibiotikum kezelés egyik
jol alkalmazhato formdja a 3. generdcidés per os adhatd cefalosporinok csaladja.
Vizsgalataink szerint a penicillinre rezisztens S. pneumoniae torzsek cefditoren MIC
értéke igen alacsony volt, igy eredménnyel lenne alkalmazhaté felsé €s alsd léguti

infekciokban olyan esetekben, amikor a beteg allapota lehetévé teszi a per os kezelést

(90, 91).
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2. A cysticus fibrosisos betegek mintaibél izolalt Pseudomonas aeruginosa torzsek
vizsgalata

A Szegedi Gyermekkorhdaz Cysticus Fibrosis Ambulancidjan gondozasban 1évo
betegek 1égutjainak potencidlisan patogén baktériumokkal vald kolonizacidjat vizsgaltuk
harom éven keresztiil (1999-2001) 24 beteg esetében. A P. aeruginosa-val kolonizalt,
vagy a baktérium okozta infekci6 a betegek kevesebb, mint 40%-nal volt kimutathato. A
vizsgalt idészakban két beteget veszitettink el (8%). A P. aeruginosa-al vald
kolonizacié arany elmarad a Quintas és mtsa. altal kozolt adatoktol, akik 1995-1999
kozott 78 CF-es beteget kovettek. Az O adataik szerint a betegek 44-59%-ban voltak
kolonizalva P. aeruginosa-val (92). Hudson és munkatarsai hasonl6 esetszamu (81) CF-
es beteg kezdeti oropharyngealis kolonizacidjat vizsgaltak, majd elemezték a betegek 10
éves tulélését. A betegek 16%-anak 1égutjai voltak kolonizélva a gondozésba vételkor,
akiknek a 10 éves tulélése jelentdsen elmaradt a nem kolonizaltakétol (57 ill. 100%)
(93). A sajat vizsgalataink eredményeként elmondhatjuk, hogy az altalunk kovetett CF-
es betegek pseudomonasokkal vald kolonizaltsdgi ardnya a fenti tanulmanyokkal
Osszevetve kozepes mértékiinek mondhato.

Az alginat képzés miatt mucoid telepeket alkotdo P. aeruginosa okozta infekcio
kezelése gyakran jar terapias kudarccal, mert annak ellenére, hogy a baktérium
planktonikus allapotban mért antibiotikum ¢érzékenysége alapjan valasztjak a
hatékonynak itélt antibiotikumot, az mégis hatastalan lehet a nyalkaburokba agyazott
baktériummal szemben. A kezelés hatékonysdganak egyik feltétele az alginat képzés
visszaszoritasa. Kisérletekkel igazoltdk, hogy egyes makrolid antibiotikumok
hatékonyan csokkentik a mucoid torzsek alginat képzését, igy anélkiil segitik a
baktérium elpusztitasat, hogy kozvetleniil bakteriosztatikus, vagy baktericid hatést

fejtenének ki (38, 94).
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Kisérleteinkben CF-es betegek 1éguti mintaibol izolalt, vizualisan biofilm termelé P.
aeruginosa torzsek biofilm termelését mértiik Leriche modszerével, amelyet P.
aeruginosa altal termelt biofilm kimutatidsira optimalizaltunk (60). A modszert a
tovabbiakban a biofilm termelés gatlasdnak kimutatdsara alkalmaztuk. A rendszerhez
kiilonb6z6é koncentracioban clarithromycint adtunk, majd mértiik a képzdédott biofilm
mennyiségét. A 405 nm-en mért optikai denzitas (OD), amely a biofilm mennyiségével
aranyos, a kontroll torzs biofilm termelésének mérésekor kapott 3 OD-rél lecsokkent
2,2-re 100 mg/ml clarithromycin, valamint 1,6 OD-re 400 mg/ml clarithromycin
tartalmu oldattal valo inkubalas esetén. Yanagihara és mtsa. egér modellen vizsgaltdk a
clarithromycin hatasat gy, hogy baktérium biofilmet képeztek miianyag csdre, amelyet
behelyeztek az egerek fOhorgdibe. Ezutan clarithromycin kezelésben részesitették az
allatokat, majd vizsgéltdk scanning elektronmikroszkdppal a biofilm vastagsagit és a
biofilmbe &gyazott baktériumok mennyiségét a kezeletlen egerekbdl eltavolitott
mianyag csOvekhez képest. A csovek felszinén talalhatdo baktérium mennyisége
nagysagrenddel alacsonyabb volt a clarithromycinnel kezelt esetekben, mint a
kezeletlenekben, amellyel, bar mas modszerrel, de ugyanugy igazoltak a clarithromycin
biofilm termelést gatld hatasat (95). A CF-es és a difftiz panbronchiolotises betegekben,
amely felndtteknél jelentkezd, klinikailag nagymértékben hasonld korkép, mint a
cysticus fibrosis, a hosszan tartd6 makrolid ad4ds nem csak a biofilm termelést csokkenti,
hanem igazoltdk immunmodulalé hatasat, a P. aeruginosa baktériumoknak az
epithelidlis sejtekhez valdo kotddésének €s a pilusokkal torténd mozgas gatlasat is,
amelyek hatasara csokken a baktérium virulenciaja (30, 38, 67,96, 97, 98, 99, 100).

A CF-es betegek életmindségét és életkilatasait nagyban meghatarozza a
légutjainak  baktériumokkal valé kolonizéltsagi allapota. A  pseudomonasok,

staphylococcusok ¢és mas, antibiotikumokra rezisztens baktérium torzsek megjelenése
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romlo fizikai allapottal tarsulva a betegség gyors progresszidjat vonja maga utan. Fontos
emiatt ezeknek a betegeknek a folyamatos monitorozdsa a baktérium-hordozas
detektalasa miatt. A 1égzésfunkcioé romléasa idészakonként ismételt antibiotikum kuraval
késleltethetd, amelyet olyan antibiotikummal célszeri végezni, amely a kolonizal6 flora
ellen hatékony, de nem 6li ki a véd6 normal baktériumflora tagjait. A 1égati mintaban
jelen 1évé Gsszes baktérium egyiittes antibiotikum érzékenységi vizsgalata E-teszttel a
legoptimalisabb antibiotikum kivalasztasaban nyujt segitséget. A vizsgalat kivitelezése

egyszerl, gyors, az eredmény jol értékelhetd.

3. Also légiti mintakbol izolalt ESBL termelé Gram-negativ baktériumok
eléfordulasa beteganyagunkban

A korhdzi eredetli pneumonia koérokozojanak a meghatarozasahoz olyan mintavételi
eljarast kell alkalmazni, amely biztositja, hogy a minta valéban az als6 légutakbol
szarmazott. Erre kivaldan alkalmas a kettds falt katéter, amely segitségével a felsd
légutak kontaminald hatédsat kikeriilve lehet mintat venni. Az igy nyert minta Gram-
festett kenetében a granulocytdk jelenléte még inkabb igazolja azt, hogy a minta a
gyulladésos teriiletr6l szdrmazik. A csiraszdmolassal végzett mintafeldolgozas segiti a
kitenyészett baktérium korokozo szerepének a megitélését. Elfogadhat6é eredményt ad a
tracheavaladék tenyésztése abban az esetben, ha a Gram-festett kenetben sok
granulocyta lathatd, €s a kvantitativ mintafeldolgozas sordn a kitenyészett baktériumok
>10° CFU/ml szdmban vannak jelen. A nozokémidlis pneumonia, kiilondsen a
1élegeztetett betegben fellépd pneumonia korokozojanak megallapitasira nem
rendelkeziink Un. ,,gold standard” mintavételi technikdval, ezzel magyarazhatdo a
kiilonb6zé mintavételi modszerekkel vett mintdk eredményeinek értékelésérdl megjelent

cikkek sokasdga. Szdmos szerz0 az invaziv mddon vett €s quantitativ mikrobiologiai
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feldolgozas soran kapott eredmények jO hasznalhatdsagat hangstlyozza, kiilondsen a
multirezisztens baktériumok altal okozott korhazi pneumonidk valddi korokozdjanak
meghatarozasaban. Ebben a korképben a hemokultiura vizsgalatok kevésbé segitik a
nozokomialis patogén azonositasat, mert gyakori a nem léguti eredetli bakteriaemia
parhuzamos fennallasa is (101, 102, 103, 104).

A korhazban szerzett pneumoniak korokozoi gyakran multirezisztens
baktériumok. Ezek nem csak azért veszélyesek, mert konnyen atkeriilhetnek egyik
betegrdl a masikra, hanem a plazmidon hordozott rezisztencia gént a betegben jelen 1évo
egy¢b baktériumoknak is datadhatjdk. Ezért fontos a betegek mintdibol izolalt
baktériumokban jelen 1év6 rezisztencia mechanizmusokat vizsgdlni. Intézetlinkben az
als6 légati mintdkbol izoldlt ESBL termelé Gram-negativ palcak el6forduldsat
elemeztiik. Megéllapitottuk, hogy az esetek szama a vizsgalt négy évben nem valtozott
jelentdsen, de évenként valtoztak az ESBL-t termel6 baktérium speciesek. Az amerikai
National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS) 1986-2003-ig gy(jtott és
elemzett adatai szerint a korhazi pneumonidk korokozoi  28-35%-ban  az
Enterobacteriaceae csaladba tartozd Gram-negativ baktériumok. Mig 1989-ig csak
néhany % volt az ESBL termeld torzsek ardnya, addig 1990-t61 hirtelen ndvekedés volt
¢szlelhetd, és az arany azdta 20-25% kozott mozog (105). Sajat adatainkban az
esetszdmok nem tal nagyok, de az ESBL termelés eléforduldsi ardnya nem ¢éri el az

amerikai adatokat; 12-15% kozott valtozik a kiilonbozo években.

4. Az antibiotikum szinergizmus vizsgalataink Gram-negativ, 1égiti mintakbdl
izolalt torzsek eseteiben
Az antibiotikum kombindci6 alkalmazasanak indikdcioja a vegyes aerob/anaerob

fertézés fennallasa és a sulyos, ¢€letet veszélyeztetd infekcidk empirikus, vagy célzott
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kezelése. Kombinalt antibiotikumok alkalmazhatok egyrészt, mint fix, mar a
gyogyszergyarban eldallitott antibiotikumok, mint pl. az amoxicillin/klavulansav,
ampicillin/szulbaktam, piperacillin/tazobactam, amely kombinaciok egyik komponense a
baktériumok altal termelt béta-laktamaz enzimeket gatoljak, mig a masik komponens
egy béta-laktam antibiotikum, mely sejtfal szintézis gatlas révén hatékony a baktériumok
ellen. Masik tipust fix kombinaci6 a trimethoprim/sulphamethoxazin, amelyben két
kemoterapids szer fokozza egymas hatdsat. Masrészt kombinalhatunk egyéb
antibiotikumokat, amelyeknél az egyiittes adastol a kiilonboz6é tamadasponton vald hatas
Osszeadodasat varjuk. Ilyen pl. a Streptococcus pyogenes okozta toxikus shock
syndroma esetén alkalmazott penicillin és clindamycin adasa, amikor a clindamycin a
fehérje szintézis gatlasa révén csokkenti a szuperantigén szintézist, mig a penicillin a
baktérium sejtfalanak felépiilését gatolva pusztitja el a baktériumot.

Munkank soran abbdl a megfigyelésbdl indultunk ki, hogy a klinikai
izolatumoknal a cefaperazon mell¢ rakott amoxicillin/klavuldnsav korongnal a
cefoperazon hatasanak a fokozodasat észleltiik. Killing-curve és chequerboard titralassal
a klavulansav cefoperazonnal egyiitt hosszabban tart6 és nagyobb mértéki
antibakterialis hatast mutatott, mint amikor a cefoperazont szulbaktdmmal kombinaltuk.
A cefoperazon/klavulansav kombindcid gyogyszer forméajaban nem jelent meg a piacon,
vizsgalataink mégis azt igazoltdk, hogy igen j6 hatékonysaggal lehetne alkalmazni a
Gram-negativ laktozt bontd palcak okozta infekciok kezelésében. Vizsgalati
eredményeinkhez hasonldan ugyanezzel a kombinacioval magas szinergén hatast talaltak
Crusby és mtsa. Bacteroides spp-en (106).

Mig a chequerboard titrdlas ¢és a killing-curve vizsgalat csak kisérletes
koriilmények kozott alkalmazhato, hiszen mindkét esetben igen Osszetett és sok munkat

1génylé modszerrdl van szd, addig az E-teszttel a napi rutinban kdnnyen kivitelezhetd,
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jol standardizalt antibiotikum rezisztencia és szinergizmus vizsgalatokat tudunk végezni.
Kiilonosen fontos ez olyan esetekben, amikor szamos antibiotikumot, vagy antibiotikum
kombinaciot kell megvizsgalni ahhoz, hogy hatékony antibiotikum terapiat talaljunk az
adott korokozdval szemben. Ma mar a specialis antibiotikum gradienst tartalmazo E-
tesztek alkalmazasaval lehetoség nyilik hatékony antibiotikum kombinacidk keresésére
in vitro korilmények kozott. A modszer egyszeriien kivitelezhet, 24 o6ra mulva
eredményt ad. Az E-teszt ilyen mddon vald alkalmazasat eddig nem kozolték a
szakirodalomban. Hasonld vizsgalatokat Bolstrom és munkatirsai mutattak be a 16.

International Congress and Chemotherapy-n (107).

5. A Gram-negativ  baktériumok béta-laktamaz tipusi rezisztencia
mechanizmusainak vizsgalata

A bakterialis infekciok célzott antibiotikum kezelésének megvalasztasakor ismerniink
kell a koérokozok azon rezisztencia mechanizmusait, amelyek az egyes
antibiotikumokkal szemben védik a baktériumokat. Gyakran az alkalmazott kezelés
hat4séara indul meg, vagy fokozodik az antibiotikumot bont6d enzimek termelése és valik
eredménytelenné a terapia. A rutin mikrobiologiai laboratoriumban kiilonb6zd, konnyen
kivitelezhetd technikdk 4allnak rendelkezésre ezen rezisztencidk fenotipusos
detektalasara. A molekularis bioldgiai mddszerek a fenotipusos rezisztencidk genetikai
hatterének a megismerését teszik lehetdveé.

A Gram-negativ bélbaktériumok a béta-laktdm antibiotikumokat kromoszdémalisan
vagy plazmidon kodolt béta-laktamaz enzimekkel képesek elbontani. Az indukalhat6 és
a stabilan derepresszalt béta-laktamdz enzimet termeld torzsek esetében az enzim
kromoszoéman kodolt, klavulansavval nem gatolhatd. Az in vitro vizsgalatok soran az

indukalhat6 béta-laktamdzt termeld torzs érzékenynek mutatkozik a 3. generacids
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cefalosporinokra, de ha a beteget széles spektrumu cefalosporinnal kezelik, a béta-
laktamaz enzim termelésének gatlasa megsziinik és un. stabilan derepresszalt, rezisztens
mutansok szaporodnak el, igy a kezelés hatastalanna valik (108, 109). Az E. cloacae és a
P. aeruginosa torzseknél kapcsolat van a kromoszomalisan kodolt Class C tipusa
indukalhat6 ¢€s stabilan derepresszalt béta-laktamaz enzim termelése kozott . A genetikai
hattér az ampD gén mutacidja, amelynek kovetkeztében fokozodik az ampC gén
transcriptioja (110). A Serratia spp. és a Morgalella spp. torzsek szintén termelnek
kromoszémalisan kodolt Class C tipusu béta-laktaméz enzimeket, de ezeknél a
torzseknél tizszer alacsonyabb a stabilan derepresszalt mutansok aranya, mint az el6z6
torzsek esetében (111). A ceftazidim laboratoriumi vizsgéalatok sordn jo indikatora a
stabilan derepresszalt mutdnsok detektalasdnak. Vizsgalataink sordn a két centrumbol
szarmazé E. cloacae torzsek 77%-a volt stabilan derepresszalt béta-laktamaz termeld.

A 3. generacids cefalosporinokat az 1980-as években kezdték el nagyobb ardnyban
alkalmazni a gyogyaszatban. A plazmidon kodolt, ezaltal egyik baktériumrol a masikra
atvihetd rezisztencia géneket a 80-as évek kozepétdl egyre nagyobb szamban kozoltek,
amelyek elsésorban TEM és SHV csoportba tartoztak, hatasuk klavulansavval gatolhato.
A 3. generacios cefalosporinokat is bontd enzimek a szélesspektrumu béta-laktamazok,
amelyek elterjedtsége orszdgonként, korhdzanként és osztalyonként is valtozo. Az USA
NNIS adatai szerint 1986 és 2004 kozott az intenziv osztalyokon kialakuld nozokomialis
pneumonidk korokozoi kozel 40%-ban az Enterobacteriaceae csaladba tartoz6 Gram-
negativ baktériumok voltak. Az izolalt K. pneumoniae torzsek kozott 1989-t61
ugrasszeriien megndtt a 3. generacios cefalosporinokkal szembeni rezisztencia; 3-4%-rol
20-25%-ra (105, 112). Annak ellenére, hogy az ESBL enzimek nagy szama ismert,
mégis csak néhany tipusuk terjedt el nagyobb mértékben a vilagon. Az altalunk vizsgalt

K. pneumoniae torzsek kozott az SHV-2 nagyobb aranyban volt detektalhat6, mint az
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egyébként a vilagon jobban elterjedt SHV-5 enzim. Sem az SHV-2, sem az SHV-5
enzim nem gatolhat6 szulbaktdmmal. Az altalunk vizsgalt 15 ESBL termel6 torzs koziil
12 volt érzékeny amoxicillin/klavulansavra, mig csak 6 torzs piperacillin/tazobactamra.
A vizsgalatainkba vont S. marcescens torzsek ismert nozokomialis patogének, amelyek
kozott egyre elterjedtebbek a rezisztens klonok. A S. marcescens térzsekbdl ritkan lehet
SHV tipusi ESBL enzimet izolalni. A vizsgalt 15 térzs (12 klinikai izolatum, 3
kornyezeti minta ugyanarrol az osztalyrol) koziil egy torzs mutatott eltérd tulajdonsagot,
a tobbi 14 torzs azonosnak mutatkozott. A 14 torzsben olyan SHV-2 ESBL enzim volt
kimutathat6, amely enzimet ugyanazon osztalyrol korabban izolalt K. pneumoniae
torzsbol szintén izolalni lehetett. Nagy valdsziniiséggel a S. marcescens a vele egyiitt
jelen 1év6 K. pneumoniae torzsbol akviralta az ESBL termelését meghatarozo gént.

A rutin bakterioldgiai vizsgalatok soran nagy feleldssége van a laboratériumnak a
koérokozodkban jelen 1évo rezisztencia gének detektalasaban, hiszen ezek meghatarozzak
a valasztott antibiotikum terapids hatasossagat vagy hatastalansagat. Sok esetben
egyetlen modszerrel nem lehet minden kétséget kizaroan detektalni a jelen 1évd enzimet,
vagy enzimeket. Ezért nagyon fontos kiilonbozd vizsgdld modszerek egyiittes
alkalmazasa. A rezisztencia meghatarozason tal, az epidemioldgiai vizsgéalatok
elvégzéséhez, az egyes nozokomialis torzsek azonossaganak megallapitasahoz és a torzs
terjedésének a feltérképezéséhez elengedhetetlenek a baktériumok genetikai
tulajdonsagainak kiilonb6z6 modszerekkel torténé vizsgalata (107, 108, 109, 110, 111,

113, 114, 115).
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Osszefoglalas

1. Munkank soran elemeztiik az Intézetiinkben 1997-2005 kozott izolalt S. pneumoniae
torzsek rezisztencia adatait korcsoportonként, mintanként, jard- és fekvébetegek szerint.
A torzsek antibiotikum érzékenységét minden esetben a nemzetkdzi ajanlasoknak
megfeleléen hataroztuk meg (NCCLS/CLSI). Megallapitottuk, hogy az izolalt térzsek
szama jelentdsen emelkedett az évek soran, s ezt elsdsorban a gyermekektdl szarmazo
torzsek szamanak emelkedése okozta. Az 1998-2005 kozott izolalt 2670 S. pneumoniae
torzs koziil minddssze 5,58% volt penicillinte rezisztens (ez az arany sokkal
alacsonyabb, mint az 1991 ¢és 2001 kozott megjelent irodalmi adatok), mig az
amoxicillin, ceftriaxon és erythromycin rezisztencia ardnya 2,62, 1,12 és 42,06%. A
penicillinre mérsékelten érzékeny torzsek ardnya nétt, a penicillinre rezisztens torzseké
jelentésen csokkent az évek soran, és ez 2002-ig messze alatta maradt az orszagos
adatoknak. A gyermekek esetében a mintak elsésorban a fels6 1égutakbdl szarmaztak,
ami sokkal inkabb a baktériumhordozast mutatja, mig a felndttektdl érkezett mintdk
nagyobb aranyban szarmaztak az infekcido valddi helyérél. A gyermekektdl vett
mintdkbol izoldlt pneumococcusok szdmanak emelkedését, valamint a penicillin
rezisztens torzsek aranyanak csokkenését az okozta, hogy a laboratoriumunkba mintét
kiildok ellatasi teriilete egyre nagyobb ardnyban az alapellatist reprezentdlta. A
rezisztenciavaltozast a teriileti antibiotikum fogyéas valtozdsa nem magyardzza. Az
invaziv mintakbol izolalt 155 S. pneumoniae torzs koziil penicillinre csak 6 torzs (3,8%)
volt rezisztens.

Meghataroztuk 57 random moddon kivalasztott S. pneumoniae torzs szerotipusat.
Vizsgalataink alapjan a két éves kor alatt immunogén konjugélt pneumococcus elleni

vakcina szerotipusai kimagaslo ardnyban (95%) egyeztek meg a két évnél fiatalabb
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gyermekek mintaibol izolalt torzsek (21 torzs) szerotipusdval. Ugyanilyen kivalo
hatékonysag varhato a két évnél id6sebb betegek esetében is (97%-os egyezGség a
poliszacharid pneumococcus elleni vakcina térzseivel).

Megvizsgaltuk 195 tiinetmentes Ovodas baktérium hordozasdt az orrban.
Megallapitottuk, hogy 33%-ban hordoztak S. pneumoniae térzseket. A 35 torzs koziil
csak egy torzs penicillin MIC értéke volt 4 mg/l és amoxicillin MIC értéke 1 mg/l.
Tovabbi 13 torzs penicillin MIC értéke 0,125 és 1 mg/l kozé esett, amely alapjan ezek a
torzsek penicillinre  mérsékelten érzékenyek. Ceftriaxonra rezisztens tdrzset nem
izolaltunk. 14 torzs rezisztens volt erythromycinre és clindamycinre egyarant.

Vizsgéltuk tovabba a cefditoren-pivoxil, egy 0j per os alkalmazhat6 3. generacios
cefalosporin MIC értékét 35 pneumonias feln6ttdl és 93 eldzetesen gytijtott, felsd 1éguti
infekcioban szenvedd gyermekek mintaibol izolalt, 54%-ban penicillinre rezisztens  S.
pneumoniae torzseken. Eredményeink azt mutattak, hogy a penicillinre rezisztens
torzseknél a cefditoren-pivoxil esetében mért alacsony MIC érték miatt ez az
antibiotikum varhatéan jo hatékonysaggal alkalmazhatdé a penicillin rezisztens

pneumococcusok okozta fertézésekben.

2. Vizsgaltuk és kovettik harom éven keresztil a Szegedi Gyermekkorhaz CF
Ambulancidjan gondozott betegek légutjaiban a P. aeruginosa el6fordulasat, amely
33-36%-0s volt. A betegek mintaibol izolalt mucoid torzsek biofilm képzésének
mérésére konnyen kivitelezhetd modszert allitottunk be, amellyel a clarithromycin
kiilonb6z6 koncentracioinak biofilm képzést csokkentd hatasat mértiik. Megallapitottuk,
hogy a rendszer jol alkalmazhat6 in vitro biofilm képzés, biofilm képzés gatlas mérésére.
Az infekcios tiineteket mutatdé CF-es betegek als6é 1éguti mintaibol kozvetleniil

készitettiink antibiotikum rezisztencia vizsgélatot E-teszttel, amely vizsgalat
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eredményeképpen a normal garatflorat kimélé antibiotikum valasztashoz kaptunk
adatokat, valamint a kiilonb6z6 antibiotikum rezisztenciaval rendelkezd baktériumok

kulonvalasztasa valt lehetové.

3. Klinikai vizsgalatok eredményeinek Osszehasonlitdsa soran igazoltuk, hogy az alsé
léguti infekciok valodi korokozdjanak kimutatdsara a védett bronchoalveolaris lavage
modszerével nyert mintdk alkalmasabbak, mint az egyszerii trachealeszivas.
Meghataroztuk 2002-2005 kozott a Gram-negativ bélbaktériumok el6fordulasat az
intézetiinkben vizsgalt nozokémidlis als6 1éguti infekciokbol szarmazd mintdkban,
valamint ugyanezen esetekben a szélesspektrumti béta-laktamaz termelés eléfordulési
aranyat. Megallapitottuk, hogy az ESBL termel6 Gram-negativ bélbaktériumok szdma
nem valtozott az évek folyaman, valamint, hogy azok minden évben mas-mas speciesbe
tartoztak. Ezzel kimondhattuk, hogy az SZTE AOK klinikdin a nozokémialis als6 légati
infekciokban a vizsgalt iddszakban nem jatszottak dontd szerepet az ESBL termeld

Gram-negativ bélbaktériumok.

4. A Gram-negativ léguti patogén baktériumok multirezisztens torzseivel szemben
potencidlisan hatékony, szinergista antibiotikum kombindcidkat vizsgaltunk kisérletes és
napi rutinban 1s alkalmazhatdé maddszerekkel. Megallapitottuk, hogy kisérletes
modszerrel a cefoperazon/klavulansav kombinaci6 tartds hatast fejtett ki a vizsgalt béta-
laktamazt termelé E. coli és K. pneumoniae torzsekre, bar ezt az antibiotikum
kombindciot a gydgyszergydrak nem hoztdk forgalomba. Vizsgaltunk tovabba a napi
rutinban is konnyen kivitelezheté E-teszt modszerrel Pseudomonas spp. torzseken
kiilonb6z6 antibiotikum kombinécidkat. Megallapitottuk, hogy az alsé 1éguti infekcidban

egyébként jo hatassal alkalmazhatd ciprofloxacinra rezisztens torzseknél sokkal
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gyakrabban volt kimutathat6 a ciprofloxacin és béta-laktam antibiotikum kombinaciéban
szinergizmus, mint a ciprofloxacinra mérsékelten érzékeny ¢€s érzékeny
pseudomonasoknal. Az E-teszt ilyen vizsgéalatokban valo alkalmazasat eddig nem

kozolték a szakirodalomban.

5. A potencidlisan léguti patogén Gram-negativ baktériumok béta-laktam
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia mechanizmusait tanulmanyoztuk hagyomanyos
¢és molekularis modszerekkel. Adatink azt mutattak, hogy a vizsgalt K. pneumoniae, E.
cloacae és S. marcescens torzsekben egyszerre kiilonboz6 tipusu béta-laktamaz enzimet
lehetett detektalni. A baktériumtdrzsek kérhazi kdrnyezetben valo terjedése soran béta-

laktamaz enzim gén speciesek kozotti terjedését tudtuk kimutatni.
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Summary

1. Resistance patterns of S. pneumoniae isolates were evaluated between 1997-2005. The
strains were obtained from clinical specimens of in- and out-patients belonging to
different age groups. The resistance to penicillin, amoxicillin, ceftriaxone and
erythromycin of the strains were rigorously determined by internationally accepted
methods (NCCLS/CLSI). The number of strains tested increased during this 8-year
period due to the increased number of patients belonging in the age group <14 years
which influenced the prevalence of resistance to penicillin. Of the 2670 S. pneumoniae
isolates only 5.58% was found to exhibit high-level resistance to penicillin (which was
much lower than published data in the literature between1991 and 2001), while
resistance to amoxicillin, ceftriaxone and erythromycin was 2.62%, 1.12% and 42.06%,
respectively. The number of penicillin intermediate-resistant strains slightly increased,
while the penicillin-highly-resistant strains decreased during this period. The increase of
the number of strains originating from upper respiratory tract specimens of children
(carriers) and the decrease in the number of penicillin-highly-resistant strains was due to
the changes in the hospital wards and outpatient clinics from which samples were
obtained. In every year the prevalence of amoxicillin and ceftriaxone resistance was very
low and the erythromycin as well as clindamycin resistance was similarly high as among
isolates obtained from hole Hungary. The changes in the resistance to penicillin could
not be explained by the antibiotic consumption evaluated during this period for
Csongrad County. Only 6 (3.8%) of 155 S. pneumoniae strains isolated from invasive
samples displayed a high-level of resistance to penicillin.

Sero-types of 57 randomly selected S. pneumoniae isolates obtained from
samples of <2-years old children was determined. In 95% the sero-types of these strains
were identical with those present in the conjugated pneumococcus vaccine used for the
immunisation of young children (<2 years) and in 97% with those present in the

polysaccharide vaccine used for immunisation of children >2 years.

81/94



We also collected nasopharyngeal samples from 195 healthy children. They were
S. pneumoniae carrier in 33%. Of the 35 strains, only one had an MIC of 4 mg/L for
penicillin and of 1 mg/l for amoxicillin. An additional 13 strains had an MIC for
penicillin between 0.125 and 1 mg/L, showing low-level penicillin resistance. No S.
pneumoniae strains were resistant to ceftriaxone. Fourteen strains were resistant to
erythromycin and clindamycin too.

We also investigated the in vitro activity of cafditoren-pivoxil, a new 3rd
generation cephalosporine against 35 isolates obtained from adult patients suffering from
pneumonia and against 93 earlier isolates S. pneumoniae strains obtained from children
with upper respiratory tract infection. The MIC values of cefditore-pivoxile was much
lower than the serum levels obtained with the regular doses even in the case of penicillin
resistant strains. According to these cephditoren-pivoxil could be a useful alternative for
treatment of infections caused by penicillin-highly-resistant or penicillin-intermediate-

resistant strain.

2. During a three-year period the presence of P. aerugiosa was followed in the
respiratory tract specimens of cystic fibrosis patients treated in the out-patients clinic of
the Pediatrics Hospital in Szeged. An in vitro model was developed to follow the biofilm
formation of P. aeruginosa isolates. In this model it was possible to measure and
quantify the biofilm inhibition effect of clarithromycin. A direct antibiotic resistance
determination method was developed using the Etest methodology for the lower
respiratory tract specimens of cystic fibrosis patients with symptoms to determine the
most suitable antibiotic treatment to kill mucoid P. aeroginosa, but save the normal
respiratory tract flora of the patients. This method was also suitable to differentiate in a

direct test colonising bacteria with different antibiotic resistance.

3. Evaluating the clinical relevance of culture results of lower respiratory tract
specimens obtained by different methods, such as protected bronchoalveolar lavage or

tracheal aspirate, we confirmed the advantages of the previous one. Between 2002 and
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2005 the resistance patterns of Gram-negative pathogens isolated from bronchoalveolar
lavage specimens from patients sufferenig from nosocomial pneumonia were evaluated
with special emphasis on resistance to beta-lactam antibiotics. The prevalence of
extended spectrum beta-lactamase (ESBL) producing strains were tested by different
detection methods. The percentage of the ESBL producing Gram-negative strains did not
defer significantly during the study period, but more and more different species were

isolated which produced ESBL.

4. Different methods were evaluated such as microtiter chequer-board titration, Etest
Killing curve to select the suitable one for routine testing of antibiotic synergism in vitro
for multi-resistant Gram-negative respiratory tract pathogens. Chequer-board titration
was used to test the effect of cefoperazone and clavulanic acid combination against beta-
lactamase producing E. coli and K. pneumoniae compared to the single use of
cefoparazone. Compared to the chequer-board titration the Etest methodology provided
a more suitable method to test the synergistic effect of different antibiotic combinations
during the same time period as the routine antibiotic resistance testing. Our results
showed that the ciprofloxacin — beta-lactam combinations had an expressed synergistic
effect against ciprofloxacin resistant P. aeruginosa isolates, however this synergism was
difficult to detect in the case of fully susceptible strains. We found the Etest
methodology, not widely published till now, a very useful approach to provide in vitro

data for the clinicians to select combination therapy.

5. Gram-negative bacteria often involved as nosocomial pathogens in respiratory tract
infections show frequently resistance to beta-lactam antibiotics. The resistance is due to
the production of different beta-lactamases which was investigated by conventional and
by molecular genetic methods. Our data shows that different types of beta-lactamases
could be detected in clinical isolates of K. pneumoniae, E. cloaceae and S. marcescens.
In some cases the acquisition of a new beta-lactamase gene could be confirmed during

the spread of the strains in the hospital environment.
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