A PD75660 sz. OTKA palyazat részletes szakmai zardjelentése

A PD75660 sz. OTKA palyazat 3 éve soran elészor az invaziv pneumococcus izolatumok
vizsgalatara Osszpontositottunk, majd attértiink az egészséges, kozosségbe jard kisgyerek
garat- ¢és orriiregében hordozott pneumococcus-ok kutatdsara. Jelenleg is ez képezi
kutatasaink f6 iranyvonalat, mivel ez nagyon gylimolcsézd, érdekes, a kozvéleményt is
érdekld tertiletnek bizonyult. Ennek legfobb oka, hogy Magyarorszagon éppen az utdbbi 3 év
soran keriilt bevezetésre illetve terjedt el széles korben a konjugalt pneumococcus vakcina
alkalmazésa, és ez radikalisan megvaltoztatta a szerotipusok megoszlasat, 0j helyzetet
teremtve. Tulajdonképpen a teljes OTKA anyag a vakcindval kapcsolatos aspektusokkal
foglalkozik. Ezek mellett néhany ,,mellékesebb” szalon is folytattunk kutatasokat. E10szor egy
rovid attekintést szeretnék adni a konjugalt oltds helyzetének alakuldsardl, majd lejjebb a
kutatasaink és azok eredményeinek részletes leirdsa talalhaté pontokba foglalva.

A palyazat ugyan PD tipust, de az évek soran munkamat két PhD hallgato €s egy nem PhD-s
kutato segitette.

Konjugélt pneumococcus elleni védooltds (Prevenar) helyzetének magyarorszagi alakulasa

A konjugalt védooltasok tekintetében éppen az OTKA palyazat 3 éve alatt (2009-t6l) nagy
valtozasok torténtek Magyarorszagon. A Prevenar-7 (PCV-7) 2005 decembere 6ta kaphatd
hazankban, de magas ara miatt nemigen kérték a sziilok gyermekeik oltasat. 2008 oktoberétol
azonban a Prevenar a 2 év alatti gyerekek szdmara ingyenessé valt, ekkor ugrasszeriien
megnott a beoltott gyerekek szama. 2009. éaprilis 1-t6l a Prevenar bekeriilt az un. 6nkéntes
védooltasok kozé, azaz mar szerepel az Orszagos Epidemiologiai Kozpont (OEK) altal
minden évben megjelentetett oltasi naptarban, de még nem kotelezd. 2009-ben az Eurdpai
Unié két ujabb konjugalt vakcina forgalomba hozatalat is engedélyezte: a 10-valens
Synflorix-ot és a 13-valens Prevenar-13-at. 2010 augusztusaban hazankban is felvaltotta ez
utébbi a korabbi Prevenar-7-et. (A szamok azt jelzik, hogy a lehetséges 93 koziil hany
szerotipus van a vakcinaban).

Ezen a téren megprobaltam az ismereteket minél szélesebb korben a hazai kozonség szdmara
atadni (tovabbképzd pontszerzd eléadasok Budapesten és Debrecenben, eléaddsok az MMT
konferencian). Egy magyar és egy angol nyelvii, kifejezetten 6sszefoglal6 jellegh cikket is
megjelentettiink a témaban:

Dobay O. (2010): A pneumococcus fertézés elleni véddoltasok varhatdo hatékonysaga
Magyarorszagon. Gyermekgyogydszat 61:188-191., illetve O. Dobay, S.G.B. Amyes, K. Nagy
(2009): The effect of the 7-valent conjugate vaccine (PCV7) on pneumococcal infections
world-wide. Reviews in Medical Microbiology 19:79-85.

1) Konjugéalt pneumococcus elleni védooltas (Prevenar) hatékonysaganak vizsgalata-I:

Sulyos fertozésekbdl izolalt pneumococcusok felmérése

Az elmult évek sordn (2000-2008) tobb rutin diagnosztikai laboratériumbdl (Semmelweis
Egyetem Mikrobioldgiai Intézet, Szegedi Tudomanyegyetem Mikrobioldgiai Laboratdrium,



Debreceni Egészségtudomanyi Centrum Mikrobioldgiai Laboratorium, Koranyi Koérhaz,
Nograd megyei ANTSZ, Gyéri Petz Aladar Oktatokorhaz, Heim Pal Korhaz) osszesen 144
pneumococcus torzset gytjtottiink. Ezek komplex epidemiolédgiai felmérését végeztiik el, azaz
meghataroztuk az  antibiotikum  érzékenységiiket, szerotipusukat ¢és  genetikai
Osszetartozasukat.

A betegek életkor eloszlasa a pneumococcusokra jellemz6 kétpupu gorbét mutatja:
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Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok sordn a MIC értékeket hatdroztuk meg,
agarhigitdsos modszerrel illetve Eteszt-tel; a kiértékelés az EUCAST breakpointok alapjan
tortént. Osszesen 8 darab penicillin rezisztens torzset talaltunk, de ezek MIC értéke is csak 2
mg/L (n=6) vagy 4 mg/L (n=2) volt. Telithromycinre és vancomycinre tovabbra is 100%-os
az érzékenység. A makrolid rezisztencia, ahogy eddig is, 40% koriil mozog. A rezisztens
torzsek nagyobbik része (n=34) nagyon magas szinti rezisztencidval (MIC>256 mg/L)
rendelkezik (az erm gének miatt), egy résziik pedig (n=20) az un. M fenotipust mutatja (mef
gének). A penicillin- és makrolid nemérzékenység jelentdsen magasabb volt a legfiatalabb és
legiddsebb életkorokban, példaul az erythromycin rezisztencia 65.0% volt az 5 évesnél kisebb
gyerekek esetén €és 83.3% a 80 év felettiek esetén, ugyanakkor csupan 26.9% a 15-70 éves
korosztalyban (p<0.0001).

A hagyomanyos antiszérumos maddszer és multiplex PCR 6tvozésével dsszesen 136 torzset
tudtunk sikeresen szerotipizalni (=94,4%), ami nagyon jO aranynak szamit. A leggyakoribb
szerotipusok a kovetkezd voltak: 14 (n=25), 6A (n=14), 6B (n=11), 23F (n=11), 3 (n=9), 11A
(n=7), 19F (n=7), 19A (n=5), de Osszesen 22 féle szerotipust sikeriilt kimutatni. Ezen adatok
alapjan a konjugalt véddoltasok lefedettségi aranya a kdvetkezoképpen alakul:

. -- , _ Szigortian invaziv Pneumonia torzsek
Vakcina Osszes torzs (n=136) torzsek (n=71) (n=62)
Prevenar-7 72.1 % 67.6 % 75.8 %
Synflorix™ 77.2 % 71.8 % 82.3%

Prevenar-13 87.5% 87.3 % 87.1 %




Az invaziv és a léguti megbetegedést okozo torzsek vakcina-lefedettsége kozotti kiilonbség
arra vezethetd vissza, hogy az egyes szerotipusok gyakran 0sszefliggést mutatnak a betegség
tipussal (pl. 3-as tipus szinte kizarolag hemokultiraban fordult el6, mig a 19F foleg a 1éguti
fertdzésekre jellemzd). A Prevenar-13 viszont éppen a jellemzden invaziv szerotipusokkal
boviilt ki (3, 6A, 19A), ezért a kiilonbség itt mar kiegyenlitédik.

A torzsek genetikai Osszetartozasat pulsed-field gélelektroforézissel (PFGE) vizsgaltuk. A
genetikai diverzitas meglehetosen nagy volt (a 6-0s, 14-es €s a 19-es szerotipusok kiilondsen
diverzek voltak), de néhany kisebb klon jelenlétét igazolni lehetett. Szerotipus valtasra is
talaltunk példakat, azaz amikor egy torzs genetikai allomanyat megtartva poliszacharid tokjat
lecseréli.

Az eredményeket (tobb kongresszusi anyag mellett) a kdvetkezd cikkben foglaltuk dssze: O.
Dobay, A. Ungvari, Sz. Kardos, et al (2010): Genotypic and phenotypic characterisation of
invasive Streptococcus pneumoniae isolates from Hungary, and coverage of the conjugate
vaccines. Journal of Clinical Pathology 63:1116-20.

A szerotipizalas metodikai beallitasarol szold cikk a kovetkezd: O. Dobay, E. Juhész, A.
Ungvari, et al (2009): Taguchi optimisation of a multiplex pneumococcal serotyping PCR and
description of 11 novel serotyping primers. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica
56:327-338.

2) Konjugalt pneumococcus elleni védooltas (Prevenar) hatékonysaganak vizsgalata-11:
Pneumococcus hordozas felmérése 6vodasokban

A pélyazat harmadik évében mar ez volt a dominald kutatdsi vonal. Ezen a téman az egyik
(jelenleg harmadéves) PhD hallgatdmmal kozosen dolgozunk, ez képezi a hamarosan
pneumococcus oltasok a betegséget okoz6 izolatumok mellett bizonyitottan hatdssal vannak a
torzsek hordozésara is, célunk volt kozosségbe (6vodaba) jard kisgyerekek tiinetmentes
pneumococcus hordozasanak felmérése és a vakcinak hatasanak vizsgalata.

A palyazat 3 éve alatt orszagszerte 0sszesen 856 Kisgyerektol sikeriilt mintat venni, és ebbdl
324 esetben pneumococcust izoldlni (hordozasi arany: 37,85%).

A 3 ¢év alatt egyértelml tendencia figyelhetd meg: a gyerekek Prevenarral vald oltottsaga
meredeken emelkedett, a kezdetben tapasztalhatod csekély arany utdn az utobbi idében néhany
csoportban akar az 50%-ot is meghaladta. Tekintetbe véve, hogy az Epinfo adatai szerint mara
az atoltottsag kozeliti a 100%-ot, ugyanakkor a Prevenart a gyerekek még 6vodas koruk el6tt
(2, 4 és 15 honapos korban) kapjak, az elsé olyan 6vodas csoport, ahol akar az 6sszes gyerek
oltva lesz, idén, azaz 2012 6szét6l varhatd. Rendkiviil érdekes ezt a dinamikusan valtozo
1d6szakot ¢lében nyomon kovetniink €s izgatottan varjuk a tovabbi valtozasokat.

A 324 torzs koziil 305-6t tudtunk sikeresen szerotipizalni (=94,1%). A vakcinalas természetes
¢s eddig minden orszagban megfigyelt kovetkezménye, hogy a korabban jellemz6
szerotipusok helyett/mellett olyanok valnak gyakoribbakka, amelyek nem szerepelnek a
Prevenarban. Nalunk is ¢lesen megjelennek ezek a valtozasok. Az atoltottsag mértéke alapjan
a gyerekeket két csoportba osztva, a korai esetekben még a korabban vildgszerte (és igy
nalunk is) domindlo un. pediatrikus tipusok (6A/6B: 22,1%, 14: 20,2%, 23F ¢és 19F: 17,3%)
voltak a leggyakoribbak, mig az oltottsag novekedésével ujabb tipusok (11A, 15B) tortek
elére. Az 0j sorrend: 11A (19,9%), 6A/6B (14,9%), 15B (11,3%), 25/38 (9,5%). A 14-es
szerotipus gyakorlatilag eltlint a hordozott térzsek koziil! Ugyanakkor a 6A és 6B tipusok



csak kisebb mértékben szorultak vissza, €s jobban képesek tartani a versenyt az ujabbakkal.
Néhany egész ritka szerotipus is megjelent, mint pl. 16F, 10A, 22, tehat a talalt szerotipusok
szama is megnott.

Ezek alapjan természetesen a vakcina lefedettség is nagymértékben magvaltozott: a Prevenar-
13 esetében a kezdeti 78,9%-r0l lecsokkent 37,9%-ra.

A hordozott torzsek jellemzden sokkal érzékenyebbek az antibiotikumokkal szemben, mint
betegségbdl izolalt tarsaik. Penicillin rezisztens torzset egyaltalan nem talaltunk, a magasabb
MIC értékek (0,5-2 mg/L) pedig inkdbb a régi szerotipusokra (14, 23F, 19F) jellemzdek.
Legszamottevobb még a makrolid rezisztencia, de ez is sokkal alacsonyabb, mint a patogének
esetében (ott kb. 40%), és az els6 csoport 26%-0s rezisztencidja a masodik (atoltottabb)
csoportban lecsokkent 14%-ra. Altalanossagban elmondhatd, hogy szerencsére a régi
szerotipusokat felvaltd ujak - egyelére legaldbbis — még az eddigieknél is érzékenyebbek,
azaz nem jelent gondot a célzott antibiotikumos terapiajuk. Vagyis eredményeink alapjan a
konjugalt oltds egyértelmiien javasolhaté a gyerekeknek, hiszen hatdsdra a kordbbi,
rezisztensebb szerotipusok drasztikusan visszaszorulnak, €s helyettiik veszélytelenebb tipusok
kezdik kolonizalni a felsd 1éghti nyalkahartyat. Kérdés persze, hogy ezek rezisztensebbekké
fognak-e valni iddvel.

Jellemz6 az egyes 6vodai csoportokon beliili nagyon erds klonalitds, mutatva a gyerekek
kozotti intenziv floracserét.

Kiemelném, hogy soha Magyarorszagon nem tortént ennyi szerotipizalas eddig, mint
amennyit mi végeztiink a pneumococcus vizsgalatok keretében.

Az eddigiekben leirtak mellett az utdbbi fél év soran ujabb érdekes felmérésbe kezdtiink: egy
atlagos magyarorszagi kisvaros (Szolnok) Osszes (=20) o6vodajaba jardo 1700 gyerek
pneumococcus hordozasat szeretnénk megvizsgalni. Ennek megszervezésében nagy
segitségilinkre volt a helyi 6vodak fonokndje. Eddig kozel 1000 kisgyerektél megtortént a
mintavétel, az izolalt torzseket gyljtjiikk, de még nincsenek foldolgozva. Ezenkiviil a
kovetkezd 1-2 év sordn az elsdként leszlirt dvodakba is szeretnénk visszamenni, hogy
kozvetlen 0sszehasonlitast végezhessiink egy-egy adott foldrajzi helyen. Vagyis a kutatds még
sokaig folytatddni fog ezen a vonalon és sok érdekes eredményre szadmitunk.

Az eddig feldolgozott eredményekrdl a 20. és 22. ECCMID (European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases) kongresszusokon (2010. aprilis, Bécs; 2012. marcius,
London), magyar kongresszusokon, illetve két folyodiratcikk forméjaban szamoltunk be:

A. Tothpal, Sz. Kardos, E. Hajdu, K. Nagy, M. van der Linden, O. Dobay (2012): Nasal
carriage of Streptococcus pneumoniae among Hungarian children before the wide use of the
conjugate vaccine. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica 59:107-118.

A. Téthpal, A. Ordas, E. Hajdu, Sz. Kardos, E. Nagy, K. Nagy, O. Dobay (2011): A marked
shift in the serotypes of pneumococci isolated from healthy children in Szeged, Hungary, over
a 6-year period. Acta Microbiologica et Immunologica Hungarica 58:239-246.

A témaban ujabb kézirat megirdsa folyamatban van, melyet ,Drastic changes in
pneumococcal serotypes of healthy children within just 2 years after the wide.spread use of
PCV-7” cimmel szeretnénk hamarosan egy komolyabb folyoirathoz (pl. Vaccine) bekiildeni.

3) Pilusok jelenléte pneumococcusokon




Mint ahogy arrdl mar a masodik évi jelentésben is beszdmoltam, nemrég felfedezték, hogy
akér a pneumococcusok egyharmadanak csilloja van. Ez kordbban ismeretlen volt, tokos
baktériumrol 1évén sz6. Természetesen a csillok jelenlétének nagy szerepe lehet a
baktériumok kolonizacios képességének javitdsdban, ami a pneumococcusokndl kiilonosen
fontos jelentdségli, mert szinte minden esetben az orrban illetve torokban valé megtelepedés
elézi meg a fertdzést. Ezért — ugyan a munkatervben ez még nem szerepelt — ebben az
iranyban is elkezdtiink vizsgalodni. Els6 1épésként PCR-rel mutattuk ki a csillok jelenlétét két
jol elkiilonithetd csoportban: fertézéseket okozo klinikai izolatumokban, illetve az egészséges
6vodasok orrabol izolalt torzsekben.

Az eredmények azt mutatjak, hogy a betegséget okozo torzsekben sokkal gyakoribb a csillo
jelenléte: 100 torzsbol 24-ben volt kimutathatd (=24%), szemben a hordozott torzsek
mindossze 15.4%-0s pozitivitasaval (156 torzsbdl 24). A csillos torzsek feltlinden
rezisztensebbek voltak a tobbinél (makrolid rezisztencia, illetve emelkedettebb MIC értékek
penicillinre). A csillés pneumococcust hordozé 24 gyerek koziil csupan kettd volt korabban
oltva Prevenarral. Ez azzal magyarazhato, hogy a csillok jelenléte els6sorban a ,,sikeresebb”
szerotipusokban fordul el6 (pl. 6, 14, 19F), amelyek gyakrabban okoznak betegséget (talan
részben €ppen a csilldé miatt?!), és ezért a Prevenar oltast ezek ellen tervezték. Vagyis
elmondhat6, hogy a Prevenarral valdé vakcinadlds ilyen attételesen is hozzajarul a
pneumococcusos fertdzések szamanak csokkenéséhez.

Az eddigi eredményeket poszter formajaban a 21. ECCMID (European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases) kongresszuson mutattuk be (Milan6, 2011. majus),
valamint egy TDK hallgato a Semmelweis Egyetem-i TDK kongresszuson (2011. februar)
masodik helyezést ért el az anyaggal.

4) Pneumococcusok biofilm képzd képességének vizsgdlata

A pilusok vizsgalata kapcsan adodott az otlet, hogy meg kell nézni a torzsek biofilm képzd
képességét is. Ez a tulajdonsag szintén fontos szerepet jatszhat a nyalkahartya kolonizécio
sikerességében.

A biofilm képzés mérésére egy mar ismert technikat fejlesztettiink tovabb. Ennek 1ényege,
hogy a torzseket overnight tenyésztés utan reggel frissen beoltjuk BHI taplevesbe, majd 4-5
ora elteltével a szuszpenzi6 strtiségét beallitjuk egységesen 3 McFarland-ra. 96 lyuku plate-re
4 parhuzamos mérésben tessziik ki a szuszpenziokat. 24 oras, illetve 48 o6ras, 37°C-os CO,
termosztatban vald rdzatas utan a le nem tapadt sejteket kiontjiik, 3x 6blitiink PBS oldattal,
majd szaritds utan a letapadt baktériumokat megfestjiik 0,1%-os kristalyibolya oldattal. A
megkotott festéket 96%-os etanollal kioldva, a kapott lila oldat optikai denzitasat (OD)
visszamérve kovetkeztetni lehet a baktérium mennyiségre. Ez a médszer rendkiviil jol bevalt
¢€s pontosan tlikrozi a szabad szemmel is érzékelhetd kiilonbségeket, széles OD tartomanyban
széthuzodva. A mddszer bedllitasa elég sok iddt igénybe vett.

Elsé menetben a pilussal rendelkezd illetve nem rendelkezd torzseket hasonlitottuk Ossze
(azonos szerotipusokon beliil), és azt tapasztaltuk, hogy a pilus + torzsek 24 orara ugyan
kevésbé jol tudnak biofilmet képezni, azonban 48 orara mar legyodzik pilus-negativ tarsaikat.
Kovetkezd 1épésként a klinikai izoldtumokat hasonlitottuk Ossze a hordozott torzsekkel, és
kivétel nélkiill minden esetben sokkal (akar 30-40%-kal is) erdsebb biofilm képzést
tapasztaltunk a hordozott torzsek esetében. Ez logikusan magyardzhatja meg azt, hogy miért
éppen az adott torzsek tudtak konnyebben megtapadni a nyalkahartyan. Végiil kiilonb6zo
szerotipust torzseket hasonlitottunk Ossze egymassal, és itt az eldzetes eredmények érdekes
dolgot mutatnak. Mig 24 o6rara az un. ,pediatrikus” szerotipusok (kordbban vilagszerte



elterjedt, sikeres klonok, pl. 14, 23F, 18C, 19A) bizonyultak er6sebbnek, 48 6rara azonban az
uyjonnan izolalt, eddig ritkdnak szamito, eldretorében levd szerotipusok (pl. 15B, 13, 3)
tulnovik Oket. Ez a jelenség, természetesen a vakcindlds els6dleges hatdsa mellett,
hozzéjarulhat ahhoz, hogy a régieket levalto 0 szerotipusok koziil miért éppen ezek valtak
sikeressé az utdbbi idoben és miért nem masok.

Ebbdl az anyagbol egyeldre nem sziiletett publikacid, de nagyobb szdmu izolatum vizsgalata
utdn a késdbbiekben természetesen ezt is tervezzik.

5) Egy régi-0j antibakteridlis szer tesztelése kiilonb0z6 rezisztencia-szintli pneumococcus
1zolatumokon

Egy 1950-es években kifejlesztett, de késObb hanyagolt antibakterialis hatdsu vegyiiletet
teszteltiink kiilonbozo, elsésorban multi-rezisztens Gram-pozitiv baktériumokon (pl. MRSA,
VRE). Ezek kozott szerepelt 20, kiillonb6z0 rezisztencia-szintli pneumococcus izolatum is. Az
eredmények meglepd hatasossagot mutattak az 6sszes vizsgalt Gram-pozitiv izolatum ellen. A
pneumococcusok esetében, noha azok penicillin MIC értéke 0,015 és 16 mg/L kozott valtozo
értékeket mutatott, és az izolatumok 11 féle szerotipust képviseltek, a vizsgalt antibotikum
stabilan alacsony, 0,5-1,0 mg/L MIC értékkel rendelkezett. Az eredményeket Osszefoglald
kéziratot "... shows high in vitro efficacy against multiresistant Gram-positive bacteria"
cimmel a napokban kiildte be az elsd szerz6 a Journal of Antimicrobial Chemotherapy-hoz.
(A szer nevét a cikk megjelenéséig nem irhatom le, a cimben azt ... helyettesiti).

JOovObeli tervek

A fentieken kiviil egy masik, kozeli Streptococcus fajjal, a Str. agalactiae-val (GBS, G-
csoportu streptococcus) is elkezdtiink foglalkozni. Ezt a munkat kis kutatocsoportom egyik
tagja végzi, €s részben ez képezi az alapjat az idén benyujtott OTKA palyazatnak, ahol a
pneumococuson kiviil két masik Gram-pozitiv baktérium (Str. agalactiae és S. aureus)
hordozasa lenne a téma. Eppen a pneumococcus hordozassal kapcsolatos kutatasok
eredményességén és sikerén felbuzdulva terjesztjiik ki a baktériumok korét. A GBS esetében
természetesen nem a kozosségbe jard kisgyerekek garat- és orrliregében vald hordozast
szeretnénk fOlmérni, hanem a terhes ndk hiivelyi baktérium hordozasat. Ennek a
baktériumnak a jelenléte az esetek kb. felében a sziilés sordn az anyar6l a magzatra valo
atadast eredményezheti. Legtobbszor szerencsére csak kiilsé (pl. fiil) kolonizacio6 jon 1étre, de
kb. 1%-o0s gyakorisaggal a GBS sulyos, életveszélyes fertézéseket (meningitis, sepsis) okoz
az Ujsziilottben. Eppen ezért a terhesség végén elvégzett GBS sziirés rendkiviili fontossagn. A
jelenlegi magyarorszagi GBS epidemiologiai helyzet gyakorlatilag ismeretlen, és ehhez
szeretnénk hozzajarulni felmérésiinkkel. Eddig a Semmelweis Egyetem kiilonb6z6 klinikairol
szarmazo kozel 300 izolatumot vizsgaltunk meg. Egyrészt azt taldltuk, hogy hazankban is
nagyon gyakori a Ill-as szerotipus, de a tobbi is el6fordul. Masik fontos eredmény, hogy az
ST-17-es hiper-virulens kloén az izolatumok egyharmadat teszi ki, és kiilondsen gyakran
talalhat6 az 0jsziilottek mintaiban.

Az eddigi eredményeket a 22. ECCMID (European Congress of Clinical Microbiology and
Infectious Diseases) kongresszuson (London, 2012. marcius) kozoltiik, poszter formajaban
(P1003).



