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BEVEZETES

Korabban a multirezisztens Gram pozitiv baktériunfmleticillin rezisztensStaphylococcus
aureus MRSA; vancomycin rezisztengnterococcus, VRE, vancomycinnel szemben
meérseékelten érzékengtaphylococcus aureusVISA, penicillin rezisztensStreptococcus
pneumoniag jelentették a legfontosabb és legnehezebben hetieproblémat, ma mar
azonban a multirezisztens Gram negativ baktériungk,a multireziszten$seudomonas
aeruginosamultireziszteng\cinetobacter baumanniszéles spektrumfitlaktamazt (ESBL-t)
termeb bélbaktériumok valtak a legfontosabb korhazi pateg&é.

A Pseudomonas aeruginoga azAcinetobacter ssppportunista mikroorganizmusokként az
immunrendszerben 16v lokalis vagy szisztémdas zavart kihasznalva sulyggakran
eletveszélyes fefzések kialakitasra képesek. Az 6sszes nozokonfgdtizes mintegy 14%-
at aP. aeruginosaés 2-10%-at aA. baumanniiokozza. A gépi lélegeztetéssel dsszediigg
pneumonia (VAP: ventilator-associated pneumonitdladban 48-72 éran belil alakul ki az
endotrachealis intubaciét koven és letalitdsa akar a 70%-ot is elérheti. Jébeht még az
altaluk okozott véraramfdizések (34%), a katéter viselés kovetkeztében li#lddigyuti
infekciok (40%), az égési sérilések, valamint aésebti beavatkozasok kovetkeztében
létrejott sebfeizések. Nem ritka a&A. baumanniiltal okozott masodlagos meningitis sem,
mely idegsebészetiiitétet kdveben alakul ki €s hasonlé letalitasi (70%) arannyslmint a
VAP.

A béta-laktamokkal szembeni multirezisztencia kkgetében a terapiaban felhasznalt mas
antibiotikumok alkalmazéasa felértékdbtt, kulondsen a széles spektrumu, baktericid
aminoglikozidok és fluorokinolonok hasznélata, désmegyes multirezisztens kérokozoékkal
szemben hatasossagukat éra§ szercsoportok, igy a tigecyclin, polymyxin hasztels.
Ennek kovetkeztében ezen szerek felhasznalasa vekswik, igy a velik szembeni
rezisztencia meértéke isén Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia Kialasat
tobbféle mechanizmus eredményezi: enzimatikus nk@dib, csdkkent membran
permeabilitas, a 16S rRNS metilacidja, a riboszang@koteinek, illetve a 16S rRNS
mutacioja, valamint az aktiv efflux. A karbapeneszisztencia esetében pedig jetsna -
laktamaz termelés, a porinok vagy a PBP-k megva#taz valamint az efflux pumpék
miikddése. Ezek a mechanizmusok ©6nmagukban vagy easibikacioi magas sziint
rezisztenciat eredményeznek az aminoglikozidok&dagbapenemekkel szemben.

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia arangkalasat tekintve Magyarorszag a

kritikus terlletek kdzzeé tartozik Europaban. Az aoglikozid-rezisztens invaziklebsiella



pneumoniaeés P. aeruginosaizolatumok aranya 25-50% kozé tehetnig A. baumanni
esetében ez az arany mar az 50%-ot is meghaladganitd edfordulasi arany tapasztalhaté a
karbapenem-rezisztels aeruginosaésA. baumanniivalamint a fluorokinolon-reziszters
aeruginosa izolatumok esetében is. A 2013-as monitor rendsmmtai alapjan az.
baumannii-A. calcoaceticusomplexbe tartozo izolatumoknak az 1,9%-a colisetében 4
feletti MIC értékkel rendelkezett.

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia terjeédéen fontos szerepe van a mobilis
genetikai elemeknek (plazmidoknak, transzpozonoknak integronoknak), melyek
horizontalis géntranszfer utjan jelésén felgyorsitjak a szerzett rezisztencia terjegdasé
kilénb6a baktérium fajok kdzott. A multirezisztens, illeteekiterjedten rezisztens torzsek
kiszelektalodasa komoly problémakhoz vezetett #szgpgligyben, mivel ezekkel szemben a

terapias lehéségek bediiltek, a tigecyclinen és a colistinen kivil masrszem hatasos.



CELKIT UZES

A munkank soran célunk volt a karbapenemek és agtiknzidok fogyasa, a velik szembeni
rezisztencia €s a rezisztens torzselfoetiulasa kozotti 6sszefliggéseknek a vizsgalata a
Debreceni Egyetem, kilonb®zntenziv osztalyainP. aeruginosaés A. baumanniialtal

okozott fer6zések esetében.

1. Az aminoglikozid rezisztenciamechanizmusok genetikatterének vizsgalatd®.
aeruginosaésA. baumanniizolatumok korében.

2. A karbapenem rezisztenciamechanizmusok genetikdieraek vizsgalataA.
baumanniiizoladtumok korében.

3. Az integronok hordozéasa és a rezisztencia kdozeszéfliggés vizsgalata.

4. Az izolatumok genetikai rokonsaganak analizise gdalamezea} gélelektroforézissel
(PFGE).

5. Arezisztencia gének és a klonalitas kdzotti 0sgygds vizsgalata.

6. A Tudoéklinikan felhasznalt aminoglikozid antibiotikumok s € Pseudomonas
aeruginosaklonok aminoglikozid rezisztenciaja k6zotti 6ssrgfés vizsgalata.

7. Az Egyetem Klinikain felhasznalt karbapenem antikiomok és azAcinetobacter

baumanniiklonok karbapenem rezisztencija kozo6tti 6sszefagigsgéalata.



ANYAGOK ES MODSZEREK
|zolatumok

A DE-KK-rél 6sszesen 98seudomonas aerugino§2008. december és 2010. februar k6zott
a Tudbklinikardl), és 160A. baumanniiizoldtumot (2010. november és 2011. majus kozott
kilénb6sd intenziv osztalyokrdl, ami aA. baumannival fertvzott betegek 46,9% -éat
reprezentalja) gyjtottiink 6ssze. A°. aeruginosazolatumok tébbsége also léguti mintakbdl
(bronchusmoso folyadék, trachealis aspiratum, Ro@et A. baumanniiizolatumok pedig
bronchusbdl, védd, kanilsl, sebvéladékbol és tubusvéladékbol tenyésztek Ag.
izolatumokat biokémiai tulajdonsagaik alapjan idédltuk, a fajazonossag®. aeruginosa
izolatumok esetében specifikus PCR-Aalpaumanniesetében MALDI-TOF-fal igazoltuk.

A koérokozok antibiotikum rezisztencigjat a rutinaghosztika adataibol (Kirby-Bauer-féle
korongdiffazibs modszerrel, CLSI ajanlasa alapjayertik. Az alabbi antibiotikumok
vizsgalatara kerult sor: imipenem, meropenem, piglin+tazobactam, ceftazidim, cefepim,
ciprofloxacin, amikacin, gentamicin és tobramyciR. (aeruginosa Az A. baumannii
esetében a fent emlitett antibiotikumok mellett ddistint, sulfamethoxazol+trimethoprim

kombinaciot, doxycyclint €s a tigecyclint is viz#g#.

A DNS izolaldsa 98°C-os 15 perceikbzeléssel tortént.

A vizsgalt gének

A P. aeruginosdzolatumok kérében harom aminoglikozid modifik&idzimet kdédolo gént -
aac(6’)-1b, aac(3")-1a ant(2')-lla - vizsgaltunk, migaz A. baumanniiizolatumok esetében
hatot: aac(6’)-Ib, aac(3")-la ant(2)-lla ant(3")-la, aph(3’)-la, aph(3’)-Vla Emellett
mindkét faj esetében harom, 16S rRNS metilazt kibdéhArmA, rmtA, rmtBrvizsgalatara is
sor kertlt.

A karbapenem-hidrolizal6 oxacillinazokat (Ambler &oport) kodolé gének koézul 6t, a
blaoxa-23-ike, Blaoxa-24-ikes Dlaoxa-as-iike, Dlaoxa-s1-ikes Dlaoxass.ike Kimutatasat végeztik él.
baumanni izolatumokkdrében. Mindezek mellett vizsgaltuk még ExAba-1 inszercids
szekvencia jelenlétét is.

Elvégeztik 18 olyan gén hodozasanak vizsgalatahédyek fontos szerepet jatszanalk.a
aeruginosaaltal okozott fetizések patogenezisében: a fehérje szintézist gattoxn A

génje foxA gén, az alginat szintézisében szerepet jagdgb gén, lll. tipusu szekrécids



rendszer effektor proteinjeit kddo&xoT, exoS, exoU, exo¥ének, a foszfolipazokat kodold
plcH, plcNgének, a protedzokat kédagr, lasBgének, a IV-tipusu pilustddold pilA gén, a
fenazin szintézisét katalizaldé enzimeket kodphizl, phzll, phzS, phzMperonok, illetve
gének és a sziderofor rendszer részekéionlb pioverdin receptorokat kodofpvA-I, fpvA-

I, fpvA-11l gének.

Integronok vizsgalata

Az integronok elfordulasat I-es, ll-es és lll-as tipusu integrégpacifikus PCR segitségével
vizsgaltuk meg, majd a hordozott integronok vafiabrégiojara specifikus primerekkel
amplifikaltuk a mintdkat. A varidbilis régionak eljes elemzése szekvencia analizis Utjan
valésult meg a Sanger-féle lancterminaciés modszenint.

A szekvencidkat a CLC DNA Gene Workbench szoftvegyitségével elemeztik és ismert
génbanki szekvenciakkal 6sszehasonlitva (BLA®Aw.ncbi.nih.gov/blast) azonositottuk az
integronon hordozott géneket. Az azonositott irdegk restrikcios térképének elkészitése
utdn az azonos meétetvariabilis régidk azonossagat RFLP (restrictioagfent length
polymorphism) analizissel @itettik meg. AP. aeruginosaesetében: Xbal és Xhol, mig az

A. baumannesetében Xbal, Hindlll, Ddel enzimeket alkalmaztuk

A klonalitas vizsgalata

Az izolatumok genetikai rokonsagat pulzaldo mézgglelektroforézissel (PFGE) vizsgaltuk.
A restrikcios analizishez 10U restrikcios enzimasznaltunk, amP. aeruginosaesetében
Bcul (Spel),A. baumanniiesetében Apal volt.

A PFGE mintdzatok elemzését a Fingerprinting Il ftseorel végeztik. A hasonléség
meghatarozasahoz a Dice koefficienst, a csopaiisisiz az UPGMA (unweighted pair-group

method with averages) mddszert hasznaltuk

Az antibiotikum fogyas mérése

A nyers gyogyszer felhasznalasi adatokat a Debreeggetem Kozponti Gydgyszertara
szolgaltatta. A felhasznalt antibiotikumok menngise az Egészségugyi Vilagszervezet
(WHO) altal meghatarozott napi terpias dézisbaefiizd Daily Dose, DDD) 100 &polasi
napra vagy az adott betegre vonatkoztatva hatd&omtag (MS Excel ABC Calc 3.1.

alkalmazas).



Statisztikai analizis

Pseudomonas aeruginosa

Az egyes betegek kezelésére alkalmazott aminogtib&z illetve 6sszes antibiotikum
mennyisége kozotti kulonbségeket a Kruskal-Walkszttel, valamint post-hoc Mann-

Whitney paronkénti 6sszehasonlitdssal - Bonfekaniekciot alkalmazva — elemeztik.

Acinetobacter baumannii

Az antibiotikum felhasznalas és #@wcinetobacter baumanniizolatumok ebfordulasanak
gyakorisdgaban, valamint az antibiotikum rezisztigaban bekovetkézvaltozasok kozotti
Osszefliggés lehitégét linearis regresszidval, mintiganddszerrel elemeztik. Azon
antibiotikumok esetében, ahol a regresszié sorafellaasznalasi adatok szignifikans
korrelaciot mutattak a prevalencia vagy a rezisateadataival, a negyedéves periodusonkeént
Osszegyjtott antibiotikum felhasznalasi, prevalencia éseaisztencia adatokbdl 6sszealld
idésorokat trend eltavolitasat kowenh keresztkorrelacios analizisnek vetettik ala. A
kulonbo®d fekvobeteg osztalyon lév karbapenem érzékeny és reziszténsbaumannii
prevalencigjat Chi-négyzet probaval, illetve Fisbgrakt teszttel, a kulonb&Zekvobeteg
osztalyokon felhaszndlt antibiotikumok mennyiségétskal-Wallis teszttel hasonlitottuk
0ssze.

A statisztikai elemzéshez a PAST 3.0. szoftverzhakuk.



EREDMENYEK

Pseudomonas aeruginosa
Az aminoglikozid rezisztencia gének és az integrokeléfordulasa

A P. aeruginosazolatumok kérében a leggyakrabbanaaz(6)-1b gén fordult &b, ezt az
amikacinnal és tobramycinnel szemben rezisztebaébsitdo gént az izoldtumok 62,2%-aban
(61/98) mutattuk ki. Azmac(6’)-Ib génen kivil, 16 izolatum esetében (16,3%) mediaidl
volt ant(2”)-la gén is, amely gentamicinnel és tobramycinnel sasintezisztenciaért felés.
Az Altalunk vizsgalt tobbi génaéc(3’)-lla, armA, rmtA, and rmtBnhem fordult eb.

Az izolatumok dori tobbsége (92,0%) I. tipusu integront hordozotdl 1. tipusu integront

egyik csoport esetében sem talaltunk.

A klonalitas vizsgalata

A vizsgalatba bevont 9®. aeruginosaizolatum esetében haroné fokonsagi csoportot,
valamint 22 egyedi mintazattal rendel&gzolatumot kilonitettink el.

A legnagyobb rokonsagi csoportot az ,A” klasztepkéelte. Ebbe a klaszterbe 6sszesen 49
izolatum tartozott, ami 12 betéytszarmazott. A Tuéklinika Intenziv Osztalyarél egy
kihurcolas is megfigyelhétvolt a klinika Rehabilitaciés Osztalyara. A kleeyan belll a térzs
rezisztencia fenotipusa nagyon valtozatos volt, mighden izolatum rezisztens volt
ciprofloxacinra, amikacinra, gentamicinre és tobyamre, addig &3-laktamokkal szembeni
rezisztencigjuk eltérvolt. Mindegyik izoladtum ugyanazt az |. tipusuegtont hordozta és az
integron variabilis régidjdbaaac(6’)-Ib és ant(3")-lbgének mellett béta-laktamézt kodold
génblapse-1 VoIt azonosithatd (IN99). Az izolatumokpdA és azexoU gének kivételével az
altalunk vizsgalt 6sszes virulencia gént hordoz#akpioverdin receptor gének kozul a lll.
tipusu fordult &) ebben a csoportban.

A ,B” rokonsagi csoportba 16 izolatum tartozott,elyek egy nukleotidil transzferdz enzimet
kédolo ant(2”)-la gén hordoztak az integronjuk variabilis régiojaljaris59). A rezisztencia
fenotipusa a ciprofloxacin, a gentamicin €s a twoly@n rezisztenciaval volt jellemeziéet
amikacin rezisztenciat nem talaltunk. pAlaktamokkal szembeni rezisztencia kevésbé volt
kiterjedt ebben a klaszterben, mint az ,A” klaskgar, hiszen csak 5 izolatum volt rezisztens
antipseudomong’-laktamokkal szemben. A virulencia géneknek a melgsa szinte azonos
volt az ,A” klaszterrel, kivételt képez a pioverdiaceptor gén, ugyanis ebben a rokonsagi

csoportban a lll. tipusu helyett az I. tipusu fdirélo.
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A harmadik rokonsagi csoportot a ,C” klaszter ké&alie, melybe 8 izolatum tartozott 6
betegbl. Az izolalasok idben elszértan torténtek 2009-ben. Egy izolatumébset, mely
2009 juliusdban tenyészett ki egy a Pulmonolégiatédgon fekw beteg mintdjabal,
felmertlt a kihurcolas vagy behozatal gyanuja. éskler tagjainak rezisztencia fenotipusat az
imipenem rezisztencia jellemezte, kivételt képezaazegy izolatum, amely a Tdklinika
fekvobeteg osztalyar6l szarmazott nem pedig az Inter@Bztalyrdl. Az imipenem
rezisztencia mellett harom izolatum eltérezisztenciat mutatott &-laktamokkal, a
ciprofloxacinnal, valamint az aminoglikozidokkalesaben. Ezek kozil az izolatumok kézil
egy hordozott egy . tipusu integront, amelynekadabilis régidjaban nem volt rezisztencia
gén (In0). A klaszter tobbi tagjanal a vizsgalt aoglikozid rezisztencia gének, illetve I.
tipusu integronok nem fordultakéelA csoport minden tagjanal megtalalhat6 volt azzés
vizsgalt virulencia gén, kivéve &xoSt.

A k6zOs rokonsagi csoportba nem tartozo flggetlsiatumok szama 22 volt, melyek
0sszesen 20 betéytszarmaztak. Az izoldtumok kodzll antipseudomonatibetikumokkal
szemben 9 izolatum mutatott érzékenységet és cggkherdozott kozilukaac(6')-Ib
aminoglikozid rezisztencia gént. A fliggetlen izakabk kozott edfordult egy olyan
izolatum, ami hordozott egy Ures I. tipusu integraggyebként integront nem talaltunk.
Ebben a rokonsagi csoportban a virulencia géneknekegoszlasa nagyon heterogén volt,
csak aphzll, apr, plcHés azexoT gén volt jelen minden egyes izolatum esetében. Az
izolatumok t6bbségénél mas virulencia gének igegamaaranyban fordultak él kivételt

képez ez alol ailA ésexoUgén. Egy izolatum mind a 16 virulencia gént hotdoz

Az antibiotikum fogyas

A Tudsklinikan felhasznalt antibiotikum mennyiség (97,8D/100 apolasi nap) joval az
egyetemi atlag felett volt (37,8 DDD/100 apolagpna005 és 2009 kdzott. A terapia soran az
aminoglikozidok kozul leggyakrabban az amikacirla@os fogyasztas 2,9 DDD/100 apolasi
nap), a gentamicint (2,8 DDD/100 apolasi nap) ésbaamycint (1,4 DDD/100 apolasi nap)
alkalmaztak. A streptomycin, valamint a netilmicasetében az éatlagos fogyas alacsony
ertéket mutatott (0,3 és 0,02 DDD/100 apolasi rempgsak alkalomsziegn hasznaltakket.
2006 és 2007 kozott tombramyadihgentamicinre valtottak, majd az ezt kdveétvben 2008

€s 2009 kozott a gentamicint részlegesen amikachelgettesitették. A 2008 és 2010 eleje
kozott kovetett 39 betegb 19 kapott amikacint, eldib tizenhatot az intenziv osztélyon

kezeltek, mig a maradék harmat pedig mas de&teg osztalyon. Tovabbi harom beteg
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gentamicin kezelésben részesllt. Egy-egy betegelemet tobramycint és streptomycint
alkalmaztak. Az aminoglikozidok mellett a fluorokionoknak a felhasznélasa is igen
jelents volt, az aminoglikozidokhoz hasonl6an felhasz#taszintén emelkedést mutatott
(16,6 DDD/100 apolasi naprol 20,7 DDD/100 apolaspna emelkedett). 2009-ben ez az
emelkedés megallt,66 majdnem felére csokkent (12,3 DDD/100 apolasi)n#p széles
spektrumiB-laktamokat (piperacillin+tazobactam, karbapenemmtén gyakran alkalmaztak
a kezelések soran. A vizsgalatban szérbptegek kozil csak egy nem részesult antibiotikum
terapiaban.

A statisztikai elemzés alapjan, azok a betegekknaki az izolatumai az ,A” rokonsagi
csoportba tartoztak, €és az amikacin rezisztendidold aac(6’)-1b gént az integron variébilis
régiéjaban hordoztak, kezelésik soran szignifikdngdbb amikacint kaptak, szemben
azokkal a betegekkel, akiknek az izolatumai maomelgi csoportokbdl vagy a fliggetlen
izolatumok csoportjdb6l szarmaztak (p=0,046). A-laktam antibiotikumok és
fluorokinolonok fogyasztasa, valamint az 6sszesbenikum fogyasztas kozott nem volt
kulénbség (P>0,05).

Acinetobacter baumannii
Az aminoglikozid rezisztencia gének és az integrokeeléfordulasa

A P. aeruginosazolatumokhoz hasonloaamac(6’)-1b gén hordozasa igen gyakori volt Az
baumanniiizolatumok kdrében is, hiszen az izolatumok 56;9b%n (91/160) fordult é1 A
legmagasabb aranyban @z baumannira jellem® aph(3’)-Vla gén volt jelen (90,6%,
144/160). Kimutathaté volt a kanamycinnel szembmgdisztenciat biztosit@ph(3’)-la,
valamint a streptomycinnel és spectinomycinnel smamrezisztenciat biztositant(3")-la
géneknek a jelenléte is, azonban ezek a gének&liskempontbdl kevésbé relevansak, mivel
az emlitett szereket Magyarorszagon ritkan vagyakghian nem alkalmazzak. An#2")-la
gén egyik izolatumban sem forduleA 16S rRNS metilazt kddolé gének kdzil csalnA-t
mutattunk ki 19 (11,9%) izolatum esetében.

Az izolatumok dont tébbsége . tipusu integront hordozott, Il. éstipusu integront egyik

izolatum esetében sem talaltunk.
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Karbapenem rezisztencia gének megoszlasécinetobacter baumannii izolatumok

korében

A vartnak megfeldlen az 6sszes izolatum hordozta a kromoszémaligdorallo blagxa-s:-
ike karbapenemazt kodold gént az ISAba-1 inzercios verahaval egyitt. Ablaoxa-s1-ike
génen kivil, az izolatumok 78,1%-nal (125/16030xa-23-ike €N, Mig 1,2%-nal (2/160)
blaoxa-24-ike €N VoIt detektalhatd. Egyik izolatumban sem fardeld a blagxa-ss-ike €S a
blapxa-ss-ike g€n. A karbapenem érzékeny izolatumok cbloxa-si-ike g€t hordoztak, a
karbapenem rezisztens izolatumok viszomiiaxa-s1 gén mellett ablaoxa-23-ike €Nt Vagy a

blapxa-24-ikeg€nt is hordoztak.

A klonalitas vizsgalata

Az A. baumanniiizolatumok esetén hat rokonsagi csoportot, valamiagy fliggetlen
izolatumot kilonitettink el PFGE-vel.

Az ,A1” rokonsagi csoportba 19 beteg 26 izolaturagtdzott. Az izolatumok tobbsége a
Neurologiai Intenziv Osztélyrél (15/26), valamint @yermek Intenziv Osztalyrdl (7/26)
szarmazott. A klaszter tagjainak fenotipusat a &aebem érzékenység, valamint a
ciprofloxacin, amikacin és tobramycin rezisztengbemezte. Az izolatumok kérében igen
magas aranyban fordultakodbszfotranszferazt kddolo gének &ah(3’)-1a (20/26),aph(3’)-
Vla (13/26). Minden egyes izoldtum hordozott I. tipustegront, melynek a variabilis
régiojaban egyaac(6’)-lb gén, egy feltételezett fehérje, valamint egiaoxa20 gén volt
(In426).

Az ,A2” klaszterbe hét izolatum tarozott, amely dtdgtl szarmazott. A hét izolatumbdl hat
a Sebészeti Intenziv Osztalyrdl tenyészett ki, eglatum pedig az Idegsebészeti Intenziv
Osztalyrol. A Neurologiai ITO-r6l szarmazé torzskivéve mindegyik multirezisztens
korokozo volt és ezért csak a polymyxinekre voléakékenyek. Ablapxa-si-ikeg€N mellett
mindegyik hordozotblapxa-23-ikeg€nt is. Az aminoglikozid rezisztencia géneknakh(3’)-

la, aph(3’)-Vla) a megoszlasa hasonlé volt az ,Al” klaszteréheznlaao |. tipusu integront
egyik izolatum sem hordozott.

A ,B” klaszterbe 19 izolatum tartozott, melyeket Ideteg mintaibol izolaltunk. Az
izolatumok tobbsége (14/19) a Perinatalis Inten@gntrumbol (PIC) szarmazott. Az
antibiotikum érzekenységet a karbapenem és amkuazii rezisztencia jellemezte. Az ,A2”

klaszterhez hasonldéan ptaoxa-s1-ike €Sblaoxa-23-iked€NEK egyszerre voltak jelen. Aph(3’)-
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la, aph(3’)-Vla gének mellett egy harmadik aminoglikozid rezisziergén azant(3’)-la is
kimutathaté volt. A csoport minden egyes tagja badait I. tipusu integront, amelynek a
variabilis régiéjaban két aminoglikozid rezisztencgjén éac(3)-la ant(3")-la) és két
feltételezett protein volt (IN561).

A ,C1” rokonséagi csoportba 10 beteg 12 izolatumeotatt. Egy izolatum kivételével,
mindegyik az |. Belgyogyaszati Klinika Intenziv @&lgardl szarmazott és 10 kozulirk
vitro érzékeny volt doxycyclinre, tigecyclinre és polyinyB-re, egy pedig csak polymyxin-
B-re. A blapxa-si-ike €S blaoxa-23-ike g€nek egyittes hordozasa volt megfigydihebben a
csoportban is. A fent emlitett klaszterekhez hasaml ugyanazok az aminoglikozid
rezisztencia génelaph(3’)-la, aph(3’)-Vla) fordultak eb minden egyes tagnal. Mindegyik
izolatum hordozott |. tipust integront. Tizenegyl&#um esetében a variabilis régidban
hordozott géneknek a mintdzata megegyezett a ,BSzterben azonositott mintazattal
(In561), azonban egy izolatum integronjanak valigbigidjaban egynt(3”)-lb gén volt
azonosithat6 (In127).

A ,C2" klaszterbe 29 izolatum tartozott 24 betdgtAz izolatumok eredete nagyon
valtozatosan alakult: Sebészeti ITO (11); IdegseteédTO (6); Neuroldgiai ITO (6); I
belgyogyaszati ITO (2); fekibeteg osztalyok (4). Az antibiotikum érzékenységyoa elteé
volt klaszteren beliil. Mig a Neurolégiai ITO-rélasmazé izolatumok mindegyike érzékeny
volt karbapenemekre, addig mas osztaly izolatunsk cdoxycyclinre, tigecyclinre és
polymyxin-B-re voltak érzékenyek. A rezisztenciangk eloszlasa nagyon hasonlé volt a
,Cl” klaszter esetén talalthoz, azzal az egy kil@tehogy hat karbapenem érzékeny
izolatum (neurolégiai ITO) esetében hianyzotblaoa2s-ike g€n. Az I. tipusu integronnak a
struktaraja teljesen megegyezett a ,C1” klasztedmonositott integronéval (In561).

A ,D” klaszter képviselte a legnagyobb rokonsagbpsrtot. Ide dsszesen 63 izolatum (23
betegbl) tartozott és az izolatumok 79,3%-a (50/63) a dgydgyaszati Intenziv Osztalyrol
szarmazott. Az izolatumok tobbsége csak tigecyelirds polymyxin-B-vel szemben volt
érzékeny. Mindegyik izolatumbansébrdult a blaxa-23-iike, & blaoxa-51-ike Karbapeneméaz gén és
az ISAba-1 inzercios szekvencia, valamint a(6’)-1b, az aph(3’)-la, a ant(3")-la, az
aph(3’)-Vlaés azaac(3’)-la gének. Mindezek mellett az izolatumok 30,2% (196X dozott
egy 16S rRNS metilazt kédold geémirnA). Az izolatumok altal hordozott 1. tipusu integron
kléramfenikol acetiltranszferazt kodol6é gént azataitunk.

A kdzo6s rokonsagi csoportba nem tartozo6 fuggetteratumok szama négy volt. A sebészeti

ITO-r6l szarmazé izolatum 86,6% -os hasonlosagotatott az ,A2” klaszter tagjaival,

13



azonban egy tovabbi aminoglikozid rezisztencia g@ec(6’)-1b) hordozott. Az a két
izolatum, amelyik azonos mintdzatot mutatott, delokkioz fekvobeteg osztalyrdl
szarmaztak (Tudklinika ITO, I. Belgydgyaszati ITO), kiterjedt abtotikum rezisztenciaval
rendelkezett és csak a tigecyclinnel, valamint lgrmgxinnel szemben voltak érzékenyek. Ez
a két izolatum alagxasi-ike g€N Mellett egyblagxaza-ike g€Nt is hordozott, azonban 1. tipusu
integront nem. A negyedik izoldtum szintén Kkitetjegzisztenciaval rendelkezett. A
rezisztencia génjeinek mintazata hasonlo volt a kldszter tagjainak mintazatdhoz, azzal a
kulonbséggel, hogy aaph(3’)-la és azarmA gének nem voltak jelen. Az altala hordozott I.

tipusu integron szintén megegyezett a ,,D” csopaitév

Az antibiotikum felhasznalads, a prevalencia és a misztencia kialakulasa kozotti
Osszefliggés vizsgalata

A 2000-2008 kozétt azA. baumannii prevalenciajdban szamottewaltozas nem volt
megfigyelhed, a kitenyészett baktériumoknak az 1%-at tettédkonban 2009-ben és 2010-
ben hirtelen megndvekedett a prevalencidja és azeéspozitiv mintaknak mar a 2,3%-,
valamint 2,5%-4ban volt kimutathat6. Hasonldé nowdglee volt tapasztalhaté a pozitiv
vérmintak esetén is, itt 1-2%-rol 4,4%-ra emelkedeprevalencia. Ezzel parhuzamosan a
2002 és 2012 kozott gpott adatok azt mutatjak, hogy # baumanniiokozta ferézések
kezelésében az élent valasztand6 karbapenemekkel szembeni rezigaténszereséreiit,
mivel 2000 és 2010 kdzott 6,3%-rél 63,8%-ra emetkedts 2011-re pedig mar 73,0% is
elérte.

A kereszt-korrelacios elemzés alapjan, a karbapefwgyas korulbeltil 2 éves késéssel
kovette a lll. generaciés cefalosporin alkalmazfistegyedévi késés; r=0,63; p<0,001) és 1
éves késéssel pedig a piperacillin+tazobactam deftédas csokkenését (4 negyedéves késés;
r=-0,54; p<0,001). Szignifikdns dbeli ©sszefliggés volt kimutathatd a karbapenem
felhasznalas és a polymyxin felhasznalas k6zos igolymyxin felhasznalas 6t negyedévvel
késsbb kovette a karbapenem felhasznalast (r=0,80,0040.

A karbapenem rezisztencia két és fél éves kés&ésette a karbapenem felhasznalast (-9
lag; r=0,43, p=0.005), viszont mas antibiotikumhéedznalassal nem lehetett 6sszefliggésbe
hozni. A karbapenemek kozul a meropenem és azesrtap felhasznalas mutatotoikli
0sszefuggést aA. baumanniiprevalencigjaval valamint karbapenem reziszteac#] A
prevalencidban és a karbapenem rezisztenciabaeltésélvekedés 1-1,5 év késéssel (4-8
negyedéves késés; r=0,45-0,49, p=0.002-0.006y6llet0,44, p=0,007) kdvette a meropenem
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fogyast. Hasonlo 0sszefliggés volt tapasztalhatdé Aaz baumannii pozitiv betegek
prevalencidja és a meropenem felhasznéalasa k&2t negyedéves késés; r=0,39, p=0,01).
Az ertapenem felhasznalas esetében a prevalendiapasrtalt névekedés révidebb késéssel
kovette az ertapenem fogyast (1-5 negyedéves kés#s54-0,58, p<0,001), mig a
karbapenem rezisztencia hat negyedéves késéssettkimwzt (r=0,42, p=0,009). Erdekes,
hogy mikdzben az imipenem felhasznélas azdéelkét karbapenemhez hasonl6aéttn
mégsem befolydsolta @& baumanniprevalencidjat és karbapenem rezisztenciajat\mazA
gén ebfordulasanak hatterében all6 tén§lezvizsgalata érdekében megvizsgaltuk az
aminoglikozidok felhasznalasaban mutatkoz6 kulogbkeét is. Azt tapasztaltuk, hogy az
0sszes aminoglikozid felhasznalds a dKlohikan volt a legmagasabb (p=0.002-0.041,

paronkénti 6sszehasonlitassal), ahch@zA hordozo izolatumok ardnya a legnagyobb volt.

15



MEGBESZELES

Az izolatumok ebfordulasanak mintazata mindPa aeruginosamind pedig aZA. baumannii
esetében endémias jelenlétikre utal. A legelterfdniklaszterekbe tartozé izolatumok hosszu
ideig perzisztaltakK. aeruginosaesetén ,A” és ,B” klaszterekA. baumanniiesetén ,Al"-
,D” klaszterek), de jarvanyt nem okoztak a vizsgatenziv osztalyokon. Hasonl6 endémias
esetfl szamolt be Foca munkatarsaival egy olyan Ujstlilitenziv osztalyon, ahol a
fert6zéforrdst maga az 4pold személyzet és a hosszu égeily betegek jelentették. Ax.
baumanniiesetében a legtobb klasztert egy vagy két kuléhiriienziv osztalyrol szarmazo
izolatumok uraltak, azonban néhany klaszter esetéhe izolatumokat keihél tobb
fekvobeteg osztalyrdl izolaltuk. R. aeruginosasetén egy kihurcolast tapasztaltunk. Ezek az
eredmeények felhivjdk a figyelmet az osztaly-spkasitorzsek fekébeteg osztalyok kozotti
transzmisszidjara, ami poliklonalis endémia kialakat tette lehéveé.

Az antibiotikum rezisztencia és a klonalitas kozk#pcsolat az aminoglikozidok, illetve a
karbapenemek szerepére utal a sikeres klonok famdd@sdban és terjedésében. A
molekuléris epidemioldgiai vizsgalatok alapjan arblegpenem illetve aminoglikozid
rezisztencia nemcsak egyetlen klénhoz kd@th& P. aeruginosaesetében az amikacin
rezisztencia az acetiltranszferazt kdédabx(6’)-1b gén,A. baumanniiizolatumok esetében a
karbapenem rezisztencia pedig a karbapenemazt kdwaliaos-ike g€N Megszerzésének
koszbnhet, melyet az 6sszes rezisztens klon hordozott. Azamazon (,C2") klaszterbe
tartozé karbapenem érzékeny és karbapenem reagxtdaumanniizolatumok is élagyazs-

ike gén hordozasaban kulénboztek egymastol. A legtcdobapenem érzékeny izolatum a
Neurologiai  Klinikarél szarmazott, ahol a karbapmnefelhasznalas szignifikansan
alacsonyabb volt, mint a tébbi vizsgélt klinikanasénlo jelenség volt megfigyellbetz
aminoglikozid rezisztens izolatumoknal is. Azoketdpek, akiknek az izolatumai 16S rRNS
metilazt kddoléarmA gént hordoztak, a Tdélinika ITO-jan fekudtek, ahol az aminoglikozid
felhnasznalas a legmagasabb volt a vizsgalt klink&kott. Itt az aminoglikozidok kézll az
amikacint alkalmaztak nagy mennyiségben. A vizsgakeruginosazolatumok legnagyobb
csoportja (,A” rokonsagi csoport)aac(6)-1b gént hordozta, mely az amikacinnal szemben
biztosit rezisztenciat. Az ilyen izolatumokkal teadtt betegek szignifikansan tdbb amikacint
kaptak, mint azok a betegek, akikben ez az amikaazisztens klon nem fordultéelEzek az
eredmeények arra engednek kovetkeztetni, hogy dbiatitum hasznalat okozta szelekcids
nyomas kozvetlenll éeqiti a rezisztencia gének horizontélis transafign valo terjedését,

illetve a rezisztens klonok fennmaradasat.
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Az integron hordozas szoros kapcsolatban all anegtikozid és karbapenem rezisztenciaval
Ennek megfelélen aP. aeruginosaés A. baumanniiizolatumok dont tobbsége |I. tipusu
integront hordozott. Mé&s Gram-negativ baktériumoEscherichia coli Klebsiella
pneumoniae, Shigella spp., Proteus sgineben is elterjedt az integronoknak a hordozasa,
leggyakrabban az I. tipus fordulbelAz izolatumokban megtalalt és azonositott integko
varidbilis régiojukban valamilyefi-laktdmmal vagy aminoglikoziddal szemben rezisztgnc
biztositd gént hordoztak, amelyek a fentiek alapgamrepet jatszhattak a torzsek sikeres
perzisztencigjaban. A perzisztenciahoz hozzajarulzal. tipusu integronok esetében a 3’
konzervativ régidoban hordozott kationos detergerattienitdszerekkel szembeni
rezisztenciat kodold gén is.

Az irodalomban szamos tanulméany talalhaté arra tkmzéan, hogy a sikeres kl6nok
perzisztencigjaban - az antibiotikum reziszten@edbzasa mellett - fontos szerepe lehet a
kérokozok virulencia faktorainak is. Emiatt jeleantimanyunkban is megvizsgaltuk az
Osszefluiggést a virulencia faktorokat kodoldo génekdbzasa és a sikeres klonok
perzisztencigja k6zo®. aeruginosaizolatumok korében. (AA. baumanniivirulenciajarol
igen keveset tudunk, igy eddig egyetlen virulen&éktornak tartott tényeizél sem
bizonyitottak, hogy a kérhazi térzsek virulencigalszerepe van.) A virulencia géneknek a
megoszlasa érdekes kérdeést vet fBl. meruginosaaltal okozott feizések patogenezisében.
Az altalunk kapott eredmények azt mutatjak, hogyralencia faktor készlet megegyezett az
egyes sporadikusansébrdulod izolatumokban és a perzisztens izolatumokiiar a sikeres
klonok hordoztak a VAP patogenezisében fontos peergatszoexoS gént, azonban a
legsulyosabb fefizésekkel 6sszefliggésbe hozexoUt csak a sporadikus izolatumokban
taldltuk meg. Ezek az eredmények arra utalnak, feogijrulencia gének ebben az esetben
nem alltak kdzvetlen dsszefliggésben a klonok siebréd kldnok elterjedtségében tehat
inkabb az antibiotikum rezisztenciajuk jatszhasagrepet.

A terdpia sordn a valasztand6 antibiotikumokkalmgzeni rezisztenciatol tartva a széles
spektrumu antibiotikumok hasznalata egyre fokozgaliki a rezisztencia tovabbi fokozédasat
eredmeényezi, rezisztencia spiralt hozva létre.rAilmanyunk ilyen szituaciorél szamol be. A
Debreceni Egyetem 06sszes antibiotikum fogyasztatataa alapjan, az antibiotikum
felhasznalas 2006-t6l emelkiedtendenciat mutatott. Ennek hatterébeiled a széles
spektrumu antibiotikumoknak az alkalmazasa alltntna Ill. generaciés cefalosporinok,
fluorokinolonok, valamint 2008-t6l a karbapenemaAklll. generacios cefalosporinok talzott
alkalmazasa az ESBL-terndel torzsek megjelenését segitette 6, el melynek

kovetkezmeényekent emelkedett a karbapenem felhl@szaa Egyetem klinikain (még nem
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publikalt adat). A karbapenemek fokozott felhasasaval parhuzamosanéth az A.
baumannii prevalencidja, valamint a karbapenemekkel szembegdisztencigja: a
karbapenemekkel szembeni rezisztencia 10 év atmelktizszeresére emelkedett. Ez az
eredmény 6sszhangban van a szakirodalomban taldtyadsztalatokkal, mely szerint Az
baumanniiesetében megjelérkarbapenem rezisztencia a lll. generaciés cefalospgs a
karbapenem felhasznaldsanak az eredménye.

A kulonbdd karbapenemeknek a fogyasa élténértékben befolyasolta a rezisztencia
alakulasatA. baumanniiesetében. Mig az imipenem fogyas kevésbé befdigasaddig a
meropenem és kiléndsen az ertapenem fogyas skaymsfosszefliggésben allt nemcsakaz
baumannii karbapenem rezisztencidjanak fokozddasaval, de Az baumannii
prevalencidjanak novekedésével is. Ez az 0Osszefluggeszhangban van azzal a
megfigyeléssel, mely szerint az imipenem valamivatékonyabb az\. baumanniialtal
okozott ferbzések kezelésében, mint a meropenem vagy az eetapen

Az elmult évek folyamén, az alternativ terapiakéatkalmazhaté6 aminoglikozid
antibiotikumok felhasznaldsa a karbapenemek alkeds@ban tapasztalthoz hasonlo
emelkedést mutatott. Az aminoglikozid fogyas a dklidhika ITO-jan volt a legmagasabb,
ahol a terapia sordn az amikacint alkalmaztak agylekrabban, ami igy az 0sszes
aminoglikozid fogyas 50%-at tette ki. Az aminoglikdok felhasznaldsanak névekedésével
parhuzamosandtt az aminoglikozidokkal szembeni rezisztenci. aeruginosgaac(6’)-1b)
€sA. baumanni(ArmA) izolatumok esetében.

Rovidtavon az antibiotikumok felhasznalasaban bet@# valtozasokat kovetik a
rezisztenciaban bekovetkeavaltozasok, azonban hosszu folyamat, amig a tensa
tartosan mérsékelhiaté valik. A rezisztencia terjedését egyazon csaddiiozo, kildnbdz
szerek eltgr mértekben befolyasoljak (ertapenem vs. imipenenikacin vs. gentamicin). A
rezisztencia merseklésének tehat az aminoglikozédetében egyik lehetséges megoldasa az
aminoglikozidok felhasznélasanak diverzifikalashelme, vagyis csokkenteni az amikacin
fogyast és novelni a tobramycin és gentamicin fhalas aranyat. A kedulen
jarvanytani helyzet megoldasaban pedig tobb szerdedene kapnia hazankban az

antibiotikum felhasznalas optimalizalasanak.

Osszességében megallapithatd, hogy az antibiotiklmasznalas jeleé$ hajtéereje lehet az
endémias torzsek fennmaradasanak jarvanymentezakban is. Bizonyos esetekben az
antibiotikum rezisztencia fontosabb szerepet jltszisikeres klonok terjedésében, mint a

virulencia faktorok.
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OSSZEFOGLALAS

A tanulmény sordn a Debreceni Egyetem Klinikai Kdp klinikairdl szarmazoP.
aeruginosaésA. baumanniiizolatumok molekuléris epidemiologiai jellemzéséezilt sor,
melyben vizsgaltuk az antibiotikum fogyas és a &ldmntibiotikum rezisztenciaja kozotti

0sszefuggeést, valamint a rezisztenciamechanizmagakigenetikai hatterét.

Pulzalo mezdj gél elektroforézisseP. aeruginosaesetében harom. baumanniiesetében
pedig hat & rokonsagi csoportot kilonitettiink el. Ezek a kldimmsszu ideig perzisztaltak,
azonban jarvanyt nem okoztak a vizsgalt intenziztadgokon. A karbapenem, illetve
aminoglikozid rezisztencia nemcsak egyetlen klonhmit kothet. Az A. baumannii

izolatumok esetében a karbapenem rezisztenciaréldgie ablagya2s-ike €N hordozasa Allt,
mig aP. aeruginosaesetében az amikacin rezisztenciaaae(6’)-1lb gén hordozasanak volt
tulajdonithatd. Az aminoglikozid rezisztencia szorokapcsolatot mutatott az

integronhordozassal, mivel integronok varidbiligiégaban valamilyen-laktammal vagy
aminoglikoziddal szemben rezisztenciat biztositdt gzonositottunk.

A karbapenem rezisztes baumanniiterjedése egyeértelirkapcsolatban allt az ertapenem,
illetve meropenem fogyassal, viszont nem volt &8ggpesbe hozhatdé az imipenem
fogyasaval. Az Idegklinika Intenziv Terapids Osgdal - ahol a karbapenem fogyasztas
szignifikAnsan alacsonyabb volt a tobbi klinikAHagpest és ertapenemet szinte egyaltalan
nem alkalmaztak- aA. baumanniiizolatumok nagy része karbapenem érzékeny volt. Az
aminoglikozid rezisztend?. aeruginosaizolatumoknak az aranya viszont az amikacin
fogyassal korrelélt, melyet a Téklinika Intenziv Terapids Osztalyan alkalmaztaknige

gyakran.

Eredményeink alapjan, az antibiotikum reziszteneésa a klonalitds kozotti kapcsolat az
aminoglikozidok illetve a karbapenemek felhaszn@&sszerepére utaltak a sikeres klonok
fennmaradasaban és/vagy terjedésében. A kétlerzarvanytani helyzet megoldasaban tébb

szerepet kellene kapnia az antibiotikum felhaszn@tdimalizalasanak.
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Kdszonetemet szeretném kifejezni témavémneek, Dr. Kardos Gabornak, aki szakmai
tanacsaival segitségemre volt, és a munkdmat mikdeiimények kozoétt tamogatta és
segitette. Kulon koszonettel tartozok a statisktieblemzéseknél nydjtott segitségéert.
Kdszonom korabbi témavesdetnek, Dr. Majoros Laszlonak, hogy lebséget biztositott

szamomra a Candida fajokkal kapcsolatos kisértatetkak elvégzésében.

Kdszonettel tartozom Dr. Konya Jozsefnek, hogytiahetette szamomra a kisérletes munka.

elvégzéset az Orvosi Mikrobiologiai Intézetben.
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nyujtott segitséget, illetve hasznos tanacsait.

Koszénbm az Egyetemi Gyogyszertarnak, hogy az iatikbmfogyds elemzéséhez
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azonositdsaban nyujtott segitségért.

Kdszonom Dr. Szarka Krisztanak és Dr. Majoros Lé&sak, hogy a dolgozat elkészitését

kritikai megjegyzéseikkel segitették.
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