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BEVEZETES
A baktériumok okozta Iéguti féizések az infekciozus korképek kozott a

legnagyobb szamban fordulnaks.elKezelésiik sokszor jelent terapias nehézséget,
mert a kilénbdd tipusu rezisztencia mechanizmusok révén a légiiékcioban
szerepet jatsz6 baktériumok egyre tébb antibiotikbatasaval szemben valnak
ellenélléva.

A Streptococcus pneumonia@rzsek tok polysacharid antigén alapjan 90
kiilonb6# szerotipusba sorolhatok. Az egyes szerotipusakkaiben termétiott
specifikus ellenanyag véd az azonos szerotipusuptdisachariddal rendelkéz
baktérium altal okozott invaziv infekciotél. A kjfesztett védoltasoknak ez az
alapja.

A S. pneumoniaekordbban 100%-ban érzékeny volt penicillinre. A
penicillin célmolekulaja a baktérium citoplazma nieénjaban elhelyezkédehérje
— penicillin binding protein (PBP) -, amely transppidaz, transzglikolaz tikddése
révén a sejtfal peptidoglikdan szintézisében jatsmkerepet. A penicillin
irreverzibilisen kéddik a PBP-ekhez, ezaltal inaktivalja azokat. A RBBzintézisét
mozaik gének iranyitjak, igy a valtozas mértékéiiggoen Iétrejohet alacsonyabb és
magasabb szifitpenicillin, valamint amoxicillin és 3. generaciésfalosporinokkal
szembeni rezisztencia. A pneumococcus okozta iifekan ma mar nem a
penicillin-G az el§ valasztandd antibiotikum, da vitro nagyon j6l reprezentélja a
béta-laktam antibiotikumokkal szembeni érzékenységreegészséges emberek kozel
50%-a tinetmentesen hordozza a baktériumot a nasoptban, elssorban
kisgyermek korban. A virusféizés fokozza a baktérium Kitését a légati hAmhoz.
A nasopharynxbdl a baktérium a belélegzett |évehaz alveolusokba keril, ahol
tova terjed és gyulladast okoz. Az alsé léguti kafék, el$ssorban a kézdsségben
szerzett pneumonia leggyakoribb kérokozéja még snaS. pneumoniaeAmerikai
felmérések szerint a pneumococcus éisFsek miatt elhunytak fele megmenthet
volna a pneumococcus ellenes vakcindk szélésalialmazasaval. Szamos eurdpai
orszag, igy hazank is, kidolgozta a sajat vakcos@olitikajat a pneumococcus
fert6zések megékésére.

Lélegeztetett és cysticus fibrosisban (CF) szetivdsbtegeknél a
Pseudomonas aeruginosiozta pneumonia kialakulasdban meghataroz6 szewp
a baktérium biofilm képg tulajdonsaganak. Az antibakteridlis gyégyszerek a
szervezet sajat védekemechanizmusa nélkiul nem képesek fellépni a koéralkoz

ellen. A biofilm mdgé bujt baktériumok gyakran mégfagocitakkal szemben is
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ellenalléak. A kezelés hatékonysaganak biztositas&zilkséges a biofilm képzés
csokkentése, vagy a biofilm roncsolasa. Egyes nfidkaatibiotikumok bizonyitottan
hatékonyak a pseudomonasok alginat produkcitjariakzaszoritdsaban, amelyet
kiegészié kezelésként alkalmaznak a CF-es betegek kezelesdbmultirezisztens
torzsek okozta infekcidk kezelése sokszor mego#tlzainak latsz6 feladat.

A Klebsiella pneumonigeaz Enterobacter aerogenegs Enterobacter
cloacae azEscherichia coli a Serratia marcescenés aPseudomonas aeruginosa
leggyakrabban koérhazi eretlgineumoniat okozé Gram-negativ baktériumok. A béta-
laktdm antibiotikumok tllzott hasznalataval egyrgalgabban izolalnak klinikai
mintakbol széles spektrumu béta-laktaméazt tefmétzseket. A sdlyos infekciok
mortalitdsa igen magas, 50-100% kdz6tt van, egért fontos ismerni adott esetben a
terapias lehéségeket, az egyes osztalyokon az ott infekciot @kbaktériumok

pontos spektrumat és antibiotikum rezisztenciajat.

CELKIT UZESEK

1. Munkank egyik célja az Intézetlinkben 1997-2005 kozolalt S. pneumoniae
torzsek rezisztencia adatainak elemzése volt kporsanként, mintanként, jaré-
és fekwbetegek szerint. A tlnetmentes O6vodasok pneumosoccu
orrhordozasarol adatokat kivantunkiggni. Valaszt kerestink arra, hogy az
Intézetiinkben random @yott S. pneumoniaddrzsek szerotipusa milyen
aranyban esik egybe a hazankban forgalombafi [@veumococcus elleni
védboltasokban talalhatd szerotipusokkal, igy abe#ds alkalmazasa varhatéan
milyen hatékonysagot eredményezhet. A penicillimegas rezisztenciat mutato
torzseknél vizsgaltuk egy Uj, ordlis 3. generaaié$alosporin, a cefditoren-
pivoxil hatékonysagat, mint a penicillinre rezismepneumococcusok altal
okozott ferbzések egyik potencidlis kezelési alternativajat.

2. Célunk volt vizsgélni és kovetni a cysticus fibelxn (CF) szenvédbetegek
légutait kolonizald ismert patogén baktériumoéf@idulasi aranyat a Szegedi
Gyermekkoérhdz Cystas Fibrosis Ambulancidjan gontioetegeknél 1999-
2001 kozott. Olyan konnyen alkalmazhaté detektéddszert kivantunk
beallitani, amellyel a cysticus fibrosisos betedéguti mintaibdél izolaltP.
aeruginosatorzsek biofilm képzését, tovabba a baktériumalkydezetébern
vitro kortlmények kozott a makrolid antibiotikumok biofi képzést csokkebit

hatasat mérni tudjuk.
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3. Az SZTE AOK Belgydgyaszati Intenziv Osztalyan aléguti infekcid miatt
kezelt betegek kilonbéz médon vett mintaibol kitenyészett baktériumok
egyedségét vizsgaltuk az optimalis mintavételi méd mégieaasa céljabdl. A
nozokémialis alsé légati infekciokbdl szarmazé rakitan az
Enterobacteriaceaecsaladba tartoz6 Gram-negativaktériumok, valamint
ugyanezen esetekben a széles spektrumi béta-laktamielés éfordulasi
aranyat kivantuk meghatarozni.

4. A Gram-negativ léguti patogén baktériumok multisetns torzseivel szemben
potencialisan hatékony, szinergista antibiotikum mkimacié Ilehetséges
alkalmazasa céljabdl vizsgaltuk kilonbomodszerekkel a béta-laktam/béta-
laktamaz  géatld, béta-laktam/fluorokinolon,  bétatdak/aminoglikozid
antibiotikumok egylttes hatasat.

5. A potencidlisan léguti patogén Gram-negativ baktédk rezisztencia
mechanizmusait kivantuk tanulmanyozni hagyomanyas m@olekularis
modszerekkel.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Baktérium torzsek

A 35 tinetmentesen hordozd® pneumoniaddrzs 3-6 éves 6vodas gyermekek
nasopharyngedlis mintaibdél szarmazott, 93 torzsetillban a Heim Pal Koérhaz
betegeinek mintaibdl izolaltak. A tobbi vizsg&t pneumoniaddrzset kilonbdz
tunetekkel rendelkéz betegek fels és alsé léguti mintaibol, hemokultirabdl,
liquorbdl, meltiri punktatumabdl tenyésztettik ki Intézetiinkben.

A vizsgalt Gram-negativ péalcak kozul B. aeruginosatdrzsek cysticus
fibrosisban szenvéd gyermekek fels és alsé Iégiti mintaib6l szarmaztak,Ka
pneumoniagE. aerogenesE. cloacae S. marcescenfirzsek Klinikai izolatumok
voltak, melyeket elssorban als6 léguti mintakbdl tenyésztettiink ki.

Mintavételi médszerek

A tiinetmentes 6vodasok surveillance vizsgélata nsarasopharynxb6l szarmazé
mintakat, a CF-es betegek esetében torokvaladkéipet mintakat tenyésztettiink. Az
also 1éguti mintak kozll a kopetetieetes citologiai megfelelés utan (>25 fehérvérsejt
és <10 laphamsejt/latétér 100x-os nagyitassal &lzaglegalabb 40 latéteret)
dolgoztuk fel. A lélegeztetett betegek trachea delat citologiai vizsgalat

eredményével is kiegészitettik. A szignifikans Bakmszam _20° telepkép#
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egység/ml (colony forming unit-CFU/ml). A lélegett betegektl szarmazo védett
bronchoalveolaris lavage minta esetén a szigniikdaktériumszam t6° CFU/m.

Kis szamban szarmaztak a baktériumok pleuralis tammkb6l és hemokultirabdl is.

A Streptococcus pneumoniae tdrzsek szerotipizalasa
A S. pneumoniaddrzseket specifikus antiszérumok alkalmazaséagglutinaciés
modszerrel (Mast Group Ltd. Bootle UK) szerotipinhl a gyartdé utasitasainak

megfeleben.

Antibiotikumokkal szembeni rezisztencia meghatarozéok

Az antibiotikum érzékenységet rutinszen korondiffiziés moédszerrel vizsgaltuk. A
minimalis gatlé koncentraciét (minimum inhibitorgricentration — MIC) egyrészt E-
teszttel (AB Biodisk), masrészt agardiliciés moédste valamint mikroleves

higitassal hataroztuk meg.

Antibiotikum rezisztencia mechanizmusok vizsgalata

A béta-laktamaz termelést nitrocefin tartalmd kgga (Difco) mutattuk ki. A béta-
laktaméaz termél torzsek szubsztrat profiljanak meghatarozasat akdtorimetrias
modszerrel, Escamilla szerint végeztiikk. Az enzindukeidés vizsgéalatokhoz
korongdiffizidés moddszert alkalmaztunk. Indukalé iliotikumok: cefoxitin,
imipenem. Indikator antibiotikumok: cefuroxim, cpfrazon, cefotaxim, ceftazidim. A
széles spektruml béta-laktamaz (extended spectetaildrtamase-ESBL) termelés
korongdiffaziéval torté kimutatasahoz egyrészt két korongot (screeningfjgzidim
és amoxicillin/klavulansav), masrészt 6t korongmfi@zidim, cefotaxim, aztreonam,
cefepim és amoxicillin/klavulansav) alkalmaztunklida és munkatarsai szerint. Az
ESBL termelés E-teszttel val6 kimutatdsa soranazefim/ceftazidim-klavulansav,
vagy cefotaxim/cefotaxim-klavulansav tartalmi Ezteket alkalmaztunk. Az ESBL
termelés molekularis szinten toréénizsgalatdhoz &. pneumoniagE. cloacaeéssS.
marcescenddrzsekldl a plazmid DNS-t Magic Miniprep DNA Purification ittel
(Promega, Medison, WI) extrahaltuk. Az elektrofas€z0, 7%-os agar6z gélen
végeztik, a gélt ethidium bromiddal festettiik. Azphid DNS TEM és SHV génjeit
TEM és SHV specifikus primerekkel amplifikaltuk. AHV gének egyes tipusainak
elkllonitésére SSCP  (single-stranded conformationlynporphism) — analizist

alkalmaztunk. Az amplifikalt terméket Pstl enzimreetésztettiik, majd polyacrylamid
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gélen szeparaltuk ismert SHV gén standardokkaltegié ssDNS fragmenteket ezist

nitrattal festettik.

Szinergizmus vizsgalatok

A cefoperazon - béta-laktamaz gatlé (szulbaktamyihnsav) kombinaciokat Lorian
leirdsa szerint chequerboard titralassal vizsgé®Gklyuku Takatsi-féle mikrotitralo
lemezben. A kombinécié nélkiili és a kombinaciobamtivlIC értékekBl kiszamoltuk

a frakciondlis gatlé koncentracié (fractional inkdloy concentration - FIC) indexet,
majd a kapott eredményt értékeltik. Az ,6lési gbrialling curve) mddszerrel a
cefoperazon 1xMIC, 2xMIC értékének megféliebncentraciojanak a hatasat onélldan,
valamint 1 mg/l klavulansavval, 1mg/l ill. 16 mgAdzulbaktdmmal kombinalva
vizsgaltuk. A tenyészeteket Ehrlen-Mayer lombikba@zatva inkubaltuk 3C-on,
normal atmoszféran. Csiraszam meghatarozast végertinden tenyészetb6 és 24
6ra mulva. A kapott ml-kénti csiraszamok 10-es @lapgaritmusat az i
flggvényében abrazoltuk. Az E-teszttel végzemeazjizmus vizsgalatok esetében a
vizsgalt baktériumok friss tenyészetéh0,5 McFarland @&riisédi szuszpenziéval
baktérium sényeget készitettink. A Mueller-Hinton agar lemeze#szor a
kombinacio6 ,A” tagjat, majd 30 perc elteltével a&”,csikot eltavolitva a ,B” tagot
tettiik fel. Egy masik lemezen az antibiotikum ck#éoforditott sorrendben helyeztiik
fel. A lemezeket 16-24 6rdig 37-on, normal atmoszféran inkubaltuk. Az
antibiotikumok MIC értékét kilon-kilon és kombindican is meghataroztuk. Az
egyedi és a kombinaciéban alkalmazott antibiotikknesetén meghataroztuk a FIC

indexet és értékeltiik a kombinaciok hatasat.

Biofilm termelés vizsgalat

A CF-es gyermekek légati mintaibdl izolalt, vizis#n is mucoidP. aeruginosa
torzsek biofilm termelését mértik Enzym-Linked liesbrbent Assay (ELLA)
maddszerrel Leriche leirdasa szerint. A j6l deteldtdan biofilmet termél torzseknél
vizsgaltuk a biofilm termelés gatlasat clarithroimmychozzaadasaval. Ennél a
vizsgalatnal Leriche modszerét Ggy moddositottuk,gyhoa tapfolyadékban
clarithromycint oldottunk 50, 100, 200, 300, 400 /mgégss clarithromycin
koncentréaciot létrehozva. A naponkénti tapfolyadilere utan peroxidazzal jel6lt
lektint mértiink a kitapadt baktériumokra, majd megghoztuk a biofilm termelés

véltozasat ELLA modszerrel a kezeletlen toérzsh&zamyitva.
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Direkt E-tesz vizsgalat CF-es betegek kdpetmintairkaprimer tenyészetén

A romlé klinikai allapott CF-es betegek kopeitbytologiai vizsgalatot és mucolizist
kovetsen 100pl-nyi mintat véres agar taptalajra plétoltunk, majotipseudomonas
hatasu antibiotikumokat tartalmazé E teszteket dmiink fel. A lemezeket 16-24
6ran at inkubaltuk 37C-on, normal atmoszféran. Vizsgaltuk a kés€aratfléra
érzékenységét az antibiotikumokkal szemben, valamikiilonbdd MIC értékkel
bir6 P. aeruginosdelepek és egyéb, multirezisztens baktériumokjétét.

Antibiotikum fogyas meghatarozasa

1998 és 2005 kozott vizsgaltuk a béta-laktdm astthhimok [anatomiai-kémiai—
terapias - Anatomical - Therapeutic - Chemical (AK@dja: JO1C] és a makrolid,
link6zamid [JO1F] csoportba tartoz6 antibiotikunfolgyasat Csongrad megyében és
orszagosan. Az éves antibiotikum felhasznalasickd&drrasa az IMS PharmMIS
adatbazis nagykereskedelmi eladéasai voltak. Azbititumok csoportositdsa és
fogyasztasuk kalkulalasa az egészségugyi vilagszetvATC-DDD (Defined Daily
Dose - atlagos napi dozis) indexének 2005-06s erafapjan tortént. A népességi
adataink a Kozponti Statisztikai Hivatal adatbdaédészarmaztak. Az antibiotikum
fogyasnak aS. pneumoniagdrzsek penicillinekkel és makrolidokkal szembeni
rezisztenciara valé hatdsanak megitéléséhez esahtibiotikumok per os formulait
elemeztik. Az orszagos és a helyi (Csongrad mesyyghiotikum fogyasi adatokat
DDD/1000 lakos/napban adtuk meg.

Az adatok statisztikai elemzése

A rezisztencia adatokat a laboratériumunk inforkaitrendszeréfil gyijtottik. Egy
betegbl egy izolatum adatait vettiik figyelembe. A vizdgélsszakokban a jaré- és
fekvébetegek mintaibdl, valamint a 14 év alatti és feleetegek mintaibdl izolalt
S. pneumoniatirzsek adatainak elemzésére Khi-négyzet és Figleeegzakt probat
alkalmaztunk az SPSS program csomag segitségéestiqv13.0). A statisztikai

elemzés soran a P05 értéket tekintettiik szignifikansnak.

EREDMENYEK
1. Streptococcus pneumoniae torzsek vizsgalata soran kapott eredményeink

Az 1990-es években kilonhdxozleményekben ellentmondasos adatok
jelentek meg a haz&. pneumonia¢drzsek penicillin rezisztencidjanak mértéiér

Intézetiinkben 1997-2005 kozott izol8lt pneumonia@rzsek penicillin, amoxicillin,
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ceftriaxon, erythromycin és clindamycin rezisztencaranyat vizsgaltuk. Az
antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat minden lesetaz NCCLS/CLSI ajanlasainak
megfeleben végeztik. A sajat eredményeink szerint a pdiniaiézisztens torzsek
aranya 2002-ig j6val alatta maradt az orszagooldak, melynek okat abban latjuk,
hogy nem minden magyarorszagi mikrobioldgiai labimiam kovette szigorlan a
szakmai ajanlasokat, igy a penicillin rezisztengsték aranya joval magasabb volt a
ténylegesnél.

Mas szempontok szerinti adatelemzésiink soran ki&idosra bontottuk a
vizsgélt idiszakot: 1998-2001, 2002-2005. A gyermekek mintaizolalt térzsek
szama a masodik periodusban jeleeh emelkedett. Ennek oka egyrészt a hazi
gyermekorvosok egyre nagyobb szam( mintabekild@gesrészt az egészséglgyi
intézményekben tortént atszervezés, amely sorameepb mintat kaptunk az
alapellatashoz kozeli terletékrA vizsgalt 8 éves iszak alatt 267&. pneumoniae
torzset izolaltunk (1267 torzs fetdvetegekil, 1403 jarobetegekt). A 0-2 éves
korcsoportban a vizsgéalt mindkéarakban, mind jaré- mind fekletegek esetében
a penicillin rezisztensS. pneumoniaedrzsek aranya jeletgen csokkent (20%-rol
4%-ra és 21%-rél 2%-ra). Azonos tendencia figyéllmeg a 3-14 éves gyermekek
mintaibdl izolalt térzsek esetében is. A féin betegek mintaibol izolaltS.
pneumoniaedrzsek kdzott igen alacsony volt a penicillinisefens torzsek aranya
mindkét idiszakban (8,7% és 2,5%). Az amoxicillin reziszterss néérsékelten
érzékeny, valamint a ceftriaxonra rezisztens térzskfordulasi ardnya egyarant
nagyon alacsony volt. A vizsgalt teljesSpriodusban az izolalt erythromycin és a
clindamycin rezisztenS. pneumoniatrzsek aranya folyamatosan magas volt.

A penicillinek fogyasa (J0O1C) Magyarorszagon vis#gag éallandé volt
1998 és 2005 kozott (atlag + SD: 8,45+0,51 DDD/10dkKbs/nap). A penicillinek
csoportjan belul a széles spektrumi penicillin€d (JA) fogyasa csokkértendenciat
mutatott, mig a penicillinek béta-laktaméazzal komdli csoportjaban (JO1CR) a
fogyas folyamatosan emelkedett. A penicilinek asgpnak (JO1C) és
alcsoportjainak (JO1CA; JO1CR) fogyasa Csongradyétesn és orszagosan is azonos
tendenciat mutatott. A makrolid, link6zamid (JO1€9oport orszagos és megyei
fogyasa emelkedett az évek soran. A Csongrad mdgggas minden évben kissé
meghaladta az orszagos adatoRapneumococcusok rezisztencia valtozasa nem volt
magyarazhat6 az antibiotikum fogyas valtozasaval.

random moédon valogatof. pneumoniaédrzset. A két éves kor alatti gyermekek
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mintaibdl izolalt tdrzsek (21 torzs) szerotipuse¥®ban megegyezett az ebben a
korban alkalmazott immunogén konjugélt vakcina atZpusaival. A két évnél
idésebb paciensek mintaibdl kitenyésZgttpneumoniarzsek szerotipusa 97%-ban
volt azonos a 23 valens pneumococcus poliszachag#cindban talalhato
szerotipusokkal.

Négy szegedi évodaban (kitbelvarosi, kett kilvarosi) megvizsgalt 195
tinetmentes 3-6 éves gyermek kozil 35 hordozotre#anS. pneumoniae- 14
torzs rezisztens volt mind erythromycinre mind déimycinre. Az egy darab
penicillin rezisztens torzs egyben rezisztens ‘aottoxicillinre, erythromycinre és
clindamycinre is. Figyelemre mélt6, hogy a belvadsdaba jaro, feltehéen jobb
szocidlis hattér gyermekek kisebb aranyban hordozt8k pneumoniag mint a
kiilvarosi 6vodasok (11% ill. 29%), de a kevéshétliéeny torzsek aranya joval
magasabb volt a belvarosi 6vodaba jaré gyermeketélesn.

Egy Ujonnan bevezetett oralis, 3. generacios csfalin (cefditoren-
pivoxil) hatékonysagat 93, a Heim Pal Kérhaz (Buedp fel$ 1éguti infekcidban
szenved betegeitl szarmazdéS. pneumoniaddrzspopulacion vizsgéltuk, melyek
24%-a érzékeny, 22%-a mérsékelten érzékeny és Sdatisztens volt penicillinre. A
vizsgalatainkba bevontunk 35 féth pneumédnids beteg mintjabdl izolalt
pneumococcus torzset (30 kop#tb5 hemokultirabél szarmazott). Vizsgalataink
soran a cefditoren MIC értékek a penicillin rezsa torzseknél is igen alacsonyak
voltak. Az eredményeink alapjan megallapithatjubgyha cefditoren-pivoxil a magas
penicillin rezisztenciaval rendelk&zS. pneumoniaetérzsek esetében hatékony
antibiotikum lehet.

2. A cysticus fibrosisos betegek mintaibdl izolaPseudomonas aeruginosa toérzsek
vizsgalata soran kapott eredményeink

A Szegedi Gyermekkérhaz Cystas Fibrosis Ambulaani&ezelt 24 beteg
also és fels léguti mintaibdl izolalt potencidlis patogén bakiéhok megjelenését és
folyamatos jelenlétét vizsgaltuk és elemeztik 1998us és 2001. janius kdzott. A
vizsgalt iddszakban a CF-es betegek légutaiban legnagyobblemafy aeruginosa
tenyészett ki egyedil vagy mas patogénnel (199%heetegek 38%, 2000-ben 33%,
2001-ben 36%-anal), ami folyamatos kolonizaciotfekuoids tiinetek esetén a
legvaldszifibb korokozot jelentette.

Munkank soran kisérletes modellt allitottunk fédiafilm termelés, majd a
biofilm termelés gatlasanak mérésére. A vizsgalaokzokat a mucoid telepeket
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képa P. aeruginosatdrzseket vontuk be, amelyeket a CF ambulanciamdgmott
gyermekek Iéguti mintaibol izolaltunk. Meghatarastuegy, a baktériumok biofilm
termelésének mérésére alkalmas kisérleti rendszzinkubalas idejét, kdrilményét,
a biofilmhez legjobban két6 szignal rendszert. Az alkalmazott kisérleti reedst
jol detektalhaté a clarithromycin biofilm termelé@gttl6 hatasa.

A CF-es betegek kezelésének megvalasztasaban fidmbiellenes
kiegészié kezelés mellett nagyon fontos, hogy a légutakbagteteped, kilénbdsd
klénokba tartozo, ezért esetleg kulonbdantibiotikum rezisztenciaval rendelkez
P. aeruginosatorzsek kimutatasra keriljenek. Egy Uj tenyészsiantibiotikum
rezisztencia vizsgalati modszert vezettiink be azt akfekcids tlineteket mutatod
betegeknél a kdpet bakterioldgiai vizsgalatdbamukolitikus kezelése utan a mintat
kozvetlenll plétoltuk véres agarra, erre antipsewaftas aktivitast antibiotikumot
tartalmazé E-teszteket helyeztiink. Ezzel a moédezetkilonithettik a kilonbdz
rezisztencigjuP. aeruginosaklonokat és a kisebb szamban jeled|éa vizsgalt
antibiotikumokra rezisztens, potencialisan patolgektériumtelepeket. A vizsgalattal
a terdpia megvalasztasat is segiteni tudtuk, obyatibiotikumot ajanlva, amely a
légutak normdl flérdjat nem pusztitia el, igy megha a természetes

védekedképességet a kolonizalé patogénekkel szemben.

3. Alsé léguti mintdkbdl izolalt ESBL termeld Enterobacteriaceae csaladba
tartoz6 Gram-negativ baktériumok eléfordulasa beteganyagunkban

Az SZTE AOK Belgy6gyéaszati Intenziv Osztalyan 19fiflius és 1999.
oktéber kozott a lélegeztetett betegek kérhazi prmiainak trachealeszivassal és
védett bronchoalveolaris lavage-al (miniBAL) vett intAinak bakteriol6giai
tenyésztési eredményeit hasonlitottuk 6ssze. Ayalzsdsszakban 63 betegnél alakult
ki kérhazban szerzett pneumonia. A betedle® miniBAL mintat vettek, 43 beteg
49 mintajabdl volt eredményes a bakteriologiai émzgés, 6sszesen 66 korokozot
mutattunk ki. A tracheavaladék és a miniBAL tenyések soran kapott eredmények
66%-ban estek egybe. Megallapitottuk, hogy a védetinchoalveolaris lavage
(miniBAL) mintavétel kdrhazi pneumonidk kérokozdknameghatarozdsaban nem
helyettesithét a kevésbé eszkdzigényes tracheavaladék mintalétalivel a hosszan
tartdé koérhazi kezelés alatt all6 betegek delggutjait kolonizald baktériumok
szennyezik a nem védett eszkdzzel levett mintagptazok tenyésztése soran kapott

eredmények klinikai hasznalhatésaga alacsony.
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Intézetlinkben az als6 léguti mintadkbdl izolalt ESBirmeb Gram-negativ
palcak effordulasat vizsgaltuk 20034t 2005-ig. Megallapitottuk, hogy az esetek
szama a vizsgalt négy évben nem valtozott jésmmt, bar évenként valtoztak a

nagyobb aranybandbrdulé ESBL terméi baktérium speciesek.

4. Az antibiotikum szinergizmus vizsgalataink eredrédnyei Gram-negativ, léguti
mintakbol izolalt térzsek esetében

A rutin bakteriolégiai vizsgalataink soran @&srban légati mintakbdl
izolalt 7 E. coli és 9 K. pneumoniaetorzsnél korongdiffiziés antibiotikum
rezisztencia vizsgdlattal szinergén hatédst taplaszka a cefoperazon és az
amoxicillin/klavulansav kozoétt. Mind a 16 torzs &daktamaz enzim terniglek
bizonyult. Az 6lési gorbe (killing curve) és chedumard titrdlds mddszerével azt
talaltuk, hogy a cefoperazon/klavulansav kombinduadésa joval kifejezettebb és
hosszan tartébb volt, mint a cefoperazon/szulbakiéombinacioé. igy ez az
antibiotikum kombinacié is hatékony a béta-laktaméermeb Gram-negativ
baktériumokkal szemben.

Tovabbiakban 110 intenziv osztalyon alsé |égugkefé miatt kezelt beteg
léguti mintaibdl izolaltPseudomonaspp. torzsnél kerestiink hatékony antibiotikum
kombinaciot E-teszttel vizsgalva. Harminc ciprofoin rezisztens, ellb 26
multirezisztens (legaldbb 3 antipseudomonas atiliim csoportra rezisztens)
pseudomonas torzset talaltunk. Ezen torzsek kozQl eketben taldltuk a
ceftazidim/ciprofloxacin és a piperacillin/amikadkombinéaciét szinergének, mig a
masik 7 torzs esetében a piperacillin/ciprofloxaambinacié volt szinergista hatasu
a FIC index meghatarozdsa alapjan. Vizsgéalatainkinsayyakrabban talaltunk
ciprofloxacin rezisztens tdrzseknél szinergista asiat piperacillin/ciprofloxacin
(23,3%), imipenem/ciprofloxacin (16,6%) és ceftamnitiprofloxacin (33%). A
ciprofloxacinra mérsékelten érzékeny vagy az émgkérzsek kozott a szinergista
hatas joval kisebb szazalékban volt kimutathat@syalataink eredményei alapjan
megallapitottuk, hogy a rutin laboratériumi diagrtdsaban az E-teszttel tortén

szinergizmus vizsgalat gyors, jol standardizalmaédlszer.

5. A Gram-negativ bélbaktériumok béta-laktam tipust rezisztencia
mechanizmusainak vizsgalataval kapott eredményeink
Munkank soran 17&. pneumoniag82 E. cloacaeés 15S. marcescens

klinikai izolatum béta-laktaméaz enzim termelésésyéltuk, amelyek kozil 109 toérzs
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(41%) hordozott valamilyen béta-laktamaz enzim génnozokémialis jarvanybdl
izolalt 15 S. marcescen®rzs kozil (12 klinikai minta, 3 kdérnyezeti mintalt) 14
torzs kétféle rezisztencia génnel is rendelkezaitmoszémalis indukalhaté béta
laktamaz és SHV-2 ESBL termelést meghataroz6 géiNegly valoszitiséggel &S.
marcescensz ugyanabban a betegben efpieh jelen 166 K. pneumoniagorzsisl
akviralta az ESBL termelését meghatarozo gént. magén a nozokomialis infekciok
esetén, amelyeket leggyakrabban a légutakon kétdszjutd baktériumok okoznak,
szamolnunk  kell  kilénb&z kromoszémalis vagy plazmidon hordozott
rezisztenciaval, s nem elhanyagolhaté az ilyensgkmél a tobbszords rezisztencia

jelenléte sem, valamint a kiilonkitepeciesek kozott a rezisztencia gének atjutasa.

KOVETKEZTETESEK

1. A S. pneumonigemint a kozdsségben szerzett penumonianak, valarfielss
léguti infekcioknak a leggyakoribb kérokozéja, gy életet veszélyeztet
allapotot is okozhat. A sajat retrospektiv vizstglk alapjan, amelyben 8 év
alatt izolaltS. pneumoniatrzsek penicillin, amoxicillin, ceftriaxon és nrakd
rezisztencia adatait elemeztik, a penicillin rdeiszia ebfordulasa igen
alacsony volt (5,58%), kiilondsen a fithek (4%) és az invaziv mintakbol
kitenyészett pneumococcusok esetében (3,8%). Acifieme mérsékelten
érzékeny torzsek aranya a féketegek esetében 37%, a jar6betegeknél 39%
volt. Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatokat nemzetkdzileg elfogadott
ajanlasok mindenkori betartasaval végeztiik. Ezekdarok mefben eltértek az
1990-es években Magyarorszagrol kozolt adatokt6S.Apneumonia@kozta
fert6zéseket leggyakrabban amoxicillinnel kezelik, ayll szemben a
rezisztencia a sajat vizsgalatainkban 2,62%-0s ¥oftneumococcusok okozta
sulyos infekciok kezelésére a ceftriaxont alkalndkzza vele szembeni
rezisztencia aranyt 1,12%-nak talaltuk. Ezek aibmtikumok a sajat vizsgalati
eredményeink alapjan biztonsaggal alkalmazhat6l. apneumoniaeokozta
fertézésekben. A makrolidokkal szembeni rezisztenciaizagalt idiszakban
egységesen magas volt, aflibazt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy
empirikusan a makrolidok a pneumococcusok okoztézések kezelésére nem

alkalmasak.
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A tinetmentes 6vodasok korébeh pneumoniaehordozast 33%-ban
talaltunk, a penicillin, amoxicillin, ceftriaxon @makrolid rezisztencia hasonlé
volt, mint a klinikai mintakbdl izolalt torzseknél.

A random modon kivalasztott, 2 év alatti gyermekeintaibdl izolaltS.
pneumoniae torzsek szerotipusa 95%-ban megegyezett a konjugal
pneumococcus vakcina térzseinek szerotipusavagwmél idisebbek mintaibdl
izolalt torzsek szerotipusa 97%-ban volt azonosellzen a korban javasolt
vakcinaban & szerotipusokkal.

A vizsgélataink azt mutattak, hogy a cefditorewegil, amely egy 0j 3.
generacios ordlis cefalosporin, igen j6 hatast aicpén rezisztens és
mérsékelten érzékeny pneumococcusokkal szembenmégfeled alternativ
kezelési lehéiség.

A cysticus fibrosisos betegek légutait kolonizBl6aeruginosadrzsek biofilm
képzésénekn vitro mérésére konnyen kivitelezletmodszert vezettink be,
amely alkalmas volt a biofilm termelés makroliddalarithromycin) tértét
gatlasanak mérésére is. Kovettik a cysticus fibossbetegek bakterialis léguti
kolonizaciéjanak kialakulasat. Az infekcios tiuneteknutaté betegeknél az alsé
léguti minta direkt E-teszttel tortérvizsgalataval segitettiik a leghatékonyabb
antibiotikum kivalasztasat azzal, hogy a kuldrtb@ntibiotikum érzékenység

P. aeruginosa és egyéb patogén baktérium kolonidkat detektalték,
meghataroztuk azt az antibiotikumot, amely nem figsta el a normal léguti
florat.

Az Enterobacteriacaea csaladba tartoz6 Gram-negativ baktériumok a
leggyakoribb kérokozo6i az intenziv osztalyon kezedttegek lélegeztetéssel
Osszefligen kialakulé korhazi pneuménidinak. Vizsgélatainkapg@n a
pneumoénia koérokozoinak azonositdsara intubalt besgében a miniBAL
mintavételi mdédszer sokkal alkalmasabb volt, mirttaheavaladék. A léguti
mintakbol izolalt koérokozok kozétt az ESBL termeléssfordulasanak
meghatérozédsa segiti a hatékony empirikus antiotivalasztast. A Gram-
negativ baktériumok kozott az ESBL termelés megg=ével szilkségessé valik
a béta-laktam antibiotikumok hasznélatanak a cgiiéee. Az intenziv
osztalyainkon a vizsgalt édzakban az ESBL terntebaktériumok viszonylag
alacsony aranyu éfordulasa kedvegjelenség volt.

Kilénb6z in vitro modszerek &llnak rendelkezésiinkre az antibiotikum

kombinaciok hatdsossaganak vizsgalatara. A cheqgarthitralasal és az olési
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gorbe mddszerrel igazolni tudtuk a cefoperazonikiavsav kombinacio
hosszan tarté és nagyobb méiité&zinergista hatasat a cefoperazon/szulbaktam
kombinacioval szemben. A fenti modszerekigényesek és munkaigényesek,
igy rutin laboratériumban nem alkalmazhaték. Azitdotikum szinergizmus
vizsgélatokra altalunk Gjonnan bevezetett E-tesatismer a mindennapi rutin
laboratériumi munkaban jol alkalmazhaté. Vizsgafdééasoran a nozokémialis
pneuméniat okoz6 multireziszterBseudomonasssp-k esetében a vizsgalt
antibiotikum kombinaciokkal -piperacillin/ciproflacin,
imipenem/ciprofloxacin, ceftazidim/ciprofloxacinjelentts szamban szinergista
hatast tudtunk kimutatni. A kombinéci6é hatékonysadmpveten fuggétt az
izolatumtodl, az antibiotikum rezisztencia mértgkétés a kombinalt
antibiotikumoktdl. A multirezisztens  kérokozok hstd terdpiajanak
meghatarozasahoz egyedi vizsgalatokra van sziikség.

5. A béta-laktdm antibiotikumokkal szembeni rezisziengenetikai hatterének
vizsgalata igen fontos, hiszen, ha azokban azldsmte amikor a béta-laktaméaz
enzim plazmidon taldlhatd, szamolnunk kell ennekzisztencia plazmidnak az
adott osztalyon belili terjedésével is. Figyelenkisf venni azt is, hogy az
alkalmazott antibiotikum(ok) hatasara mind a kromdmsan mind a plazmidon
hordozott rezisztencia gén megvaltozhat, Ujabbstipezisztenciat hozva létre.
Vizsgéalatainkkal a Gram-negativ baktériumok eseté&®eSHV és a TEM tipusu
gének széleskdr elterjedtségét mutattuk ki. Igazoltuk & cloacaetdrzsek
kozott a kromoszéman elhelyezkemhdukalhaté béta-laktam enzim, valamint a
stabilan derepresszalt béta-laktamaz enzim génj@upkittes eélfordulasat.
Feltételezésiink szerint egy nozokémialas jarvansarscegy SHV-2 gént
hordozé K. pneumoniaetérzs atadta a rezisztencia génjét egy ClassC- béta
laktamazt termél S. marcescengorzsnek. Mindkét térzs ugyanazon az
osztalyon, ugyanabban a betegben &ghed volt jelen.
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in vitro vizsgéalatokkal hatékony-e a penicillinre rezisztens pneumococcusokra, és
virhatéan alkalmazhaté-e ezen rezisztens torzsek altal okozott fertézések kezelésében?”
témaval kapesolatban kapott eredmények, és a kozosen publikalt ,Elizabeth Nagy, Anna
Marton, Edit Hajdu: In vitro activity of cefditoren against a special collection of clinical
isolates of Streptococcus pneumoniae from Hungary Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica 50, 119-124 (2003)” cikkben k6z6lt munkaban a S. pneumoniae
torzsek antibiotikumokkal szembeni MIC érték vizsgalatok elvégzésében a jelolt munkija
meghatarozo. Ezeket eddig sem hasznaltam és a jovoben sem hasznalom tudoményos

fokozat megszerzésére.

<D Kedk

Prof. Dr. Nagy Erzsébet
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Alulirott Mayer Ilona nyilatkozom arrél, hogy a dr. Hajdu Edit altal benyqjtott PhD
dolgozat téziseinek 2. pontjdban szerepld ,,Célunk volt vizsgélni a cystikus fibrosisban
szenvedd betegek légutjait kolonizdlo, majd alsd léguti infekciot okozd Pseudomonas
aeruginosa torzsek biofilm képzését, tovabba a betegekbdl izoldlt baktériumok
tenyészetében in vitro koriilmények kozott a makrolid antibiotikumok biofilm képzést
csokkentd hatasat.” témaval kapcsolatban kapott eredmények, és a kdzosen publikélt
~Mayer I, Szabo A, Hajdui E, Nagy E. Hazai cystas fibrosis centrum betegeinek légiti
mintdibdl szarmazé izolatumok prospektiv analizise Gyermekgydgydszat 54, 739-745.
(2003)” cikkben kozolt munkdban a betegek mintaibol izolalt torzsek biofilm
termelésének vizsgalata, valamint a biofilm termelés gatlasinak vizsgalata in vitro
koriilmények kozott, a jelslt munkdja meghatérozo. Ezeket eddig sem hasznaltam és a

jovoben sem hasznalom tudomanyos fokozat megszerzésére.

Mayer Ilona

Szeged, 2006-04-06
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Alulirott Dr. Nagy Erzsébet nyilatkozom arr6l, hogy a dr. Hajda Edit altal benyujtott PhD
dolgozat célkitizéseinek 4. pontjaban szerepl6 ,,A potencialisan 1égiti patogén Gram-negativ
baktériumok rezisztencia mechanizmusait kivantuk tanulményozni hagyomanyos és
molekularis modszerekkel.” témaval kapcsolatban kapott eredmények, és a kozosen publikalt
E. Nagy, Z. Pragai, Zsofia Koczian, Edit Hajdi, Eleonora Fodor: Investigation of the
presence of different broad-spectrum beta-lactamase among clinical isolates of
Enterobacteriaceae. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica, 45. 433-446 (1998)”
cikkben kozolt munkdban a Gram-negativ baktériumok széles spektrumi béta-laktamaz
enzimtermelésének vizsgalata elvégzésében a jel6lt munkdja meghatarozé. Ezeket eddig sem

hasznéltam ¢s a jovoben sem hasznalom tudomanyos fokozat megszerzésére.

DAOC A

Prof. Dr. Nagy Erzsébet
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Alulirott Dr. Fodor Eleonora nyilatkozom arrél, hogy a dr. Hajda Edit dltal benyujtott
PhD dolgozat célkitiizéseinek 4. pontjaban szereplé .A Gram-negativ léguti patogén
baktériumok multirezisztens torzseivel szemben potencidlisan hatékony, szinergista
antibiotikum kombinaci6 lehetséges alkalmazasa céljabol vizsgaltuk kiilonbozé in vitro
modszerekkel a béta-laktam/béta-laktamaz gatlo, béta-laktdm/fluorokinolon, béta-laktam/
aminoglikozid antibiotikumok egyiittes hatasat.” témaéval kapcsolatban kapott eredmények, és
a kozosen publikalt E. Fodor, E. Hajda, E. Nagy: Use of Etest to assess synergy of
antibiotic combinations against clinical isolates of Pseudomonas spp. International Journal of
Antimicrobial Agents 25, 177-184. (2005)" cikkben kozélt munkdban a Pseudomonas spp.
torzsek E-teszttel végzett antibiotikum kombinaciés vizsgalataiban a jel6lt munkija
meghatarozo. Ezeket eddig sem hasznaltam és a jovében sem hasznélom tudoményos fokozat

megszerzésére.

e 5 ’
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Dr. Fodor Eleonéra
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Alulirott Dr. Nagy Erzsébet nyilatkozom arrél, hogy a dr. Hajdu Edit 4ltal benyujtott PhD
dolgozat célkitiizéseinek 4. pontjaban szerepld ,,A Gram-negativ léguti patogén baktériumok
multirezisztens torzseivel szemben potencidlisan hatékony, szinergista antibiotikum
kombinacié lehetséges alkalmazasa céljabol vizsgaltuk kiilonboz0 in vitro moédszerekkel a
béta-laktdm/béta-laktamaz gatlok hatasat” témaval kapcsolatban kapott eredmények, és a
kozosen publikalt ,,E. Nagy, E. Hajdd, J. Foldes: Antimicrobial activity of cefoperazone with
clavulanic acid or sulbactam against Enterobacteriaceae. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy 29. 701-703 (1990)” cikkben kozolt munkéban a Gram-negativ baktériumokkal
végzett killing-curve és chequerboard titrdlas elvégzésében a jelolt munkdja meghatarozo.
Ezeket eddig sem haszndltam és a j6voben sem hasznilom tudoményos fokozat

megszerzésére.
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Prof. Dr. Nagy Erzsébet

Szeged, 2007-01-26

24/24



