ZAROJELENTES OTKA 48410

Ifjusagi OTKA palyazatom eredetileg 2005 janudrjatol 2008 decemberig volt érvényes, de
kiilfoldi tanulmanyutam miatt a kezdési idOpontra halasztasi kérelmet nyujtottam be, melyet
2005. oktober 1.-re modositottak. A palyadzati pénz 2006-t6l volt felhasznalhato.

2009 novemberében kért halasztasi kérelmem egyik oka volt, hogy 2007 novembere és 2008
novembere kozott sziilési szabadsagon, illetve GYED-en voltam, bar a kutatdsi munka ez id6
alatt is folyamatos volt, azonban nem tudtam az arra az iddszakra tervezett Osszes kisérletet
elvégezni. Halasztasi kérelmem masik oka volt, hogy a 2009-es év els6 felében a Semmelweis
Egyetem Orvosi Mikrobiologiai Intézetében atszervezések torténtek, melyek a kutatas
szakmai és személyi feltételeit modositottak, ami szintén idOveszteséget okozott.

2010 szeptemberében a zar6 beszamolo elkészitéséhez egy honap halasztast kértem és
kaptam, mert 2010 méajusédban megsziiletett masodik gyermekem.

Szakmai rész

A Pseudomonas aeruginosa Gram-negativ nem-fermentdlé baktérium, az egyik
leggyakrabban izolalt opportunista patogén korhazi beteganyagban. P. aeruginosa jelentds
szerepet jatszik immunszupresszalt betegek fertézéseiben, elsdsorban neutropénids, lazas
betegek fertdzéseiben, gyakran kertiil izoldlasra égési sebek fertdézései soran, illetve az egyik
leggyakrabban  eléfordulé  korokoz6d  intenziv  osztdlyokon  ventilator-asszocialt
pneumoniakban. A P. aeruginosa jelentds intrinsic rezisztenciaval rendelkezik az
antibiotikumokkal szemben ellen. Igy az antipseudomonas B-laktamoknak, mint a ticarcillin, a
piperacillin, a ceftazidim, a cefepim, az aztreonam ¢és a karbapenemeknek jelentds terapias
értékiik van. A B-laktam antibiotikumokkal szembeni rezisztencia alapja: B-laktamaz enzimek
termelése, a kiils6 membranfehérjék megvaltozasa és az efflux-pumpak szamanak
novekedése. A legtobb P. aeruginosa torzs rezisztens a harmadik generacios
cefalosporinokra, a kromoszoémalisan kdodolt B-laktaméaz, az AmpC enzim termelése miatt.
Kiterjedt-spektrumt B-laktamaz enzimeket ritkan izoldlnak P. aeruginosa toérzsekbol.
Azonban a mobil genetikai elemek — integronok, transzpozonok - &ltal koédolt szerzett B-
laktamazok, elsOsorban a metallo- [B-laktamaz enzimek (MBL) jelentds rezisztencia-
mechanizmust jelentenek a P. aeruginosa torzsekben.

A P. aeruginosa torzsek rezisztencia mechanizmusairdl késziilt 6sszefoglalo cikk:
Bonomo RA, Szabo D. Mechanisms of multidrug resistance in Acinetobacter species and
Pseudomonas aeruginosa. Clin Infect Dis 1;43:S49-56, 2006. IF: 6,186

1. Epidemiolodgiai vizsgalatok

P. aeruginosa fertdzések esetén a szerzett f-laktam rezisztencia terapias kudarchoz vezethet,
kiilonosen, amikor egyéb antibiotikumokkal szembeni rezisztencidval tarsul, mint az
aminoglikozidok és a fluoroquinolonok. A ritkédn el6forduld PER (P. aeruginosa extended
resistance)-enzim, egy kiterjedt spektrumu [-laktaméz (ESBL) mely az oxyimino J-
laktdmokra is kiterjedd rezisztenciat okozza. A metallo B-laktamézok (MBL) a monobactam
kivételével az 0sszes B-laktamra kiterjedd rezisztenciat okozhatnak. Az MBL-gének altalaban
a class 1 integron részei, mas szintén rezisztencia-géneket tartalmaz6 géncsoportokkal egyiitt.
Az MBL enzimek szamos tipusat azonositottdk P. aeruginosa-ban, amelyek koziil a VIM-
tipust enzim a legelterjedtebb.



1.1. PER-1 enzimet termel6 és VIM-2 enzimet termel6 Pseudomonas aeruginosa torzsek
els6 magyarorszagi megjelenése és a torzsek jellemzése

PER-termeld P. aeruginosa, A. baumannii izolatumok és VIM-termeld P. aeruginosa elsd
magyarorszagi észlelésérdl szamoltunk be egy beteg kapcsan, akit egyhetes egyiptomi kérhazi
kezelése utan szallitottak Magyarorszagra tovabbi kezelésre. A beteg felvételének napjan
tenyésztés tortént égési sebeibdl. A kitenyésztett baktériumok identifikaldsa VITEK 11
automataval tortént, antibiotikum érzékenységiik meghatarozéasa E-teszttel. Harom kiilonb6z6
P. aeruginosa torzs — egy ESBL-termelé P. aeruginosa (PAl), egy imipenem-rezisztens P.
aeruginosa (PA2), egy MBL-termeld P. aeruginosa (PA3) keriilt izolalasra. Mindharom P.
aeruginosa torzs rezisztens volt cefalosporinokra. A PA1 P. aeruginosa torzs érzékeny volt
karbapenemekre (imipenem MIC: 2 mg/L, meropenem MIC: 0,25 mg/L), a masik P.
aeruginosa torzs (PA2) kizarolag meropenemre volt érzékeny (imipenem MIC: 32 mg/L,
meropenem MIC: 1 mg/L). Mind a PA1, mind a PA2 rezisztens volt az §sszes tobbi vizsgalt —
aztreonam, amikacin, netilmicin, gentamicin, tobramycin, ciprofloxacin - antibiotikumra. A
harmadik P. aeruginosa (PA3) torzs érzékenynek mutatkozott aztreonamra (MIC: 8 mg/L) és
netilmicinre (MIC: 2 mg/L) és rezisztensnek az Osszes cefalosporinra és karbapenemre;
EDTA jelenlétében azonban az imipenem MIC-értéke >256-r6l 12 pg/ml-re csokkent, ami
MBL enzim jelenlétére utalt.

A P. aeruginosa torzsek mellett ESBL-termelé Klebsiella pneumoniae-t (ESBL-KP),
methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus-t (MRSA) és Enterococcus faecalis-t (EF)
izolaltunk. A K. pneumoniae toérzsnek a MIC-értékek alapjan szintén ESBL fenotipusa volt és
érzékeny volt karbapenemekre, amikacinra és ciprofloxacinra is. Masnap a beteg kaniiljébol
ESBL-termeld 4. baumannii (ESBL-AB) és PA2 tenyészett ki. Az A. baumannii izolatum
rezisztens volt az Osszes cefalosporinra és aztreonamra, de a ceftazidim és a cefotaxim MIC-
értéke csokkent klavulansav jelenlétében, ESBL enzim jelenlétére utalva. Korhazi
tartozkodasa alatt az orrabol PA1, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA, a torkabol PA1, ESBL-AB,
ESBL-KP, a Iégcsovébol PA3, ESBL-AB, ESBL-KP, MRSA ¢és a sebébdl PA1, PA3, ESBL-
AB, ESBL-KP, MRSA ¢s EF keriilt izolalasra. Hemokultura vételére kilenc alkalommal
keriilt sor, amelyekbdl szintén PA1, ESBL-KP, MRSA ¢és EF tenyészett ki.

A PCR vizsgélatok és a szekvenalas eredményei alapjan az 4. baumannii és K. pneumoniae
torzsekben TEM-1 géneket sikeriilt azonositanunk. OXA géneket (OXA-1 és OXA-10) a PA3
¢s PA1 torzsekben azonositottunk. PER-1 géneket a PA1 és A. baumannii izolatumokban
talaltunk, mig SHV-5-6t a K. pneumoniae izolatumban. Csak a PA3 izolatum hordozta a
VIM-2 gént. A PA3 izoldtumban az OXA-10 ¢és a VIM-2 gének egyazon class 1 tipust
integronon helyezkedtek el.

Izoelektromos fokuszalast (IEF) végeztiink a torzsek altal termelt béta-laktaméaz enzimek
izoelektromos pontjanak meghatarozasa c€ljabol. Az izoelektromos fokuszalas alatamasztotta
a PER-1 (pI 5,3), a TEM-1 (pl 5,4), az OXA-1 (pl 7,4), az OXA-10 (pl 6,1), az SHV-5 (pl
8,2), a VIM-2 (pI 5,3) és a kromoszémalis AmpC cefalosporindz (pl 8 vagy > 8.,5) enzim
jelenlétét a kiillonbozo torzsekben.

A torzsek eredetének vizsgalata céljabol Osszehasonlitdo epidemiologiai vizsgalatot, pulsed-
field gel electrophoresist (PFGE) vizsgalatot végeztiink. A harom P. aeruginosa izolatum
(PA1, PA2 ¢és PA3) eltér6 PFGE mintazatot mutatott, ami arra utalt, hogy a P. aeruginosa
torzsek kiilonbozd klonokhoz tartoztak. Hat masik ugyanebben a magyar kérhazban, azonos
idében eléforduld P. aeruginosa torzsek PFGE képével 0sszehasonlitva a PA1, PA2 és PA3
PFGE képét nem taldltunk hasonldsagot, ami a PA1, PA2 és PA3 kiils6 eredetére utalt.



Az antibiotikum-érzékenységek, az IEF ¢s a szekvenalasi eredmények alapjan igazoltuk, hogy
a PAl ¢és az A. baumannii térzs PER-1 ESBL-enzimet termeltek. Az A. baumannii térzs
TEM-1-et is termelt, a PA1 torzs pedig OXA-10 széles spektrumt B-laktamazt. A PA2 torzs
kizarolag kromoszomalis AmpC cefalosporinazt termelt, igy a torzs imipenem
rezisztenciajanak hatterében kiilsé membran fehérje (OprD) csokkent expresszidja allhatott. A
PA3 torzs az OXA-1 széles spektrumu B-laktamézt és a VIM-2 MBL-enzimet termelte.
Mindemellett a PAl, PA2 és PA3 PFGE-vizsgilata megerdsitette, hogy a harom P.
aeruginosa torzs — a PER-1 termeld P. aeruginosa (PA1), az OprD-t elvesztett P. aeruginosa
(PA2) és a VIM-2 termelé P. aeruginosa (PA3) — kiilsé eredetii volt és valdszinlileg
Egyiptombdl hozhattdk 4t Magyarorszagra/Egyiptomban fert6z6dott meg veliik a beteg. A jo
infekcio-kontrollnak kodszonhetéen mas beteg nem kolonizalddott/fert6zodott meg PER-1
termeld P. aeruginosa torzzsel, ilyen tipusu torzsek azota sem keriiltek izolalasra.

Ez az eset is felhivja a figyelmet az antibiotikum rezisztencia gének orszdgok és foldrészek
kozotti terjedésének lehetdségére €s a kiilfoldrol érkezd beteg szlirésének a fontossagara, az
antibiotikum rezisztencia gének tovabbi terjedésének megakadalyozasa céljabol.

Az eredményeket a 2007. 4prilisi ECCMID kongresszuson ismertettiik poszter formajaban:
Szab6 D, Rokusz L, Juhdsz Z, Szentandréassy J, Katona K, Nagy K. The first isolation of PER-
I-producing Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumanii strains in Hungary 17th
ECCMID, Miinchen, Germany, II1.31-1V.3. 2007.

Majd publikacio is késziilt beldle:

Szabd D, Szentandrassy J, Juhasz Z, Katona K, Nagy K, Rokusz L. Imported PER-1
producing Pseudomonas aeruginosa, PER-1 producing Acinetobacter baumanii and VIM-2-
producing Pseudomonas aeruginosa strains in Hungary. Ann Clin Microbiol Antimicrob
30;7:12, 2008.

1.2. Pseudomonas aeruginosa torzsek VIM-4 MBL-t tartalmazo class-1 integronjanak
megjelenése mas Gram-negativ baktérium torzsben

A metallo B-laktaméaz enzimet termeld P. aeruginosa €és Acinetobacter speciesek amellett,
hogy fertdzések etiologiai dgenseként komoly terdpias nehézséget okoznak, potencidlisan
forrasai lehetnek egyéb fajok rezisztencidjanak kialakulasdban. Napjainkban vilagszerte egyre
novekvd problémat jelentenek MBL-termeld Enterobacteriaceae torzsek is. Az elsd
magyarorszagi MBL-termeld Klebsiella pneumoniae torzzsel végzett vizsgalatainkkal sikertilt
erre bizonyitékot talalnunk.

A K. pneumoniae KP3686 torzs 2009-ben a Semmelweis Egyetem Mikrobioldgiai
Laboratériumaban keriilt izolalasra. A KP3686 torzs E-teszttel meghatarozott MIC értékei
alapjan a széles spektrumt cephalosporinokra és ertapenemre volt rezisztens. A torzs a
legtobb nem B-laktdm antibiotikummal, koztiikk az aminoglikozidokkal, a ciprofloxacinnal és
a trimethoprim-sulfamethoxazollal szemben is rezisztenciat mutatott.

A KP3686 torzsben kromoszémalisan kodolt, nem-ESBL tipust blagyy.11 gént és a plazmidon
kodolt blacrxm-is, blatem-1 géneket detektaltunk, ezen kiviil a class-1 integronon elhelyezkedd
blayia gént. Az integron két gén kazettat hordozott: az elsé pozicidban egy aac(6’)-1b
(Ggynevezett aacA4) gént és ezt kdvetden egy blayi4 gén kazettat. A class-1 integron, a
benne elhelyezkedd rezisztencia gének és a flanking régiok szekvenaldsi eredménye azt
igazolta, hogy a VIM-4-tartalmu class-1 integron megegyezik a dél-magyarorszagrol
szarmazo P. aeruginosa torzsekben és az elsé MBL-termeld Aeromonas hydrophila torzsben



korabban leirt integronnal. A nukleotid szekvencia a GenBank adatbézisaba feltoltésre keriilt
¢s GU181265 szammal elérheto.

A KP3686 torzs két plazmidot — pKP3686/1 ~90bp, pKP3686/2 ~50 bp — tartalmazott. A
class-1 integron baktériumon beliili elhelyezkedésének meghatarozasa céljabol DNS
hibridizaciét végeztiink, mely kimutatta, hogy a VIM-gén a pKP3686/1 plazmidon
helyezkedett el. Bar a konjugacios kisérlet nem sikeriilt, a B-laktamaz gént hordozo6 plazmidot
sikerilt transzformalni az E. coli DHS5a torzsbe. A transzformalt baktériumok PCR vizsgalata
¢s a kapott termékek szekvenaldsa megerdsitette a blactx.m.1s ESBL és blatpm.; gének
jelenlétét a pPKP3686/2 plazmidon illetve a class-1 integron €s a benne elhelyezkedd blavin.4
gén jelenlétét a pKP3686/1 plazmidon.

A PFGE ¢és MLST vizsgalatok eredményei bizonyitjak, hogy a KP3686 torzs a korabban leirt
STI11 klonba tartozik, melyet CTX-M-15-termeld epidémias klonként (EC III) orszagszerte
detektaltak és ijabban Franciaorszagban, Hollandiaban, Spanyolorszagban és Koredban is
megjelent (http://www.pasteur.fr/mlst). Ismereteink szerint ez az els6 eset, hogy a
nemzetkozileg sikeres ST11 K. pneumoniae klon egy MBL-kddold integront importalt.

A class 1 gén kazettdk homogenitasa a Klebsiella spp. kozott és a korabban leirt P.
aeruginosa €s Aeromonas hydrophila ko6zott a VIM-4 rezisztencia kazetta kozos eredetére
utal. Bar a blavim-tartalmu integronok foleg transzferabilis plazmidokkal terjednek a legtobb
bélbaktériumban, a plazmidok terjedése azonos mintdzattal kiilonb6zd specieshez tartozod
izolatumok kozott, mint az altalunk megfigyelt esetben, nem gyakori. Eredményeink
ravilagitanak a horizontalis terjedés szerepére az integron vagy plazmid terjedésében és/vagy
ezek ismételt aquiralasara kiilonb6zo klinikai torzsekben.

Az eredményeket a kovetkezd kongresszusokon lettek ismertetve:

Kristof Katalin, Kocsis Erika, Szab6 Dora: Néhany érdekes multirezisztens baktérium altal
okozott fertézés mikrobiologiai vizsgalata. Magyar Infektologiai és Klinikai Mikrobiologiai
Térsasadg 37. Kongresszusa. 2009. oktober 1-3., Szeged

Kristof Katalin, Kocsis Erika, Szabo Doéra: Characterization of multiresistant bacterial strains
in this year. A Magyar Mikrobioldgiai Téarsasag 2010. évi Nagygytlése, Keszthely, 2010.
oktober 13-15.

A munkabol a kdvetkezo publikacio jelent meg:

Kristof K, Toth A, Damjanova I, Janvari L, Konkoly-Thege M, Kocsis B, Koncan R,
Cornaglia G, Szego E, Nagy K, Szabé D. Identification of a blaVIM-4 gene in the
internationally successful Klebsiella pneumoniae ST11 clone and in a Klebsiella oxytoca
strain in Hungary. J Antimicrob Chemother. 2010 Jun;65(6):1303-5.

2. Hazai korhazi rezisztencia viszonyok jellemzése egy sulyponti korhaz
modellezése soran

2.1. Sulyponti korhazban izolalt Pseudomonas aeruginosa torzsek jellemzése

Vizsgélataink soran 2006. november 1. és 2007. oktober 15. kozott Allami Egészségiigyi
Kozpont (korabbi Kozponti Honvédkorhaz) kiilonbozé osztalyairdl izolalt P. aeruginosa
torzseket vizsgaltuk. A vizsgalati iddszak alatt 336 betegbdl 625 P. aeruginosa torzs keriilt
izolalasra. A 625 P. aeruginosa torzs antibiotikum érzékenységének meghatarozasa Mueller-
Hinton taptalajon korong-diffuzios vizsgalattal tortént. A térzsek MBL-termelésének sziirése
korongdiffuzids vizsgalattal az un. Combo-teszttel, illetve E-teszt segitségével tortént. A



Combo teszt soran a meropenem korong koriil kialakul6 gatlasi zona és a meropenem +EDTA
korong koriil kialakuld gatlasi zona nagysagéanak kiilonbségébdl — ha a meropenem + EDTA
korong koriili gatlasi zona tobb mint 5 mm-rel meghaladta a meropenem koriil kialakult
gatlasi zonat - tudtunk az MBL termelésre kovetkeztetni. E-teszttel az imipenem és
esetben, ha az imipenem illetve az imipenem+EDTA arany nyolc illetve annal nagyobb volt a
torzset a fenotipusosan MBL termeldnek tartottuk.

22 beteg esetében izolaltunk fenotipusosan MBL-termeld P. aeruginosa torzset, illetve két
esetben a fenotipusos vizsgalatok eredménye nem volt egyértelmii. Az igy kivalasztott 24
torzzsel tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Multiplex PCR vizsgalatot végeztink az MBL
termelés megerdsitésére. 22 esetben volt pozitiv a PCR vizsgilat mely a szekvenalés
eredményével egyiitt VIM-tipust MBL enzim jelenlétét bizonyitotta. Azonban abban a 2
esetben, amikor a fenotipusos teszt kétes eredményt adott az MBL-termelést PCR vizsgalattal
nem tudtunk igazolni. Tiz torzsnél végeztiink izoelektromos vizsgélatot a termelt béta-
laktaméaz enzimek izoelektromos pontjdnak meghatarozasa céljabol és mind a tiz esetben
megerdsitettiik az VIM-tipusi MBL enzim termelését, illetve egyéb béta-laktaméaz enzimek
jelenlétét tudtuk kimutatni: kromoszomadlis AmpC béta-laktaméz és OXA-tipusi béta-
laktamaz enzimek.

Mivel az MBL-termelés gyakran mas rezisztencia mechanizmusok egylittes jelenlétével van
jelen, meghataroztuk az MBL termeld torzsek MIC értékeit mikrodilucios technikéaval
amikacin, tobramycin, gentamicin, netilmicin, és polymyxinnel szemben. A 22 torzs koziil a
CLSI ajanléasa alapjan 2 volt amikacinra, 21 tobramycinre, 22 gentamicinre, 20 netilmicinre
rezisztens; ¢és az Osszes tOrzs érzékenynek bizonyult polymyxinnel szemben. Az
aminoglikozid rezisztencia molekularis hatterét vizsgalva aminoglycoside
nucleotidyltransferase (ANT), aminoglycoside acetyltransferase (AAC), aminoglycoside
phosphotranspherase (APH) enzimek jelenlétének kimutatasara PCR vizsgalatokat végeztiink.
Az APH gén kimutatasa egy torzsben, ANT géné 4 torzsben és az AAC géné 18 tdrzsben
sikertilt. Classl integron jelenlétének a kimutatdsara PCR vizsgélatokat végeztiink ¢&s
kiilonb6z6 méretli classl tipust integron mind a 22 tdrzsben kimutathat6 volt.

Az izolalt MBL-termeld P. aeruginosa torzsek azonossagat tobbféle modszerrel vizsgaltuk.
PFGE analizist végeztiink Psel, illetve Xbal restrikcidos endonukledz enzimmel tortént
emésztés utan. Azonban a feltaras nem volt sikeres minden torzs esetében hiaba alkalmaztunk
azonos protokollt. Igy nem tudtuk az dsszes torzset 6sszehasonlitani, de a sikeresen emésztett
torzsek eset¢ben a Psel enzimmel tortént emésztés utan kapott eredmény joval
diszkriminativabb volt, mint az Xbal enzimmel tortént emésztés utan. A célbol, hogy az
0sszes MBL termeld P. aeruginosa torzset Osszehasonlitsuk AP-PCR-t végeztiink ERIC
illetve M 13 primerekkel. Ez a modszer ugyan nem bizonyult olyan diszkriminativnak, mint a
hagyomanyos PFGE, azonban minden MBL-termel6 P. aeruginosa torzs értékelhetd
eredményt mutatott. A PFGE ¢és az AP-PCR vizsgilatok eredményeit Osszegezve
megallapitottuk, hogy a 22 MBL-termel6 P. aeruginosa torzs hét csoportba volt sorolhat6.

Az anyag a Magyar Infektoldgiai és Klinikai Mikrobioldgiai Tarsasag 2010. évi debreceni
konresszusan eléadas formajaban lett ismertetve:

Szentandrassy Julia, Rokusz Lészlo, Szabd Doéra, Mlinké Tamas, Dobak Andras, Nagy
Karoly: Metallo-béta-laktamaz termeld Pseudomonas aeruginosa /IMBLPA/ torzsek jelenléte
¢s szorodasa egy sulyponti budapesti korhdzban. Magyar Infektoldgiai és Klinikai
Mikrobiologiai Téarsasag 38. kongresszusa 2010. szeptember 30 - oktober 2. Debrecen



2.2. Metallo-béta-laktamazt (MBL) termel6 és nem termelé Pseudomonas aeruginosa
torzsek altal okozott fert6zések klinikai paramétereinek osszehasonlitasa

2007.07.01. és 2008.08.01. kozott az AEK-ben izolalt P. aeruginosa torzsek altal okozott
fert6zéseket elemeztiik. A torzsek MBL termelésének meghatarozasa VITEK III rendszerrel
tortént. A fertdzéseket retrospektiv modon elemeztiik a kortorténetek attekintésével. A
demografiai és klinikai adatokat minden egyes betegre Osszegylijtottiik, beleértve a beteg
nemét, korat, a korhazi osztalyt, a vizsgalati mintat, egyéb betegség jelenlétét, korabbi
miitétet, intenziv osztalyos kezelést, a korhdzi bennfekvés idejét, immunszuppresszid
jelenlétét, az alkalmazott antibiotikumos kezelést, idegentest jelenlétét és a fertdzés
kimenetelét. A fent emlitett paramétereket Osszehasonlitottuk az MBL-pozitiv és MBL-
negativ betegcsoportban. Az alkalmazott statisztikai proba a khi-négyzet proba volt, ahol
sziikséges volt alkalmaztuk a Yates-korrekciot is. A sorrendi skalan értelmezett faktoroknal a
Mann-Whitney U-probat hasznaltuk a két minta Osszehasonlitasara. A P < 0,05 értéket
fogadtuk el statisztikailag szignifikdnsnak. A statisztikai szamitdsok a STATISTICA version
9.0. szoftverrel késziiltek. A kovetkezd eredményeket kaptuk: nem volt szignifikans
kiilonbség az életkor, a betegek neme, az egyéb betegség jelenléte, az intenziv osztalyos
kezelés, a korhazi bennfekvés ideje, immunszuppresszid jelenléte, idegentest jelenléte és a
fert6zés kimenetele tekintetében az MBL-negativ és pozitiv csoportok kozott. Azonban
szignifikans kiilonbséget taldltunk a két csoport kozott a korhazi osztaly tekintetében (p
0.002), tobb MBL-pozitiv beteget kezeltek belgyogyaszati osztalyon. Szignifikansan tobb
hastiri mintabol (p 0.000) és katéterbdl (p 0.001) keriilt izolalasra MBL-pozitiv minta.
Erdekes modon az MBL-negativ betegek kozott szignifikansan (p 0.014) tobb volt a kordbbi
miutét. Az MBL-pozitiv betegeknél pedig szignifikdnsan (p 0.000) t6bb volt az ESBL-termeld
baktériumok altal okozott tarsfertézés, mint az MBL-negativ P. aeruginosa éltal okozott
fertézéseknél. Természetesen az MBL-negativ fertézések soran a betegek szignifikansan tobb
béta-laktam antibiotikumot (p 0.000), mig az MBL-pozitiv fertdzéseknél szignifikansan tobb
colistint (p 0.000) kaptak a betegek a kezelés soran.

Az eredményeket a tovabbiakban szeretnénk publikalni.

2. Pseudomonas aeruginosa torzsek biofilm képzése

2.1.Biofilm képzés detektalasa Pseudomonas aeruginosa torzsekben

A klinikai mintakbol egyre gyakrabban keriilnek izolalasra biofilmképzd Pseudomonas
aeruginosa (PA) torzsek, melyek kozott szintén egyre tobb a multirezisztens torzs.
Vizsgalataink soran hatvan, 2008-ban az Allami Egészség Kozpontban (AEK)-ban izolalt P.
aeruginosa torzsek biofilmképzd tulajdonsagat vizsgaltuk. Sajnos a baktériumok
biofilmképzésének detektalasara hivatalos ajanlas nem all rendelkezésre, ezért tobb modszert,
illetve értékelési format is dsszehasonlitottunk. Osszehasonlitottuk, hogy a biofilmképzést,
illetve annak detektalasat, hogyan befolyasolja az el6tenyésztéshez hasznalt taptalaj
mindsége, a mikroplatek aljanak kialakitasa (V,U,II), a festéshez hasznalt Safranin
toménysége, illetve a detektalas (spektrofotométer, vizualis) modja.

A kivalasztott baktérium torzseket Tripton Soya Broth (TSB)-ben, illetve 1M gliikozzal
kiegészitett TSB oldatban tenyésztettiilk 18 6ran at normal légterti termosztatban 37°C. 100x
higitast készitve a tenyészetbdl 200ul-t pipettaztunk 96 lyuka lemez megfeleld lyukaiba. Egy
¢jszakan at tortént 37°C inkubalas utdn, mosast, illetve alkoholos fixalast kovetden Safranin
festékoldat kiilonbozd higitasaival .(0.1%-0.2%,-0.3%) festettiik meg a plateket.



Az alkoholos mosast kovetden wellenként 50ul festékes alkoholt atmértiink egy masik plate-
be ¢és fotométerrel mértiilk a denzitast. A denzitasi értékek azonban nagy szorast mutattak,
valosziniileg azért, mert a festék egy része a milanyaghoz kotddott oldhatatlanul. Ezt a
kisérletet elvégeztiikk mind a haromféle (V,U,LI) well kialakitasu mikroplate-ben elvégeztiik.
A festett platek vizsgalati eredményét parhuzamosan tobb személy értékelte vizudlisan és az
eredmények azt mutattak, hogy a lapos kiképzésti — [1- well forma volt a legmegfeleldbb.

A festék kiilonboz6 higitdsainak Osszehasonlitasakor szintén nagy szordsok mutatkoztak az
értékelést végzd kollégdk kozott a biofilmképzés megitélésében. A festék kiilonbozo
higitasainak hasznalatanal a problémat az okozta, hogy a nagyon hig festék nem festette meg
a letapadt baktérium biofilm komplexet, a magasabb koncentracidoban hasznalt festék viszont
mar a milanyag lemezt magat is megfestette. Ezutan a metodikai probalkozasainkat abban az
iranyban folytattuk, hogy festetleniil értékeltiik a kitapadt biofilmet. Az igy végzett
értékeléskor korrelaltak legjobban a fliggetlen személyek altal végzett leolvasasok.
Konkluzioként megallapitottuk, hogy glukdzzal nem dusitott taptalajban torténd tenyésztés és
a II — lapos kiképzésti - well forma volt a legmegfelelobb a tenyésztéshez, illetve a festés
nélkiili vizualis modszer volt a legoptimalisabb értékelés a biofilmképzés gyors, akar
rutinszerli detektalasara.

Ebbdl az anyagbdl késziilt eldadasok:

Pesti Jozsefné, Kristof Katalin, Kardos Szilvia, Szentandrdssy Julia, Szabo Dobra:
Biofilmképzdé Pseudomonas aeruginosa torzsek vizsgalata, XI. MOLSZE Nagygytilés, 2009.
aug.27-29. Budapest

Pesti Jozsefné, Kristof Katalin, Kardos Szilvia, Szentandrassy Julia, Szab6é Dora:
Biofilmképz6 Pseudomonas aeruginosa torzsek vizsgalata. Magyar Eii. Szakdolgoz6i Kamara
Budapesti Teriileti Szervezete V. szakmai nap. 2010. 11. 15. Budapest

2.2. Antibiotikum kombinaciok hatasanak vizsgalata a biofilmképz6é Pseudomonas
aeruginosa torzsekre

63 klinikai mintakbdl izolalt P. aeruginosa torzs biofilmképzd tulajdonsagat vizsgaltuk, az
elézoekben leirt modszerrel. A 63 torzs koziil 14 torzs bizonyult biofilm termeldnek. A
tovabbiakban meghataroztuk a biofilm termeld P. aeruginosa térzsek minimalis gatld
koncentracioit (MIC) ¢és a minimalis biofilm gatlo koncentracioit (MBIC) a kovetkezd
antibiotikumokkal szemben: piperacillin/tazobactam, ceftazidim, cefepim, ertapenem,
meropenem, imipenem, gentamicin, amikacin, tobramycin, netilmicin, ofloxacin,
ciprofloxacin, levofloxacin, azithromycin, clarithromycin.

A vizsgalt P. aeruginosa torzsek mind multirezisztens torzsek voltak, a vizsgalt
antibiotikumok koziil a meropenemnek volt a legkisebb a MIC értéke az dsszes torzsre nézve.
Osszehasonlitottuk az MBIC és MIC hanyadosokat a kiilonbozd biofilm termeld P.
aeruginosa torzseknél. A clarithromycin, azithromycin és piperacillin/tazobactam esetében az
MBIC érték jelentdsen kisebb volt az MIC értéknél: clarithromycin esetében a torzsek 86%-
anal, azithromycin esetében a torzsek 57%-nal az MBIC/MIC hanyados < 0.25;
piperacillin/tazobactam esetében: 1-1-1 (7-7-7%) torzs esetében a MBIC/MIC = 'i-1/64-
1/256; 4 torzs (28%) esetében a MBIC/MIC = 1/512; és 5 torzs esetében (35%) pedig a
MBIC/MIC < 1/1024 volt.

A kiilonb6z6 antibiotikum kombinéaciok hatasat a biofilm képzésre checkerboard modszerrel
vizsgéltuk. Az antibiotikum kombinacidk hatasossagénak a biofilm képzésre vonatkozo FIC
(frakcionalt inhibitory concentration) index meghatarozasaval itéltiikk meg.



A kombinaciok hatdsat vizsgalva a biofilm képzésre fix komponensként clarithromycint
hasznalva ¢és valtozd komponensként ceftazidimet, ertapenemet, cefepimet, meropenemet,
imipenemet, gentamicint, amikacint, tobramycint, netilmicint, levofloxacint és ciprofloxacint
hasznalva a kovetkezd eredményeket kaptuk: A biofilmképzésre kalkulalt FIC indexeket
alapul véve szinergistanak (FICI < 0.5) bizonyult a clarithromycin — ciprofloxacin,
clarithromycin — levofloxacin kombinaci6 a biofilm képzd PA torzsek 50% illetve 75%-nal; a
clarithromycin-ceftazidim kombinacié a torzsek 50%-ndl; a clarithromycin-amikacin
kombindci6 a térzsek 37.5%-nél, clarithromycin-tobramycin kombinaci6 a térzsek 67.5%-nal,
clarithromycin-netilmicin kombinacié a torzsek 50%-nal és a clarithromycin-gentamicin
kombinacié a torzsek 62.5%-nal. Erdekes modon antagonistanak (FICI > 4) bizonyult a
clarithromycin-ertapenem, clarithromycin-imipenem, clarithromycin-meropenem ¢és a
clarithromycin-cefepim kombinacio a torzsek 50, 37.5, 62.5 és 75%-nal.

A makrolid antibiotikumok tobbféle modon is képesek a biofilm képzést gatolni, azonban
fontos a kombinacids kezelések soran a fellépd antagonizmussal is szdmolni.

Ebbdl az anyagbol Kadar Béla TDK hallgatd — témavezeté dr. Szabd Dora - a XV. Koranyi
Frigyes Tudoményos Férumon (2010. aprilis 30.) a Konzervativ 1. szekcioban 1. helyezést ért
el.

Ebbdl az anyagbdl késziilt publikacio is:

Kadar B, Szasz M, Kristof K, Pesti N, Krizsan G, Szentandrassy J, Rokusz L, Nagy K, Szabd
D. In vitro activity of clarithromycin in combination with other antimicrobial agents against
biofilm-forming Pseudomonas aeruginosa strains. Acta Microbiol Immunol Hung. 2010
Sep;57(3):235-45.

3. Rezisztens Pseudomonas aeruginosa torzsek vizsgalata
3.1. Mesterséges szelekcioval létrehozott Pseudomonas aeruginosa torzsek vizsgalata

A vizsgalatok soran harom klinikai anyagbol izolalt érzékeny P. aeruginosa két P. aeruginosa
torzset — P. aeruginosa ATCC 27853 és P. aeruginosa PAOI- meropenem, imipenem,
levofloxacin, ciprofloxacin és cefepim szelekcidos nyomasanak tettiink ki. A torzseket tiz
A kiszelektalt rezisztens torzsek antibiotikum érzékenységét meghatarozva keresztrezisztencia
jelent meg kiillonb6zd antibiotikum csoportok kozott, a meropenemmel kezelt torzs
rezisztenssé valt ciprofloxacinnal és levofloxacinnal szemben is. Az efflux pumpak jelenlétét
fenotipusosan megerdsitettilk azzal, hogy efflux pumpa gatlészer- PABN (phenyl alanine
arginyl b-naphtylamide) - jelenlétében kiszelektalt rezisztens P. aeruginosa torzsek
meropenem, imipenem, ciprofloxacin és levofloxacin MIC értékei jelentésen csokkentek. A
tovabbiakban real-time PCR vizsgalatot végeztiink, hogy meghatarozzuk az efflux pumpak —
MexAB-OprM és MexXY-OprM —, illetve a kiils6 membran fehérje — OprD expresszidjanak
egymashoz viszonyitott mértékét (relative quantitation: r.q.) delta-delta Ct modszerrel, illetve
a kialakult rezisztencidban meghatdrozzuk a szerepiiket. ,,Housekeeping” génként az rpsl
gént-t hasznaltuk.

Az eredmények mutatjdk, hogy a meropenemmel kiszelektalt meropenem rezisztens P.
aeruginosa ATCC 27853 torzs eset¢ben az MexAB-OprM (eredeti torzs *O” r.q.=l1,
kiszelektalt ,,M” torzs r.q.= 0,88) és MexXY-OprM (,,0” r.q.:1; ,,M” 1.q.:0,86) efflux pumpéak
expresszioja nem valtozott, azonban a kiils6 membran fehérje expresszioja (,,0” r.q.:1; ,,M”
1.q.:0,19) jelentésen csokkent. A P. aeruginosa PAO]1 torzs esetében a MexAB-OprM pumpa



expresszidja (,O” r.q.:1; ,M” r.q.:5,35) jelentdsen nétt, a MexXY-OprM efflux pumpa
expresszioja (,,0” r.q.:1; ,,M” r.q.:0,44) ¢és a kiils6 membran fehérje expresszioja (,,0” r.q.:1;
»M” 1.q.:0,48) pedig csokkent. Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy meropenem
rezisztencia hatterében elsdsorban, éppugy mint az imipenem rezisztencia hatterében az efflux
pumpdk jelenléte mellett a kiils6 membran fehérjék csokkent expresszidja is fontos szerepet
jatszik.

3.2. Polymixin rezisztencia vizsgalata Pseudomonas aeruginosa torzsekben

A polymixin E —colistin — hasznélata napjainkban ismét egyre gyakoribb a multirezisztens
baktériumok altal okozott fert6zések soran. A polymixin antibiotikumokkal szemben egyeldére
szerencsére csak ritkan figyeltek meg rezisztenciat.

A polymyxin-rezisztencia mechanizmusok még mindig nem tisztazottak teljesen. Szerepet
jatszhat benne az LPS-modosulds, bizonyos OMP-k csokkent termelése, illetve a kiilsd
membran é&s periplazmatikus tér Ca®"- és Mg® -koncentraciojanak csékkenése.

A polymyxin B-vel szembeni rezisztencidban kimutattak egy két kétkomponensi
regulatorfehérjét, a PhoP-PhoQ-t és a PmrA-PmrB-t, melyek a Mg* -szint csokkenés hatasara
lépnek miikddésbe, és harom kiilonalld operon aktivalasa révén egy olyan enzimatikus
mechanizmus inditanak be, melynek eredményeképpen az LPS lipid A-jdhoz egy
aminoarabin6z molekula kapcsolodik, ami csokkenti a polymyxin B kotddését az LPS-hez.
Vizsgalatunkhoz hat klinikai - 22903 S, 28593 S, 13892 HK, 28395 HK, 17898 HK, 26621 S
- ¢és két kontroll torzset ATCC 27853 és PAO1 hasznaltunk fel. Mikrodiluciés modszerrel
meghataroztuk az antibiotikum érzékenységiiket kiilonboz6é antibiotikumokkal szemben,
illetve az antibiotikumokat pumpagatlészerekkel: PABN-nel (phenyl alanine arginyl b-
naphtylamide) ¢és CCCP-vel (carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) kombinalva
Tablazat 1a,b és c.

Tablazat 1A. Pseudomonas aeruginosa térzsek antibiotikum érzékenysége (MIC mg/L)

TOB TOB+PABN TOB+CCCP MEM MEM+PABN MEM+CCCP LEV LEV+PABN LEV+CCCP CIP CIP+PABN CIP+CCCP

22903 S 128 256 64 32 32 32 32 4 0.5 32 16 32
28593 S 256 256 256 64 64 64 32 4 0.5 32 16 32
13892 HK 256 256 64 64 0.5 16 128 0.5 4 32 0.5 32
28395 HK 0.5 0.5 64 16 16 16 8 0.5 4 4 8 2
17898 HK 128 256 128 64 64 64 64 4 64 2 8 32
26621 S 64 128 64 128 128 128 64 16 128 64 32 64
ATCC27853 1 0.5 0.5 4 2 1 1 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5

TOB: tobramycin, MEM:meropenem, LEV:levofloxacin, CIP: ciprofloxacin, PABN:phenyl alanine arginyl b-naphtylamide, CCCP:carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone

Tablazat 1B. Pseudomonas aeruginosa trzsek antibiotikum érzékenysége (MIC mg/L)

IPM  IPM+PABN IPM+ CCCP PM PM+PABN PM+CCCP CAZ CAZ+PABN CAZ+CCCP GEN GEN+PABN GEN+CCCP

22903 S 256 256 256 256 128 64 64 32 8 256 256 256
28593 S 256 256 256 256 256 128 32 32 16 256 256 256
13892 HK 256 1 256 256 0.5 4 128 0.5 0.5 256 0.5 256
28395 HK 32 32 16 256 16 128 2 0.5 8 1 2 2

17898 HK 256 256 256 256 256 128 64 64 32 256 256 256
26621 S 256 256 256 256 256 256 256 64 64 256 256 256
ATCC 27853 64 32 64 128 4 128 2 1 1 1 0.5 0.5

IMP:imipenem, PM: cefepim, CAZ: ceftazidim, GEN: gentamicin, PABN:phenyl alanine arginyl b-naphtylamide, CCCP:carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone



Téablazat 1C. Pseudomonas aeruginosa torzsek antibiotikum érzékenysége (MIC mg/L)

AMI  AMI+PABN  AMI+CCCP NET NET+PABN NET+CCCP POL B POL B+PABN POL B+CCCP COL COL+PABN COL+CCCP

22903 S 8 8 16 4 16 8 256 256 128 256 256 256
28593 S 4 8 8 4 4 4 0.5 0.5 0.5 2 4 0.5
13892 HK 8 0.5 0.5 8 8 4 0.5 0.5 0.5 2 0.5 0.5
28395 HK 1 2 2 1 2 0.5 1 0.5 0.5 4 1 1
17898 HK 8 4 8 8 16 16 128 0.5 0.5 4 4 0.5
26621 S 4 4 8 2 4 1 0.5 0.5 8 4 4
ATCC 27853 4 1 1 1 0.5 0.5 1 0.5 0.5 4 0.5 1

AMI: amikacin, NET: netilmicin, POLB: polymixin B, COL: colistin, PABN:phenyl alanine arginyl b-naphtylamide, CCCP:carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone

A 17896 HK torzs esetében mind a PABN, mind a CCCP jelentdsen csokkentette a polymixin
B MIC értékét, azonban a 22903 S torzs esetében a polymixin B és colistin MIC értékek nem
valtoztak az efflux pumpa gatlok jelenlétében. A MIC értékek alapjan ugy tiinik, hogy a
polymixin rezisztencidban nemcsak az efflux pumpaknak van szerepe, hanem a lipid A-nak is.
A vizsgalt P. aeruginosa torzsek lipidA szerkezetének vizsgalata az MTA Kémiai
Kutatokozpont, Nanokémiai ¢és Katalizis Intézetdben dr. Szabo Pallal és a Pécsi
Tudomanyegyetem AOK Orvosi Mikrobiolégiai és Immunitastani Intézetében Prof. Dr.
Kocsis Bélaval egyiittmiikodésben fog torténni.

Eddig 25 g acetonnal szaritott PAO1 baktériumot sikeriilt termelni, ebbdl endotoxint kivonni

¢és hidrolizissel lipid A-t elééllitani. Ez a standard baktérium nagyon fontos dsszehasonlitasi
alapot jelent. A tobbi P. aeruginosa torzs lipidA-janak eléallitasa folyamatban van.
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