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|. Bevezetés

Bar kordbban a multirezisztens Gram-pozitiv balktaok (meticillin  rezisztens
Staphylococcus aureuMRSA; vancomycin reziszteriSnterococcusYRE, vancomycinnel
szemben mérsékelten érzékertaphylococcus aureusVISA, penicillin  rezisztens
Streptococcus pneumon)gelentették a legfontosabb és legnehezebben ke qiroblémat,
ma mar a multirezisztens Gram-negativ baktériumgk, a multireziszteng?seudomonas
aeruginosa a multirezisztensAcinetobacter baumanniivalamint a széles spektrunfi:
laktamazt (ESBL-t) termél bélbaktériumok valtak a legfontosabb korhazi pateg&e
(Chawla és mtsai, 2013). Ezen korokozok korében jeteeg és terjedni kezdett a
panrezisztencia, tovabba az Aaltaluk okozott nozakdien fertozések (pneumonia,
bacteriaemia, secunder meningitis) igen magastktabranyt mutatnak (30-90%; Di Bonito
eés mtsai, 2012). A béta-laktamokkal szembeni reagza sulyos problémat jelent az
egészséqgugyi ellatdsban és a velik szembeni nziditencia kdvetkeztében a terapiaban
hasznalhaté mas antibiotikumok alkalmazasa feléladktt, kiilondsen a széles spektrumu,
baktericid aminoglikozidok és fluorokinolonok haétata, de mas multirezisztens
korokozokkal szemben hatasossagukatdreégszercsoportok, igy a tigecyclin, polymyxinek
hasznalata is (Peleg és mtsai 2008). Ennek kouétkea ezen szerek felhasznalasa is
névekszik, igy a velik szembeni rezisztencia mérigk®. Az antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia terjedésében fontos szerepe van aisgbnetikai elemeknek (plazmidoknak,
transzpozonoknak és integronoknak), melyek horé@mntgéntranszfer uatjan jelérsien
felgyorsitjak a szerzett rezisztencia terjedésiéiilanboz baktérium fajok kozott (Collis és
Hall, 1998).

Fontos megjegyezni, hogy a terapia soran a hehiielmegvalasztott antibiotikum, valamint
a szeles spektrumu antibiotikumok indokolatlanulalgyi alkalmazasa nemcsak az
integronok terjedéséhez jarul hozza, hanem a ttenisia kialakulasan keresztil a rezisztens
klbnok szelekciéjahoz. A multirezisztens, illetve kiterjedten rezisztens torzsek
szelektaloddsa komoly egészségigyi problémakhoet,vervel ezekkel szemben a terapias
lehetségek bedikiltek, a tigecyclinen és a colistinen kivil masrszem hatasos (Montero
és mtsai, 2013; Moskowitz, 2012).

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia arangkalasat tekintve Magyarorszag a
kritikus terlletek kozzé tartozik Europdban. Az aaglikozid-rezisztens invaziklebsiella

pneumoniaees P. aeruginosazolatumok aranya 25-50% kozé tehemnig azA. baumanni



esetében ez az arany mar az 50%-t is meghaladg@ntdaetfordulasi arany tapasztalhato a
karbapenem-rezisztels aeruginosa@sA. baumanniivalamint a fluorokinolon-reziszters
aeruginosaizolatumok esetében is. A fluorokinolon-reziszténsbaumanniiaranya szintén
meghaladja az 50%-t. (EARS-NET, 2013). A 2013-asitoo rendszer adatai alapjan Az
baumannii-A. calcoaceticusomplexbe tartozé izolatumoknak az 1,9%-a colistetében 4
feletti MIC értékkel rendelkezett (OEK, 2013).



Il. Irodalmi attekintés

[I.1. A nem fermentalé nozokomialis Gram-negativ kt@riumok altal okozott
fertozések epidemiologidja

A nem fermentald Gram-negativ baktériumok az egegryyi ellatdssal oOsszefitgg
nozokomialis feizést okozé patogénként jelentek meg az elmult édtikben (Malini és
mtsai, 2009; Memis és mtsai, 2012; Chawla és m&€di3). APseudomonas aeruginogs

az Acinetobacter fajok a leggyakrabban izolalt kérokozok. Ubikvitgellegik miatt
eléfordulnak természetes vizekben, talajban, gyakahadzi eszkozokon (katéter, l1élegeétet
gép, flexibilis bronchoszkdp, mellpumpa kiilelszine) is, de képesek kolonizalni az emberi
bért, 1égutakat, valamint az emédmndszert is (Apisarnthanarak és mtsai, 2011; Mé$in
mtsai, 1995; DiazGranados és mtsai, 2009). A kakdhipaciensek kontaminalhatjak a
korhazi személyzet kezét is, amely seqiti asfs atvitelét. A korokozok atvitelében fontos
szerepe van meég a kontaminalt keskhek, kopenyeknek és a szappanadagolo
készulékeknek is (Morgan és mtsai, 2010; Lanimésai, 2011). Opportunista kérokozoként
az immunrendszerben kgvlokalis vagy szisztémas zavart kihasznélva sulypskran
életveszélyes fefzések kialakitasra képesek. A éaés kialakulasaban fontos prediszponalo
tényed az immunszupprimalt allapot, amely kialakulhatdd@ll daganatos megbetegedések
(hematoldgiai malignitasok) talajan és az égédilésekhez kapcsoléddan (Sood és mtsai,
2012; Tekin és mtsai, 2014).

Az 0sszes nozokomidlis fé#és mintegy 14%-at &. aeruginosaés 2-10%-at azA.
baumanniiokozza (Barrios és mtsai, 2014; Nathwani és m®2@i4; Richet és Fournier,
2006). A gépi lélegeztetéssel Osszetiiggeumonia (ventilator-associated pneumonia; VAP)
altalaban 48-72 6ran belul alakul ki az endotralib@@ubéaciot koveien és a letalitdsa akar a
70%-ot is elérheti az intenziv osztalyokon (Di Bonés mtsai, 2012; Nathwani és mtsai,
2014). Jeleritsek még az altaluk okozott nozokomialis vérararaig&sek, melyek 34%-ért
felelnek (Chiang és mtsai, 2012), mig a katéteeles kbvetkeztében kialakult hagyuti
infekcidk 40%-a (Sabharwal és mtsai, 2014), valanain égési sériilések és a sebészeti
beavatkozasok kovetkeztében létrejott sebieitek 20%-a kdszonlietzeknek a tdrzseknek.
Nem ritka azA. baumanniéltal okozott masodlagos meningitis is, mely icdgszeti mtétet

koveten alakul ki és hasonlo letalitasi arannyal bintrai VAP (Peleg és mtsai, 2008).



[1.L1.1. A nem fermentald6 nozokomidlis Gram-negativk okozta fertézések
patogenezise

[1.1.1.1. Pseudomonas aeruginosa

Hosszu ideig képes perzisztalni kérhazi kbrnyezetbeely a nedvességb tulajdonsaganak
koszonhet. Ferttlenitdszerekkel szembeni rezisztencigja jol ismert, amik@hazi
kornyezetben valé fennmaradasahoz szintén hoztéaribreu és mtsai, 2014).
Nagyszamu virulencia faktora lebieé teszi, hogy barmilyen szervet megiedton, emellett
patogén kuldnbdz névény, illetve gerinces és gerinctelen allatfegokWalker és mtsai,
2004; Haenni és mtsai, 2015). A baktérium pilusbkés egyéb adhezinekkel kdik a
nyalkahartyahoz, valamint mas felszinekhez. Az adhé kbveten a korokozo
extracellularis, viszkdzus exopoliszacharidot, mésen alginatot termel. Az alginat fontos
szerepet tolt be a féés el§ fazisdban — kiléndsen a kolonizacidban — és véatahylijt az
antibiotikumokkal szemben azaltal, hogy részt \@ebmfilm képzésben (Lau és mtsai, 2005).
A biofilm matrixa mann6zban gazdag poliszacharidf@sl) épul fel, emellett tartalmaz
fehérjét és exogén DNaznak ellenallé extracellsl®@NS-t is (Borlee és mtsai, 2010). A
biofilm képes csokkenteni a polimorfonuklearis alejt kemotaxisat, a komplement
aktivalodast és a fagocitozist (Oliver és Weir, 3;98arn és mtsai, 2005; Pedersem és mtsai,
1990; Leid és mtsai, 2005). Az epithelialis sejekhortéd kotodés soran a lll. tipusu
szekrécios rendszer (type three secretion systeBSSY aktivalodik. A komplex T3SS
rendszer funkciondlisan 6t részre oszthat&kamplex, transzlokaciés apparatus, szabalyozé
fehérjék (exsA, exsD, exsC, exsk), effektor pratkinexoS, exoU, exoT, exoY) és
chaperonok. Az apparatus segitségével a baktériindnthoz effektor proteineket
fecskendez be kozvetlenll a gazdasejtek citopladmaajzek az effektor proteinek karositjak
vagy elpusztitjak a fagocitakat, melynek hataséaa baktériumok is képesek felllfearhi a
ttdot. Tovabba az epithelialis és endothelialis bagkdrarositasaval lehiaté teszik, hogy a
P. aeruginosabetdrjon a véraramba, melynek kdvetkeztében haetaia és szeptikus sokk
alakul ki. Az effektor proteinek kézil az exoU reficezik a legnagyobb sejtkarositd hatassal,
mivel az alveolaris makrofagok interleukin (ILp-26s IL-18 termelésének gatladsan kivil
indukalja az eikozanoid zsirsavak felszabadul&zsital felebsiti a kési gyulladasos valaszt
eés szovetkarosodast idézo6 e(Hauser, 2009). Emellett a mikroba szoveti inviio
szideroforjai, extracellularis enzimei és toxinjaszik lehaivé. Az elasztaz egy metallo-
protedz (pseudolizin, lasB és lasA, staphyloliziani az elasztint és a kollagént hasitja,
inaktivalja az immunglobulin 1gG-t és az IgA-t, aatint gatolja a mikrobat eltavolitd

csilloszrok mozgasat. Amikor a sejtek a novekedéessiké&zgaritmikus fazisaban vannak



vagy, amikor a denzitasuk nagy, akkor joval toldselaz termelésére hajlamosak (Hamood
és mtsai, 1996). Az alkalikus protedz (aprA, aeraligin) gatolja a fibrinkép&dést, tovabba
képes lebontani a komplement rendszer Clq és C3pdoemseit, a citokineket és a
kemokineket, tehat a fé@és soran immunmodulans hatasa van. A foszfolipaz s@jtek
membranjat karositja és a szaruhartya-gyulladaspen fontos virulencia faktor (Kida,
2008). A P. aeruginosavashianyos kortlmények soran sziderofor (pioverdammelésére
képes, melyet a TonB-dependens receptor (fpvAuAfp, fpvA-Ill) ismer fel (Chial és
mtsai, 2003). A szoveti invazioban fontos szerepa wmég az exotoxin-A-nak, ami egy
specifikus receptorhoz (low-density receptor relatprotein; LRP) tortéh kotodés
kovetkeztében bejut a sejtekbe, ahol egy C-termsiiédkin fragmenssé atalakulva retrogard
transzport utjan bejut az endoplazmatikus retikidantER). Az ER-bdOl a sec61 csatornan
keresztil a citoszolba retrotranszlokalddik és g fehérje szintézist a kettes elongacios
faktor ADP ribozilaciojaval, melynek eredményeképpesejtek elpusztulnak. Az exotoxin-A
képes megakadalyozni a tumor nekrozis faktor (TNERLO, IL-6 és IL-8 felszabadulsat is
(Morlon és mtsai, 2009).

[1.1.1.2. Acinetobacter baumannii

Az Acinetobacter gnusba tartozd fajok tobbségét csak genotipizatddiszerrel lehet
elkiléniteni. Klinikai szempontbdl a legjeléstebb fajai azAcinetobacter calcoaceticus
baumanniikomplex tagjai, melyek gyakran izolalhatok infekdidl. Ebbe a csoportba négy
species tartozikA. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobaajenospecies 3A( pitti) és az
Acinetobactegenospecies 13TIWA( nosocomialis(Nemec és mtsai, 2011). Az baumannii
jol elkllonithed az emlitett harom fajtol azaltal, hogy kromoszdGesdl hordoz egyp-
laktamazt kodoldlaoxasi-ike g€nt. A normal fléra tagjakéntaodrdulhat azA. Iwoffii, az A.
johnsoniiés aZzA. junii is (Peleg és mtsai, 2008).

A legnagyobb egészséguigyi problémat a multirezisztgnultidrug resistant, MDR) és a
kiterjedten rezisztens (extensively drug resistAmR) A. baumanniiltal okozott fetizések
jelentik. Az ilyen torzsek jellegzetessége a jelsennérték klonalitas, az elhizodo kérhazi
jarvanyok hatterében az esetek tobbségeben nél@mylk Eurdpaban az elmult évtizedben
harom epidémias kion elterjedését igazoltak: Eurkide | , Eurdpai kién Il és Eurdpai kidén
[l (EU 1, EU Il illetve EU llI; Peleg és mtsai, P8; Zarilli és mtsai, 2009). Diancourt és
munkatarsai altal végzett multi-lokusz szekvendgmzdélas (multilocus sequence typing,
MLST) alapjan a korabbi EU I, EU Il és EU Ill klokaa CC1, CC2 és CC3 komplex
klébnoknak felelnek meg (Diancourt, 2010).
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Az A. baumanniicsillétlan coccobacillus, sporat sem képezP Aaeruginosanoz hasonldan
hosszU ideig képes perzisztalni kérhazi kérnyezetimeely a biofilm képé tulajdonséaga
mellett a szarazsagésének is koszonlet(Peleg és mtsai, 2008). AA. baumannii
virulencia mechanizmusai jelen pillanatban még kesgéismertek. A human epithelialis
sejtekhez, valamint abiogén fellletekhez (példaiéter) fimbridk vagy poliszacharid tokja
segitségével kétik. Az adhéziot kovéen, a baktérium polt-1-6-N-acetil-glik6zamint
(PNAG) termel és szekretal, mely exopoliszachandkéntos eleme a biofilm képdésének.

A sejtfelszini adhéziot, valamint a biofilm kéjugst az OmpA kits membran protein is
segiti, ami hozzajarul még az epithelialis sejtekiseért invazidhoz is. Ez a fehérje a sejtek
apoptozisat képes indukalni a proapoptopikus mddékijcitokrom C) és az apoptodzist
indukalé faktorok felszabadulasan keresztiul, amiresedményeképpen karosodnak a
kilonbo®d eukaridta sejtek (HelLa, Hep-2, Cos-7, makrofagokrqueira és mtsai, 2011).
Mindezek mellett az OmpA részt vesz a szérumrexmisia kialakitdsaban azdltal, hogy
kolcsonhatasba 1ép az alternativ komplement utvazalubilis inhibitoraival, amelynek
koszonheten a baktérium elkertli a komplement-medialt 0léAt. szérumrezisztencia
kialakitAsaban szintén fontos szerepet jatszikpapbliszacharidja is. Bizonyos torzsek
poliszacharid tokkal is rendelkeznek, mely védi Az baumannit a gazdaszervezet
immunvélaszaval szemben. A kolonizaciot és az adhkaveten, a ferdzést fenntartasat és
a baktérium sztvetekben vald terjedését a fos#ntip (C és D) teszik leR@te. Az OmpA
mellett a foszfolipaz D is fontos szerepet jatszikzérumrezisztencia kialakitasaban, mig a
foszolipaz C fokozza a hamsejtekre gyakorolt citiktios hatast (Antunes és mtsai, 2011). A
baktérium kil membran vezikuldkat (outer membrane vesicle; O&flez, amelyek ks
membranbdl, periplazmatikus fehérjékbfoszfolipidektdl és LPS-bol allnak. Az OMV
kolcsbnhatasban lép a plazma membranba6 lgwraftokkal, majd virulencia faktorokat
(példaul OmpA) juttat a gazdasejt belsejébe, sithakozva ezzel (Jin és mtsai, 2011).
Tovabba képes antibiotikum rezisztencia gének uéllaoxaz4-ikd horizontalis transzferére
is, melynek koszonhé&tn hozzajarul az antibiotikum rezisztencia terjétiéz azA.
baumanniitérzsek k6zott (Rumbo és mtsai, 2011).

A koérokozo6 nagy affinitasu vasfelvételi rendszemedelkezik, melyben a rendszert alkoto
elemek a polimer vas-oxi-hidroxidokat szolubilisskalatokkd (2,3-dihidroxi-benzoesav,
DHBA) alakitjdk at. A DHBA rendszeren kivil a&. baumanniiegy pirokatekin tipusu
szideroférral (acinetobactin) is rendelkezik (Bra@®04). A vas altal szabalyozott kails

membran fehérjék sziderofor receptorkeérikidnek, melyek felismerik és megkétik a vas-
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kelatokat (Braun, 2004). A fent bemutatott ismecetdlenére még mindig nem teljesen

tisztazott a fetizés patogenezisében résztv@irulencia faktoroknak a szerepe.

[1.1.2. A nem fermentald nozokomialis Gram-negativbaktériumok altal okozott
fert6zések kezelése

Az empirikus terdpia soran hatadsosak velik szem&aenaminoglikozidok (amikacin,
gentamicin, tobramycin), a karbapenemek (imipeneneropenem), a fluorokinolonok
(ciprofloxacin). A P. aeruginosaemellett érzékeny lehet még széles spektrumu iiemic
szarmazeékokra és cefalosporinokra (ceftazidim poefe(EUCAST, 2015).

A karbapenemek (imipenem, meropenem, doripenengékes spektrumud aktivitdsuknak,
valamint a B-laktamézokkal szembeni stabilithsuknak kdszdsdret a legfontosabb
antimikrobialis szerek az MDRR. aeruginosaés MDR A. baumanniialtal okozott sulyos
fertézések kezelésében (Khuntayaporn és mtsai, 201#)kédx6do karbapenem hasznalattal
parhuzmosan megjelentek a karbapenem rezisBteasruginosasA. baumannittrzsek is.

A karbapenem rezisztens térzsekkel szemben gyakéarcsak a polymyxinek hatasosak. A
helyzet sulyossagat j0l mutatja, hogy egyre tobdpokdan fordul & panrezisztens torzs,
melyekkel szemben a polymyxinek sem nyujtanak n&teimet (Montero és mtsai, 2013;
Moskowitz, 2012).

11.2. Az aminoglikozid antibiotikumok

[1.2.1. Az aminoglikozidok kémiai szerkezete

Az el aminoglikozidot 1944-ben Schatz és Waksman fedittemelyet aStreptomyces
griseusbal izolaltak (Schatz, 1944). Azonban a kialakidzisztencia miatt megindult az
aminoglikozidoknak a fejlesztése, és az 1970-e& év@n sorra jelentek meg az Ujabbnal
Ujabb természetesen 6&rduld aminoglikozidok és szemiszintetikus szarékak
(netilmicin, dibekacin, amikacin, kanamycin, geni@m tobramycin) (Brogden, 1976; Lode,
1972).

Az aminoglikozidok egy konzervalt aminociklitol (arfeggyakrabban 2-deoxistreptamin)
gyiriabél allnak, melyhez kulénbé&@zaminocukrok kapcsolédnak a 2-deoxistreptamin xidiro
csoportjain keresztil. A glikozidos kotés elhelyedése alapjan a Kklinikailag jelést
aminoglikozidok 4,6-diszubsztitualt 2-deoxistreptamcsoportba tartoznak (amikacin,
gentamicin, tobramycin, netilmicin, arbekacin). &keptomycin és spectinomycin annyiban

tér el a tobbi aminoglikozidtdl, hogy a streptormycrdzaban centrlisan egy streptidin
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molekula helyezkedik el, mig a spectinomycin nemtatmaz aminocukrokat (1. abra;
Chittapragada, 2009).

e 0 g NJ‘\U/\VMHE M HO MN
? CH! HO "o HiC Hﬂom H;
a Ha 2H,50, HEN NH?

Amikacin Gentamicin
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Tobramycin Streptomycin
1. abra

Az aminoglikozidok kémiai szerkezete

[1.2.2. Az aminoglikozidok hatasanak mechanizmusa

A bakteridlis sejtekbe val6é bejutds harom lépésiadsul meg. A Gram-negativ baktériumok
kils6 membranjan tortén athaladasuk soran, azésrpolaros jellegiknek kdszdnbenh
felbontjak a szomszédos lipopoliszacharid molekwtékotti Mf™ hidakat. Mivel a nagy
molekula méretik miatt nem képesek a porin csakom&eresztil atjutni, ezért a masodik
|épés - a citoplazma membranon toéérthaladas - energia igényes folyamat. Ezt a séhess
meghatarozo6 folyamatot gatolhatjak a kétédrtkitionok, hiperozmolaritas, az alacsony pH és
az anaerob korilmények. A harmadik lépésben, anmtée energiaigényes folyamat, a
citoszolban a riboszoma 30S alegységéhezodk@ (16S rRNS) interferalnak a
fehérjeszintézissel, mely soran téves transzldold@znak és iiikodésképtelen fehérjék
képddnek. Ez a lépés a membran karosodasat is eredmgmygelynek koévetkeztében
tovabbi aminoglikozidok jutnak be a bakterialis tekpe. A sejtekben megnévekedett
aminoglikozid koncentracid, valamint aikbdésképtelen fehérjéknek a szintézise egyiittesen
a baktérium pusztuldsahoz vezetnek (Mingeot-Ledqgle999). Baktericid hatasuk mellett
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posztantibiotikus hatas is megfigyeltietA sejtfalszintézist gatlo antibiotikumok hatasat
potencirozzak.

Mind Gram-negativ, mind Gram-pozitiv aerob és fetiv anaerob baktériumok ellen
hatasosak, minE. coli, Salmonella spp., Shigella spp., Enterobaspp., Citrobacter spp.,
Proteus spp., Klebsiella spp., Morganekpp., Staphylococcus spfayengén hatnak a
haemophilusokra, mycoplasmakr@erratia sspre (Vakulenko és mtsai, 2003). Mivel az
aminoglikozidok csak aerob moddon hatnak, ezért aaemb baktériumok intrinszik
rezisztenciaval rendelkeznek velik szemben. A &imypcint és az amikacint masodvonalbeli
antituberkulotikumként is alkalmazzak (Brossierl @)

Ordlisan adva rosszul szivédnak fel, viszont joOlszalbbedlodnak a hashartyardl, a
pleurdirbél, az izlletekBl és a hamfosztottdorél. JOl oszlanak meg az extracellularis térben,
kiveve az Uvegtestet, a liquort, a léguti valadeito&s az epét. Glomerularis filtracidval
valasztédnak ki a vesén keresztul. Valamennyi agiikazid nefrotoxikus (reverzibilisen),
ototoxikus (irreverzibilisen) és neurotoxikus (Vénko, 2003; Prayle, 2009).

[1.2.3. Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztenciaechanizmusok

Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia kialdkti tobbféle mechanizmus
eredményezi: enzimatikus modifikacio, csokkent membpermeabilitas, a 16S rRNS
metilacidja, a riboszomalis proteinek, illetve SSIBRNS mutaciodja, valamint az aktiv efflux.

[1.2.3.1. Enzimatikus modifikacid

Klinikai szempontb6l a legfontosabb rezisztencidma@mizmus az aminoglikozidok
enzimatikus modifikacioja. Az aminoglikozid modiéikd enzimeknek harom tipusa ismert:
aminoglikozid acetiltranszferazok (AAC), aminogl#od foszfotranszferazok (APH) és az
aminoglikozid nukleotidil-transzferazok (ANT). Ezekz enzimek egy funkcidos csoport
atvitelét katalizaljdk az aminoglikozidokban takfilh amino- és hidroxil-csoportokra
(acetilacio, foszforilacio, adenilacid), melyneleeményeképpen a target rRNS-hez tdrtén
kotodés elmarad (Shaw és mtsai, 1993).

Az acetiltranszferazok [AAC(1’); AAC(2’); AAC(3')AAC(6’)] az acetil-CoA-bdl szarmazo
acetil-csoport atvitelét katalizljak az aminoglikib amino-csoportjara (Houghton és mtsai,
2010; Tolmasky, 2007). A 6’-N-acetiltranszferdz IMpusat (AAC (6)-1b) mutattédk ki
legebszor baktériumban. Az enzimet kodaac(6)-Ib génhordozas gyakoRseudomonas
ssp., Acinetobacter ssps Gram-negativ bélbaktériumé&krében (Ramirez és mtsai, 2013;
Cho és mtsai, 2009; Coelho és mtsai, 2012). aae(6)-Ib gén rezisztenciat biztosit a

tobramycinnel, amikacinnal, netilmicinnel és sisomnel szemben (Shaw és mtsai, 1993), a
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varidnsa, aaac(6)-Ib-cr pedig - a piperazinil-csoport N-acetilezéséveiprafloxacinnal és
mas fluorokinolonokkal szemben is (Park és mt€2062. Azaac(6)-1b-crés azaac(6)-lIbkét
aminosav cserében tér el egymastol (Trpl02ArgivaéleAspl79Tyr) (Robicsek és mtsai,
2006). Gyakran kinolon rezisztencia génekkgirQ1, gnrB2, qnrB4, qnrB6, qnrB10, gnrS1,
qnrS3 vagy B-laktamaz genekkelb{acrx-m-1 blactx-m-14 blactx-m-15 blacTx-m-24 blapha-1,
blashy-19 egytitt fordul e a killénbds integronok vagy transzpozonok variabilis régidjaba
(Stravilehitz, 2009). A masik jelefg enzimcsoport az AAC(3')-I, melyek iz rezisztencia
spektrummal rendelkeznek (gentamicin, fortimice®pnban szintén gyakran megtalalhatéak
a Gram-negativ baktériumokban. Az AAC(3)-I enzimalkédlentétben az AAC(3)-1l enzimek
mar a gentamicin mellett, a tobramycinnel, dibetkaal és netilmicinnel szemben is
rezisztenciat biztositanak (Wright, 1999). Hasondaisztencia profillal rendelkeznek az
AAC(2)-1 enzimek is. Ebfordulhat, hogy a génkazettak kdzoétt fuzid jon détilyenkor
tobbfunkcidos enzimek jonnek Iétre. llyen e8kteloszor 2002-ben szamoltak be.
aeruginosandl, amikor is az I. tipusu integronban désac(3’)-1b ésaac(6’)-Ib géneknek a
fuzidja egy szélesebb rezisztencia spektrumot égeicin, fortimicin, amikacin, kanamycin,
tobramycin, netilmicin, dibekacin) eredményezettuljbis, 2002). Hfordulhat fazio
kilénb6d funkcids csoporton hatd enzimek esetében is, igyram-pozitiv baktériumok
korében elterjedtaac(6')-le-aph(2")-la bifunkciés enzim, amely a legtébb klinikumban
alkalmazott aminoglikoziddal szemben rezisztendidtosit. Ez a rezisztencia olyan
nagymeértéek, hogy mas antibiotikumokkal mutatott szinergistddsa teljesen elvész (Smith
és mtsai, 2014).

Az aminoglikozid foszfotranszferazok [APH (27); AR®); , APH(3"); APH(4); APH(7");
APH (6) és APH (9)] az ATP foszfat csoportjanakitaétét katalizaljak az aminoglikozid
hidroxil-csoportjara (Wright, 1999). Az APH(3")-Iséaz APH(2")-II foszforilaz enzimek a
Gram-negativ kérokozokban fordulnakéelaz APH(3)-Ill enzimek pedig a Gram-
pozitivakban, dleg a S. aureus és E. faecalis torzsek korében. Az APH(3)-VI
foszfotranszferazok dldlegesen azAcinetobacter spp.fordulnak eb és rezisztenciat
biztositanak az amikacinnal, kanamycinnel, neormglinparomomycinnel és gentamicinnel
szemben. Az APH(3"), APH(4) és APH(6) enzimekdésteban az aminoglikozid terndel
Streptomycesfajokban talalhatbak meg, azonban klinikai jebsggik jelenleg nincs
(Vakulenko és Mobashery, 2003).

Az aminoglikozid nukleotidil-transzferazok [ANT(2”) ANT(3"); ANT(4"); ANT(6);
ANT(9)] nukleotid atvitelét katalizaljak, ATP jel&tében adenilaljak a szerek egyik hidroxil-
csoportjat. Klinikai szempontbdl az ANT(2”) és ANIY enzimek a legfontosabbak (Wright,
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1999). Az ANT(2")-l1 enzimek nem fermentalé6 Gram-aty baktériumokbarR. aeruginosa,

A. baumani), valamint a bélbaktériumokban fordulnak és a gentamicinnel, tobramycinnel,
kanamycinnel, dibekacinnal és a sisomicinnel szemibiztositanak rezisztenciat (Kotra,
2000; Shaw, 1993). Az ANT(4)-l nukleotidiltranszéeok elgsorban Gram-pozitiv
baktériumokban Staphylococcus ssp., Enterococcus ssp., Bacillpg gannak jelen és az
amikacinnal, tobramycinnel és dibekacinnal szembigtositanak rezisztenciat. A klinikai
izolatumok korében nagyon gyakran kimutathaté azZlT@&)-I enzimeket koédoléaant(3”)-I
gének, melyek a streptomycinnel és spectinomyciapeinben eredményeznek rezisztenciat,
azonban klinikai szempontbdl ezek is kevéssé rakalg mivel ezeket a szereket ma mar
ritkan alkalmazzék (Tolmasky, 2007; Vakulenko édbistehery, 2003; Shaw, 1993).

Az aminoglikozid rezisztencia gének integronok@mt(2”)-la; aac(6’)-1b), plazmidokon
(ant(4’)-1, aac(3)-11g vagy transzpozonokbar{t(4’)-11b) integrélva helyezkedhetnek el, ami
a multirezisztencia gyors terjedését segttifajokon belil, valamint killdnbézfajok kdzott
(Gallego és Towner, 2001; Sabtcheva, 2003; Scha®29).

[1.2.3.2. 16S rRNS metilazok

Az aminoglikozid rezisztencia Uj mechanizmusakéftt 116S rRNS metilazt (armA) 2002-
ben ebszor Lengyelorszagban talaltak meg egyrobacter freundiiklinikai izoldtumban
(Szymaski, nem publikalt eredmény; génbanki azonosit658B415). Ezt kovéen 2003-
ban mar aP. aeruginosaés K. pneumoniagtrzsekben is ki lehetett mutatni (Galimand és
mtsai, 2003; Yokoyama és mtsai, 2003). A 16S rRN8Q5 szakaszanak poszttranszkripcios
modositasaval azarmA altal kdédolt metilaz széles Kbrrezisztenciat biztosit a 4,6-
diszubsztitualt deoxistreptamin tartalmd aminogtikkokkal (amikacin, gentamicin,
tobramycin, kanamycin, netilmicin) szemben, viszonéem véd a streptomycinnel,
neomycinnel és paromomycinnel szemben (Doi és Avak2007). AzarmAgén egy Tn1548
transzpozonon talalhatd, ezért a horizontalis géstfer révén gyorsan disszeminélodik
(Bogaerts és mtsai, 2007). Kéb tovabbi 6t () 16S rRNS metilazt kdédol6 gént fadk fel a
Gram-negativ baktériumok korében. AmtB-t Japanban &erratia marcescensen irtak le,
mely 82%-0s aminosav szekvencia azonossagot muni#t-val, melyet szintén Japanban
irtak le (Yokoyama és mtsai, 2003). Ez a gén egymereti, transzferabilis plazmidon lév
T3-szefi transzpozonon talalhatd (Doi és Arakawa, 2007).rAC metilazt aP. mirabilis
klinikai torzsben mutattak ki. AmmtD génhordozas igen jel€ist aP. aeruginosazolatumok

korében (Doi és Arakawa 2007). A metilazokat kodgpdek nagyon gyakran fordulnak el
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B-laktamazt kodolé génekkel egyitt, mint péld&ldcrx-v, blaspm-, blasyy (Samuelsen és
mtsai, 2011; Hopkins és mtsai, 2010).

A horizontalis géntranszfer révén gyorsan disszamdnak ezek a gének a kulonBoz
baktérium fajok korében Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Acinetobactesp.,

Enterobacter cloacae, Salmonella enterica, Shigidbaneri)Nyugat— és Kelet-Eurépaban.

[1.2.3.3. Nem enzimatikus mechanizmuson alapul6 réztencia

Az effluxon alapuld rezisztencia leggyakrabban rfenrmentalé baktériumok esetén fordul
el (P. aeruginosa, A. baumanhiiAz efflux pumpék 6td csoportjat kilénboztetjuk meg:
MFS (major facilitator superfamily), az SMR (smatultidrug resistance), ABC (ATP
binding casette), a MATE (multi-drug and toxic cayapd extrusion) és az RND (resistance-
nodulation-division) (Sun és mtsai, 2014). A Graegativ nem fermentald baktériumok
korében az RND rendszer a fékelleggyakrabban a multidrug rezisztencia kialakités
Egyes pumpak porinokkal komplexet alkotva fejtikhkitasukat (Fernando és Kumar, 2013).
Az aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia kialakébanP. aeruginosaesetében fontos
szerepe van a MexXY-OprM pumpa tdltermelésének, ymal mexXY gén fokozott
expresszidja réveén valosul meg. Ennek a génnek@aessziojat indukalja az aminoglikozid
hasznalat, amelynek eredményeképpen nem csak amnoglikozidok, hanem mas
antibiotikumok, mint példaul a lll. és IV. generdgicefalosporinok (cefotaxim, cefepim), a
fluorokinolonok (levofloxacin, ciprofloxacin), tetcyclinek, valamint karbapenemek is
kipumpalddnak, ezaltal a velik szembeni reziszteiscfokozddhat (Poonsuk K, 2013). Bz
coli esetében a rezisztenciaért az AcrD transzpotfielelds. Az efflux fehérjét kédol@crD
gén a mexXY génhez hasonléan, rezisztenciat alakit ki amikatjnmentamicinnel,
tobramycinnel, kanamycinnel és streptomycinnel smamRosenberg és mtsai, 2000; Shidu,
2012). AP. aeruginosaesetében tovabbi négy olyan gént talaltak még@G rplY, mexZ
galU), amelyeknek a funkcionalis zavara kovetkeztélmoZddott az aminoglikozidokkal
szembeni rezisztencia. AplY gén &ltal kodolt L25 riboszomalis fehérje a ribimsAlis
transzlaciot biztositja stressz hatasa alatttpA¥ gén inaktivalédasa az MexXY-OprM efflux
rendszer expressziodjat kis mértekben fokozta (Etg&2007; Poonsuk K, 2013).

Az UDP-gliikoz pirofoszforilazt (a glikdz-1- foszfatalakulaséat katalizalja UDP-glik6zz4,
amely nélkulozhetetlen a teljes LPS Kilmagjanak szintéziséhez) kodajalU génnek az
inaktivaciéja magas sziint rezisztenciat eredményezett az amikacinnal, geotanel,

tobramycinnel, netilmicinnel és kanamycinnel szeml# nuoG gén csendesitése cstkkent
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aktiv transzporthoz vezetett, ezaltal fokozodotaarnoglikozidokkal szembeni rezisztencia
(El'Garch, 2007).

A M. tuberculosisesetében a streptomycinnel szembeni reziszterzci@12 riboszomalis
fehérjében bekovetkézavagy a 16S rRNS primer szerkezetének megvaltosiediményez
mutécioval magyaradzhaté (Finken, 1993). Salmonella Typhimuriunesetében az S4
riboszomalis fehérjében bekdvetkemutacidé ad streptomycin rezisztenciat (MaisnigirRa
2002).

11.3. A karbapenem antibiotikumok

[1.3.1. A karbapenemek kémiai szerkezete

Az 1960-as évek végén megjetemakterialis p-laktamazok a penicillin hatékonysagat
fenyegették, ezért megindultBalaktaméazokkal szembeni inhibitoroknak a keresézeelsh
B-laktamaz inhibitort 1976-ban Brown és munkatarfeaiezték fel, mely &treptomyces
olivaceusaltal termelt olivansav volt (Brown, 1976). A kémiastabilitasa, valamint a
baktérium sejtekbe val6 gyenge penetracioja miktlmatlan volt terapias célra (Brown,
1976). Késbb tovabbi két mésik-laktamaz inhibitort sikerilt azonositani, a kledngavat
(Streptomyces clavuligerugy a tienamycin(iStreptomyces cattleyanelyek kdzul az utébbi

a mai karbapenem antibiotikumok analégjaul szolgéigytlet.

A karbapenemek (imipenem, meropenem, ertapenem ogégpedem) B-laktam tipusu
antibiotikumok, ezért az alapvazuk hasonlit a plimekéhez, 4 vagy 5 kondezdltlaktam
gyirabol allnak, melyben a penicillinek kén atomjat széhybttesiti a C-1 pozicibban, ami a
karbapenemek széles spektrumaért, valamalaktamazokkal szembeni stabilitasért felel. A
C-2 és C-3 kozott egy kéd kotés talalhatd. A tienamycin hidroxietil oldaiténak
sztereokémidja hatarozza meg a karbapenemek &kavjt emiatt mag-laktdmokkal
0dsszehasonlitva egyedinek szamitanak (Papp-Wadlsic011).

Az ertapenem szerkezete annyiban tér el az imipéerds a meropenent#t hogy egy
meta-helyzdt benzoesav szubsztituenst tartalmaz (2. abra). Ezubsztituens kritikus
szerepet jatszik a farmakoldgiai és antibakteriilidas kialakitasaban: az aromadirgy
noveli az ertapenem molekulasulyat, lipofilitasghellett egy tovabbi karbonsav csoporttal is
rendelkezik. Farmakologiai szempontbdl ez magasnmdafehérjekdidést és hosszabb
plazma felezési itt eredményez, ami lelisté teszi a napi egyszeri terapias dozisban valo
alkalmazasat. Az antibakterialis hatasat tekintegésbé hatékony, mint az imipenem és a
meropenem, mivel a periplazmatikus térben a kom&eidja joval alacsonyabb. Ennek az

egyik magyarazata az lehet, hogy az ertapenem @mi@llege miatt a specifikus porin
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(OprD) altal képzett csatornan keresztil nehezelpltelne a periplazmatikus térbe. A masik
magyarazata pedig az lehet, hogy az ertapenem gabbsztratként funkcional az efflux

pumpak szamara (Hammond, 2004).
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2. abra

A karbapenemek kémiai szerkezete

[1.3.2. A karbapenemek hatadsanak mechanizmusa

A karbapenemek a bakteridlis sejtfal szintéziséblgk azaltal, hogy egy vagy tobb
kilonbod penicillinkét proteinhez (penicillin binding protein, PBP) &dhek, melyek a
transzpeptidacioért felédek (transzglikolaz, transzpeptidaz, karboxipepgliddpeptidoglikan
szintézise soran. Mivel a karbapenemek nehezemndifiinak at a bakteriélis sejtfalon, ezért a
kilsd membrén fehérjék altal alkotott csatorndkon ketggputer membrane proteins, OMP)
- ma&s néven porinok - jutnak be a baktériumokbar(bez L, 2008). A porinok két
strukturdlis tulajdonsaggal jellemezbek. A pozitiv tolté8 bazikus létra utat biztosit a
negativ toltés vegyuletek szamara az altala képzett csatornaémentig a periplazmatikus
tér végen talalhatd negativ toliésseb pozitiv toltéds szubsztratok kédését teszi lehévé.
Ennek a szerkezetnek koszoriteet képesek a baktériumok a bazikus aminosavaktééré
(arginin, hisztidin, lizin és ornitin) (Catel-Fema, 2012). A karbapenemek a periplazmatikus
térbe kertlve irreverzibilisen acilaljak a PBP-kgdtolva ezzel a transzpeptidaciot, valamint a
peptid oldalldncok kozotti keresztkotések kialakata A sejtfalszintézis egy dinamikus
folyamat, mely soran a kéfdés és az autolizis egyszerre zajlik. Amikor a RBF&tlddnak,
akkor az autolizis folytatodik, ami a peptidogliksrerkezetének meggyenguléseéhez vezet és
az ozmotikus nyomas kovetkeztében a sejtek szét¢Bapp-Wallace KM, 2011).

A tObbi B-laktammal ellentétben a karbapenemek posztankbmtatassal rendelkeznek és
széles spektrumuak, a legtoptaktaméaznak ellendlinak (Nadler és mtsai, 1982n&gista
hatast mutatnak aminoglikozidokkal kombinalva (Taanms mtsai, 2012). Korabban
hatasosak voltak a legtobb Gram-pozitiv és Granatiegerob és anaerob baktériummal

(kivéve Stenotrophomonas maltophilia, Clostridium difficilenycoplasmak, chlamydiak,
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rickettsiak, bartonelldk) szemben, azonban a stteregisztencia terjedése korlatozza a
hasznalatukat. Mara mar hatastalanokka valtak aSMial, multireziszten®. aeruginosa-
val, XDR és panrezisztens. baummannival, valamintE. faeciumamal szemben (Gales és
mtsai, 2003; Gupta és mtsai, 2011; Falagas és,n23a4; Higgins és mtsai, 2010). Mivel a
gasztrointestinalis membranokon nem tudnak atjetrgst intravénasan (imipenem-cilastatin,
meropenem) vagy intramuscularisan (ertapenem)dkell alkalmazni a terapidk soran (Nix
D, 2004; Rodloff, 2006). Az imipenemet a vese dedpéptidaza lebontja, ezért az ezt gatld
cilastatinnal kombinaljak, hogy az emberi szerveeetbiztositsak a stabilitasat (Nilsson és
mtsai, 1991). A Gram-negativ baktériumok altal akbmeningitis kezelésében a meropenem
bizonyul hatdsosank, mivel képes a gyulladt merkerekeresztll bejutni a liquorba.
Tovabbi tulajdonsagaik kozé tartozik, hogy az extegmmel szemben a fehérje ddi#sik
kicsi, szbvetekben, testfolyadékokban jol oszlamag. Kivalasztédasuk a vesén keresztil,

glomerularis filtracioval torténik (Zhanel és mts2d07).

[1.3.3. A karbapenemekkel szembeni rezisztenciameahizmusok

A karbapenemekkel szembeni rezisztenciamechanizmhétberében §-laktamaz termelés,
a porinok vagy a PBP-k megvaltozasa, valamint mxepumpak niikodése allhat. Ezek a
mechanizmusok 6nmagukban vagy ezek kombinaciéi sagainti rezisztenciat
eredményeznek a karbapenemekkel szemben bizonkt&ibenfajok esetében, mint példaul
K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumarfhimansky, 2002; Menna, 2006; Rodriguez-
Martinez, 2009).

11.3.3.1. p-laktamaz termelésen alapulo rezisztencia

Az Ambler-féle rendszer alapjanfadaktamazok négy filogenetikai csoportjat kilontsdgik
meg (A, B, C, D). Az ,A” csoportba (TEM, SHV, KPGES) a penicillinaz aktivitassal
rendelked enzimek tartoznak. A ,B” csoportot a metafidaktamézok (VIM, IMP, NDM), a
,C” csoportot az AmpC tipusu cefalosporinazok (Am@B1Y, ACC, MOX, LAT), és a ,D”
csoportot az oxacillindzok (OXA-23, OXA-24, OXA-40XA-48, OXA-51, OXA-55, OXA-
58) alkotjak (Ambler, 1991). Karbapenemaz aktist#isaz ,A”, ,B” és ,D” csoportok tagjai
rendelkeznek.

A plazmidon kodolt KPC tipustK(ebsiella pneumoniaecarbapenemase) karbapeneméazok
gyakran fordulnak él a K. pneumoniaeizolatumok korében (Mathers, 2011). Ezek az
enzimek széles szubsztrat spektrummal rendelkefqaghapenem, oximino-cefalosporinok,
cefamycinek), ezért a karbapenemek mellett rezis@e biztositnak még az 0Osszes

penicillinnel és cefalosporinnal szemben is (Papgdiace, 2010).
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A GES enzimek a KPC enzimekhez hasonldan szintékndder ,A” csoportba tartoznak és
plazmidon hordozott integronon kdédoltak. Ez aldlédtelt képez aZ. coliban talalhato,
kromoszomalisan kédolt GES-7 enzimPAaeruginosaGES-2 tipusu karbapenemazt termel,
mely a GES-1-6l pontmutacioval kepidott. A 69. és 238. pozicibban cisztein gyokoket
tartalmaznak, aminek eredményeképpen diszulfid Kaid&épeznek és nagy affinitassal
hidrolizaljak az imipenemet és meropenemet (Radl8g7). Béta-laktam inhibitorokkal nem
gatolhatoak.

A metallof-laktamézok abban térnek el a toBHaktamaztél, hogy Zfi ionokat hasznalnak
ap-laktamok inaktivalashoz, mig az ,A”, ,C” és ,D” oport tagjainak aktiv centruma szerint
tartalmaz. A karbapenemekkel szembeni rezisztekiaiakitasdban fontos szerepe van az
IMP, VIM, és az NDM enzimeknek. Azket kodolé gének integronon (IMP, VIM) és
plazmidon (NDM) helyezkedhetnek el. Széles szubszépektrummal rendelkeznek és
karbapenemek mellett szinte mindeprlaktamot képesek bontani. Klavulansavval,
sulbactammal és tazobactammal nem géatolhatéak,ontisEDTA-val (etilén diamin
tetraecetsav) igen (Bush, 2010; Haruta, 2000).MR-L-et és a VIM-1-eP. aeruginos&eban
detektaltak dlszor (Watanabe, 1991; Lauretti, 1999), azonban raa magyon elterjedtek
Eurépaban és szamos faj termeli ezeRetb@umannii, K. pneumoniae, Citrobacter, E. coli,
S. marcescens, S. flexnstb.)

Az NDM termeb torzsek a klinikkumban hasznalt 6sszes antibiotikain szemben
rezisztensek, kivételt képez a tigecyclin és dalist

A ,D” csoport legfontosabb és a legnagyobb alcstygib(2df) karbapenem-hidrolizalp-
laktamaz (carbapenem-hydrolyzing class pBactamases, CHDL) enzimek alkotjak. Az
aminosav homoldgia alapjan harom csoportba léket sorolni: OXA-23, OXA-24 és OXA-
58. Jellegzetességik, hogy az imipenem és meropemahatt bontani képesek a tobpx
laktamaz szamara hozzéaférhetetlen oxacillint issfBl998), de az aztreonamot némvitro
gyengén gatolhatdéak klavulansavval és EDTA-val.kEifdeg az A. baumannira és aP.
aeruginosara jellemz enzimek, melyek legtdbbszor plazmidon kodoltak. @XA-51
intrinszik, kromoszomalisan kodolt enzim @ baumanniiesetében, ami nem mindig
expresszalodik (Turton, 2006). Az OXA-51 enzimekbhbi felsorolt enzimmel ellentétben
gyengébben hidrolizaljadk karbapenemeket. A karbampenezisztencia csak akkor hozhaté
osszefliggésbe az OXA enzimeket kddold géneknekdbhasavallflapxa-23-ike Dlaoxa-51-iike
blapxa-ss-ikg, ha Blik 5 iranyban ISAba (1, 2, 3) inzercios szekvensian jelen, mely
promoterként rakddik (Turton, 2006).

21



11.3.3.2. Megvaltozott porin és penicillinkd® protein termelésén alapulo rezisztencia

A PBP fehérjében bekodvetkiezmutacidé, vagy a PBP transzkripciojanak csokkenése
karbapenem rezisztenciahoz vezethet (Giske, 2@08®). aeruginosaesetében magas sZint
imipenem és meropenem rezisztencia figyélhmeeg, ha az OprD mRNS szintje cstkken és
az OprD strukturdlis génjén belll mutacio (nukldatizercio vagy delécid) alakul ki. Ennek
eredményeképpen kereteltolédas vagy transzlawpgén létre, ami OprD inaktivalddasahoz
€s egyiddj elvesztéshez vezet a kéilslembranban. Ez azt jelenti, hogy a karbapenem nem
lesz képes bejutni a periplazmatikus térbe az Gpédya miatt (El Amin, 2005; Xavier és
mtsai, 2010). Az OprD szerepe még nem teljeseratiet a karbapenemmel szembeni
rezisztencia kialakitasaban, ugyanis egy () tanoimazerint az OprD deficiencia bar
megemeli a minimalis gatlo koncentracio értékéem maindig vezet klinikai rezisztenciahoz
(Ocampo-Sosa, 2012).

Az A. baumanniiesetében egy karbapenem-asszocialt OMP, mas n€sed protein,
elvesztése eredményez karbapenem rezisztenciainlbamédon az OprD-hez. A kidls
membranban a CarO expressziojanak megvaltozas&esgdlaz imipenem penetracidjat a
baktérium sejtekbe. A meropenemmel szembeni rezisizt hatterében viszont a CarO-nilév
meropenem-k@helynek az elvesztése all (Catel-Ferreira, 201%).AA baumanniia CarO
protein mellett rendelkezik még edseudomonas is jellems OprQ-szei fehérjével is,
ami OprD-vel homoldg szerkezetde antibiotikumokkal szembeni rezisztenciat ndakit

ki, azonban a P& -nak és M§" - nak a felvételét biztositja stressz allapoth@atél-Ferreira,
2012).

11.3.3.3. Effluxon alapulé rezisztencia

A MexEF-OprN efflux pumpa rendszer B. aeruginosagenomjaban talalhatd, mely
rezisztenciat biztosit a fluorokinolonokkal, klorfemikollal és a karbapenemmel (imipenem)
szemben is, emellett negativan befolyasolja a la@okvirulencigjat, mert ezt a pumpat
expresszaldo nfxC mutans torzsek kevesebb extrémédiuvirulencia faktort (piocianin,
elasztaz, rhamnolipidek) termelnek (Kholer és mt3@d1). Ennek az a magyarazata, hogy a
MexEF-OprN efflux pumpa taltermé&désének eredményeképpen joval kevesebb 3-oxo-C12-
homoszerin lakton szekretalodik, ameajyorum sensingszignalként rikodve fokozza a
virulenciafaktorok expresszidjat (Evans és mts&98). Az antibiotikumokkal szembeni
rezisztencia mértekét aexEF-oprN operon transzkripciojanak meértéke hatarozza meg
(Kohler, 2001).
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A legszélesebb szubsztrat spektrummal a MexAB-OeffMix pumpa rendszer rendelkezik,
mely a fent emlitett antibiotikumokkal szembeniisetencia mellett a karbenicillinnel,
ceftazidimmel, moxalaktammal, aztreonammal, merepenel, ferdtlenitoszerekkel eés
dezinficiensekkel szemben is rezisztenciat biztddasuda és mtsai, 2000). AexAB-oprM
operon jeleritsen hozzajarul aP. aeruginosa antibiotikumokkal szembeni intrinszik
rezisztenciajahoz (Kholer és mtsai, 2001). A MexOpr) és a MexAB-OprM efflux pumpa
rendszerek képesek a novobiocint, cefsulodint é®moxefet is kipumpalni a baktérium
sejtektdl (Masuda és mtsai, 2000).

Az A. baumanniban egy kromoszomalisan kddolt, efflux pumpa Ad&cAtalalhatd, mely
képes eltavolitani az aminoglikozidokat, fluorokmmokat, tetracyclineket, kléramfenikol,
erythromycint, trimetoprimot, netilmicint és a mpememet a baktérium sejtb A pumpa
expressziojat azadeRS gén szabalyozza (Wieczorek, 2008). A szerzett OXpusil
karbapenemazok és az Ade-ABC kozoétti szinergistéish@&redmeényeként magas sizint
rezisztencia alakul ki g-laktamokkal szemben, beleértve a karbapenemekéees 2010).
Az Ade-ABC és az Ade-FGH efflux pumpa rendszerehktde szerepet jatszanak a szerzett
antibiotikum rezisztenciaban (Coyne és mtsai, 20bii)p a harmadik Ade-IJK pumpa az
intrinszik rezisztencia kialakitasaért félel (Damier-Piolle és mtsai, 2008). Az Ade-FGH
pumpa rezisztenciat biztosit a fluorokinolonok, rtdfenikol, tetracyclinek, trimetoprim
mellett még a clindamycinnel, tigecyclinnel, szamidokkal szemben, mig Ade-l1JK egyes
B-laktamokkal, erythromycinnel, fuzidinsavval, nowmtinnal szemben (Damier-Piolle és

mtsai, 2008; Coyne és mtsai, 2011).

Il. 4. Az integronok felépitése és szerepik a ret@acidban

Az antibiotikumokkal szembeni szerzett rezisztendi@dolé elemek leggyakrabban - a
plazmidok és transzpozonok mellett - az integromdk.integronhordozasséfeg a Gram-
negativ baktériumokH. coli, P. aeruginosa A. baumannii Shigella sonnegiSalmonella
Vibrio) korében terjedt el. Az 1986-ban azonositott,zlditsy fliggetlen rezisztencia gének
szekvenciai ets hirnokei voltak az integronoknak, mivel a kulonbdantibiotikum
rezisztencia geénelt 5° és 3’ irdnyban koz6s régiokat fedeztek fel.ekza régiok
megtalalhatéak voltak a kulonféle plazmidok dltéeszeiben, ami arra utalt, hogy a
transzpozonokhoz hasonl6an ezek az elemek is reakilAzonban két fontos tulajdonsagban
mégis eltérnek egymastol: a transzpozonok veégéakidiés indirek moédon isméds
szekvenciak vannak, mig az 0 elemekben a reziszegéneket korilveéy régid nem

ismétbdott es hely-specifikus integraz gént tartalmazBtten kulonbségek miatt nem a
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transzpozonok csoportjdhoz soroltakdket, hanem 1998-ban Hall és Collis integronokként
definialtdk ezeket a mobilis genetikai elemeket. iAegronok énmaguk transzpozicidjara
nem képes genetikai elemek, azonban hely-specifigkembinaciéval mozgasra képesek,
(rezisztencia) géneket tartalmaz6 génkazettakaiatutbefogni és expresszalni (Collis és Hall,
1998). Az integronok kétsf csoportja kilonithét el: a rezisztencia integronok (resistance
integrons, RI) és a szuperintegronok (superintegrd). A rezisztencia integronok az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia kialakiéasafelebs géneket tartalmaznak a
génkazettaikon és kromoszomalisan, transzpozonogy valazmidon kodoltak. Ezzel
ellentétben a szuperintegronok virulenciaval ossyg¥, illetve metabolikus folyamatokat
szabalyozé géneket tartalmaznak és mindig kromodlgam kodoltak. A rezisztencia
integronoknak - felépitésuk és integraz enzimijata- harom tipusat kilonboztetjik meg:
., Il. és lll. osztalyu integronok léteznek (Flés Schmitz, 2004).

Az |. tipusu integronok szerkezetét tekintve 5 3skonzervativ régidkbol épilnek fel,
melyek k6zott talalhato a varidbilis régid, ahakaisztencia géneket tartalmaz6 génkazettak
helyezkednek el (3. abra). A génkazettak nemcstaglianba épulve fordulnakélhanem
szabadon, cirkularis formaban is megtalalhatéagéAkazettak egy promaoter nélkili kédolo
szekvenciabdl allnak, melyet egy 59 béazisparbd@ alem, mas néveattC rekombinacios
hely kdvet és kdnnyen csefdhek integronok kozott. Az expresszidjukért az gnva 5’
konzervativ régiojaban léwpromoter a feléls (Pc). Ebben a régiéban egy masik promaoter is
jelen van, azonban ez legtobbsz6r inaktiv. A prereit mellett talalhaté az integrdz enzimet
kodold intl gén, valamint a specifikus rekombinécios hatil. Az integron 3’ konzervativ
régioja kvaterner ammonium vegytletekkel szembesi szulfonamidokkal szembeni
rezisztenciat kodolo génefgacE sull) mellett tovabbi két promotert, és egy ismeretlen
funkcioju orf5-6t tartalmaz (Fluit és Schmitz, 2004z I. tipusu integron génkazettaibandév
rezisztencia gének koézil leggyakrabban az aminogik rezisztenciat kédol@ac(6)-Ib,
ant(3")-la, illetve a p-laktamézt kodoldlawp, blayiv, blasv, blaoxa gének fordulnak él
(Ramirez és mtsai, 2010).

A 1l. tipusu integronok szerkezete hasonlit azdus$u integronokéhoz, mivel tartalmaznak
egy integrdz enzimet kodold génnht(2) az 5 konzervativ régioban és génkazettakat a
varidbilis régidban. Az intl2 génben egy bels stop kodon taldlhatd, melynek
eredményeképpen funkcioképtelen. A Il. tipusu irdegk Tn7 transzpozonba agyazodva
talalhatéak. A génkazettakban hordozott leggyakorigzisztencia gének az aminoglikozid
rezisztenciat kédol@nt(2”)-la, az kléramfenikol rezisztenciat kodotatB2 trimetoprim

rezisztenciat kodol@hfrAl, streptomycin és spectinomycin rezisztenciat kédwit(3")-la,
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valamint a streptotricin rezisztenciat kodaat2 (Ramirez és mtsai, 2010). Azonban a II.
tipusu integronokban @&brdulhat egyorfX feltételezett génkazetta iyheA génnek felel

meg), ami egy csonkaitl2 helyet hordoz (Partridge és mtsai, 2009; Ramisantsai, 2010).

5’ konzervativ régio 3’ konzervativ régio
Pc Pc Pc
intl T attl GC2 GC3 TqacE sull TOrfS
—@— ql
GC1
Pc Pc
GC bheéplilése A
attC1
intl attl gacE SU|1TO”C5
GC1 GC2 GC3
GC kivagasa 1 GC-=
Pc Pc
intl attl atte: IqacE sull | Orf5
—e— . >

3. ébra
Az integron altalanos felépitése és a génkazettaégronba torténé rekombinaciojanak
mechanizmusa
intl: integrazt kédol6 gerC: promoter regidkattl: integronban & rekombinacios hely,

attC: génkazettaban léuwekombinacios helyGC: génkazetta
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l1l. Célkit tizések

A munkank soran célunk volt a karbapenemek és agtikozidok fogyasa, az antimikrobialis
szerekkel szembeni rezisztencia és a rezisztemselorebfordulasa kozotti 6sszeflggesek
vizsgalata a Debreceni Egyetem, kulonbizenziv osztalyain Rseudomonas aeruginosa

Acinetobacter baumanniiltal okozott feizések esetében.

1. Az aminoglikozid rezisztenciamechanizmusok genetikatterének vizsgéalatd®.
aeruginosaésA. baumanniizolatumok kérében.

2. A karbapenem rezisztenciamechanizmusok genetikdter@aek vizsgalataA.
baumanniiizolatumok kérében.

3. Az integronok hordozéasa és a rezisztencia kozsstzéfliggés vizsgalata.

4. Az izolatumok genetikai rokonsaganak analizise gdalaneze) gélelektroforézissel
(pulse field gel electrophoresis, PFGE).

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

6. Az Egyetem Klinikdin felhasznalt karbapenem antikiimok és azA. baumannii
klonok karbapenem rezisztencija kdzotti sszefsigiggsgalata.

7. A Tudsklinikan felhaszndlt aminoglikozid antibiotikumols €. aeruginosakionok

aminoglikozid rezisztenciaja koz6tti 6sszefliggesgalata.
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V. Anyagok és mddszerek

IV.1. Izolatumok

IV.1.1. Pseudomonaseruginosaizolatumok

A vizsgalatba bevonP. aeruginosaizolatumok a Debreceni Egyetem Tiltnikajarol
szarmaztak. Az intenziv terdpias osztély (ITO) égpnnan kialakitott 5 4gyas fetdveteg
osztély, mely tercier gondozési kdzpontkénikadik a Klinikdn. A betegek leggyakrabban
légzési elégtelenséggel vagy dggulladassal keriltek felvételre, és a leggyakoribb
alapbetegsegiuk a végstadiumu diddk vagy krénikus obstruktiv tdbetegség (chronic
obstructive pulmonary disease, COPD) volt. Ossze88nPseudomonas aeruginosa
izolatumot gyijtottink 6ssze 2008 decembere és 2010 februarjattkdmelynek nagy része
(87/95) az intenziv osztalyrol szarmazott 28 bélegt maradéek (11/95) a klinika mas
fekvobeteg osztalyairdl vagy szakrendeléde{pnkologia, tudgyogyaszat és rehabilitacio).
Az izolatumok tbbbsége alsé léguti mintakbol temgds ki (bronchusmosé folyadék,
trachealis aspiratum, kopet). A kérokozé csiraszafiaés >10 telepkép# egység (Colony
Forming Unit, CFU)/ml koz6tt valtozott. Mindezek he¢t harom olyan izolatum volt, amely
felsd Iéguti mintabol tenyészett ki, masik harom intra&g kanulbl és egy pedig pleuralis
folyadékbol. AP. aeruginosdzolatumok esetében a fajazonossdgoaeruginosaspecifikus
PCR-ral igazoltuk (Spilker és mtsai, 2004), valami biokémiai tulajdonségai alapjan
(citrat+; oxidaz+; fermentécio-; pigmenttermelésmuolizis) identifikaltuk. Az izolatumokat
-20°C-on glicerines bouillonban taroltuk. R. aeruginosamellett A. baumannii ESBL-
termeb illetve ESBL-negati\K. pneumoniads kitenyészett. Igen gyakori volt a gombaval

(Candida glabratatortér kolonizacié is. (Az izolatumok dgytését tarsszetim végezték.)

IV.1.2. Acinetobactebaumanniiizolatumok

A Debreceni Egyetem Klinikairol dsszesen 1&0baumanniiizolatumot gyijtottink 6ssze
2010 novembere és 2011 majusa kozott. Az izolatuddoi tébbsége (135/160) kulonhdz
intenziv osztalyokrdl szarmaztak. A legtébb izotatbronchus, vér, kanil, seb és tubus
mintakbdl tenyésztett ki. Az izolatumok igtése véletlenszéen tortént: a vizsgalat
idétartama alatt a Klinikan kitenyészett dssZesbaumanniiizolatum 31,9%-at vizsgaltuk,
ami az A. baumannival fer6z6tt betegek 46,9%-anak felelt meg. A& baumanni

izolatumok esetében a verifikdlas MALDI Biotyper 4mix asszisztalt lézer
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deszorpcid/inonizicié, matrix-assisted laser dgggor/ionization; Bruker) készulékkel
tortént. Az izolatumokat -20°C-on glicerines bowtilban taroltuk.

IV.2. Az antibiotikum érzékenység meghatarozasa

A rutin tenyésztés soran elvégzett antibiotikum ékenységi vizsgalatok adatai
rendelkezésunkre Aalltak. A rezisztenciavizsgalatéirby-Bauer-féle korongdiffuzios
modszerrel, a CLSI (Clinical and Laboratory Stadddnstitute) aktualis évi ajanlasa alapjan
végezték és interpretaltdk az aladbbi antibiotikukabkszemben: imipenem, meropenem,
piperacillin+tazobactam, ceftazidim, cefepim, cifpracin, amikacin, gentamicin és
tobramycin P. aeruginosa Az A. baumanniiesetében a fent emlitett antibiotikumok mellett
a colistint, sulfametoxazol+trimetoprim kombinéciotloxycyclint és a tigecyclint is
vizsgaltak.

IV.3. DNS izolélasa

A DNS izolalasa és tisztitasa 98°C-os 15 percéd®ezeléssel tértént. A DNS izolalasahoz a
24 oras tenyészeaibegy kacsnyi mennyiséget 200 ul TE pufferben (d@@ Tris, 10 mM
EDTA) elszuszpendaltunk, majd 15 percig’®@®n kezeltik. Centrifugalassal nyert (1
percig 11000 rpm-en) fellilisz6t, tizszeres higahshasznaltuk templanként a polimeraz

lancreakcioban (polymerase chain reaction, PCR).

IV.4. A vizsgalt gének

A PCR-k soradn a reakcioelegyek ossztérfogatuP%olt, amely az alabbi 6sszetiket
tartalmazta: 10x enzimspecifikus puffer, 1,5-10 tvgCl,, 10uM dNTP, 10-10uM primer,
0,5 U Taq polimeraz (Fermentas, Vilnius, Litvanés) 50-100 ng templat. Az amplifikacio
soran az alabbi dprofilokat alkalmaztuk: denaturacié 1 perc 95°C-amnelacio 30-120

masodperc primedt fliggden, szintézis masfél perc 72°C-on.

IV.4.1. Aminoglikozid rezisztencia gének vizsgéalat®. aeruginosasA. baumannii
izolatumok kdrében

A P. aeruginosazolatumok kdrében haronadc(6’)-1b, aac(3")-la ant(2')-lla], mig az A.
baumanniiizolatumok esetében haadc(6’)-Ib, aac(3")-la ant(2’)-lla ant(3")-la, aph(3’)-
la, aph(3’)-VId aminoglikozid modifikalé enzimet kddol6 gén jelétét vizsgaltuk. Emellett
mindkét faj esetében harom, 16S rRNS metilazt kddéhArmA, rmtA, rmtBvizsgalatara is
sor kerult. A keresett gének kimutatasahoz felh@sztigonukleotid primerek szekvenciait,

valamint az alkalmazottdprofilokat az 1. tdblazat tartalmazza.
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IV.4.2. Karbapenem rezisztencia gének vizsgalataéh. baumannii izolatumok
korében

A karbapenem-hidrolizalé oxacillindzokat (Ambler ”,[@soport) kodolé gének kozil 6t
blaoxa-23-iike; Blaoxa-24-iike: Dlaoxa-s-ike: Dlaoxa-s1-ike; Dlaoxass.ike Kimutatasara kerlt sor az
A. baumanniizolatumok korében. Mindezek mellett vizsgaltuk #2Aba-1 inzercios

szekvencia jelenlétét is. A keresett gének kims#diaz felhasznélt oligonukleotid primerek

szekvenciait, valamint az alkalmazotipnofilokat az 1. tablazat tartalmazza

IV.4.3. Virulencia gének vizsgalataP. aeruginosazolatumok kérében

Elvégeztik 18 olyan gén hodozasanak vizsgalatamadyek fontos szerepet jatszanak a
korokozo altal okozott fefzések patogenezisében: a fehérjeszintézist gattoxin Agénje

a toxAgeén, az alginat szintézisében szerepet ja@kyd gén, a lll. tipusu szekrécios rendszer
effektor proteinjeit kddol@xoT, exoS, exoU, exoyének, a foszfolipazt kédoldicH, plcN
gének, a protedzt kodoldpr, lasB gének, a IV. tipusu pilugtodolo pilA gén, a fenazin
szintézisét katalizalo enzimeket kédagbzl, phzll, phzS, phzperonok, illetve gének és a
sziderofor rendszer részekéntikiidd pioverdin receptorokat kodofpvA-I, fpvA-Il, fpvA-Iil
gének. A PCR soran keresett gének tipusait, a tdddskkhoz felhasznalt oligonukleotid

primerek szekvenciait, valamint az alkalmazdéprofilokat a 2. tablazat tartalmazza.
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1.tablazat: A PCR soran keresett gének tipusai, a dektalasukhoz felhasznalt oligonukleotid primerek sekvenciai, valamint az
alkalmazott annelacios éprofilok

D9

b9

Gén | Primer neve | Szekvencia 5'-3’ | Amplikon méret | Angllacios T | Forras
Aminoglikozid rezisztencia gének vizsgélatara hasait primerek
aac(6’)-Ib aac(6’)-Ib-F GTTACTGGCGAATGCATCACA 216 bp 58°C Frana, 2001
aac(6’)-1b-R TGTTTGAACCATGTACACGGC
aac(3)-lla aac(3)-lla-F; ATGCATACGCGGAAGGC 822 bp 58°C Noppe-Leclercq, 19
aac(3)-lla-R TGCTGGCACGATCGGAG
ant(2")-la ant(2")-la-F GAGCGAAATCTGCCGCTCTGG 320 bp 67°C Frana, 2001
ant(2")-la-R CTGTTACAACGGACTGGCCGC
ant(3")-la ant(3")-la-F TCGACTCAACTATCAGAGG 244 bp 58°C Hannecart-Pokorni
ant(3")-la-R ACAATGGTGACTTCTACAGCG 1997
aph(3)-la aph(3)-la-F CGAGCATCAAATGAAACTGC 623 bp 58°C Noppe-Leclercq, 19§
aph(3)-la-R GCGTTGCCAATGATGTTACAG
aph(3)-Via aph(3)-Vla-F | ATACAGAGACCACCATACAGT 234 bp 55°C Vila, 1999
aph(3)-Vla-R GGACAATCAATAATAGCAAT
Arm-A Arm-A-F CAAATGGATAAGAATGATGTT 776 bp 55°C Bogaerts, 2007
Arm-A-R TTATTTCTGAAATCCACT
rmtA rmtA-F CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 635 bp 55°C Bogaerts, 2007
rmtA-R TTTGCTTCCATGCCCTTGCC
rmtB rmtB-F ATGAACATCAACGATGCCCT 679 bp 55°C Bogaerts, 2007
rmtB-R GGACAATCAATAATAGCAAT
Karbapenem rezisztencia gének vizsgalatara haszngtimerek
blaoxazz-ike blaoxazs-F GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 bp 60°C Woodford, 2006
blaoxa2z-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT
blaoxa24-ike blaoxaz4-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 bp 60°C Woodford, 2006
blaoxaz4-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
blaoxass-ike blaoxass-F GCTTGATCGCCCTCGATT 238 bp 60°C Woodford, 2006
blaoxass-R GATTTGCTCCGTGGCCGAAA
blaoxas1-ike blaoxasi-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 bp 60°C Woodford, 2006
blaoxasi-R TGGATTGCACTTCATCTTGG
blaoxass-ike blaoxass-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 bp 60°C Woodford, 2006
blaoxase-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
ISAba-1 ISAba-1-F CACGAATGCAGAAGTTG 563 bp 55°C Turton, 2006
ISAba-1-R CGACGAATACTATGACAC
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2. tablazat: A virulencia gének vizsgalatanal hasait oligonukleotid primerek szekvenciai

Gén | Primerneve | Szekvencia 5'-3' | Amplikon méret | Anallaciés T | Forras
Virulencia gének vizsgalatara hasznalt primerek
phzl phzl-F CATCAGCTTAGCAATCCC 392 bp 49°C Finnan, 2004
phzl-R CGGAGAAACTTTTCCCTC
phzll phzll-F GCCAAGGTTTGTTGTCGG 1036 bp 51°C Finnan, 2004
phzll-R CGCATTGACGATATGGAAC
phzM phzM-F ATGGAGAGCGGGATCGACAG 875 bp 72,3°C Finnan, 2004
phzM-R ATGCGGGTTTCCATCGGCAG
phzS phzS-F TCGCCATGACCGATACGCTC 1752 bp 68,5°C Finnan, 2004
phzS-F ACAACCTGAGCCAGCCTTCC
apr apr-F TGTCCAGCAATTCTCTTGC 1017 bp 51°C Finnan, 2004
apr-R CGTTTTCCACGGTGACC
lasB lasB-F ACAGGTAGAACGCACGGTTG 122 bp 59°C Finnan, 2004
lasB-R GATCGACGTGTCCAAACTCC
toxA toxA-F GGTAACCAGCTCAGCCACAT 352 bp 55°C Lanotte, 2004
toxA-R TGATGTCCAGGTCATGCTTC
algb algD-F ATGCGAATCAGCATCTTTGGT 1310 bp 55°C Lanotte, 2004
algD-R CTACCAGCAGATGCCCTCGGC
fpvA-I fpvA-I-F CGAAGGCCAGAACTACGAGA 326 bp 55°C de Chial, 2003
fpvA-I-R TGTAGCTGGTGTAGAGGCTCAA
fpvA-Il fpvA-II-F TACCTCGACGGCCTGCACAT 897 bp 55°C de Chial 2003
fpvA-II-R GAAGGTGAATGGCTTGCCGTA
fpvA-lll fpvA-IlI-F ACTGGGACAAGATCCAAGAGAC 506 bp 55°C de Chial 2003
fpvA-llI-R CTGGTAGGACGAAATGCGAG
plcH plcH-F GAAGCCATGGGCTACTTCAA 307 bp 64°C Lanotte, 2004
plcH-R AGAGTGACGAGGAGCGGTAG
plcN plcN-F GTTATCGCAACCAGCCCTAC 466 bp 64°C Lanotte, 2004
plcN-R AGGTCGAACACCTGGAACAC
pilA pilA-F ACAGCATCCAACTGAGCG 1675 bp 59°C Finnan, 2004
pilA-R TTGACTTCCTCCAGGCTG
exos exoS-F ATCCTCAGGCGTACATCC 328 bp 63,5°C Finnan, 2004
exoS-R ACGACGGCTATCTCTCCAC
exoU exoU-F GATTCCATCACAGGCTCG 3308 bp 65°C Finnan, 2004
exoU-R CTAGCAATGGCACTAATCG
exoY exoY-F TATCGACGGTCATCGTCAGGT 1035 bp 60,5°C Finnan, 2004
exoY-R TTGATGCACTCGACCAGCAAG
exoT exoT-F CAATCATCTCAGCAGAACCC 1159 bp 63,6°C Finnan, 2004
exoT-R TGTCGTAGAGGATCTCCTG
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IV.4.4. Az amplikonok detektalasa

Az amplikonokat konvencionalis agar6z gélelektréfigsel detektaltuk, mely soran a
mintakat 1,5%-0s gélben, 100 V fesziltségen 90igaiektroforizaltuk. A géleket etidium
bromid segitségével UV fényben értékeltiik. Az agagéldl egy-egy terméket izolalva
(Isolate PCR and Gel Kit, Bioline, Taunton, MA, UBAzekvencia azonossag céljabol
szekvenaltattuk. A szekvenalassal igazoltan politis-eket pozitiv kontrollként hasznaltuk
fel a PCR-ek soran a gének azonositasahoz.

IV.4.5. Integronok vizsgalata

Az integronok elfordulasat I-es, ll-es és lll-as tipusu integrégpacifikus PCR segitségével
vizsgaltuk, majd a hordozott integronok variabili@giojara specifikus primerekkel
amplifikaltuk a mintédkat. Az amplikonok elektrofaise a fent leirtak szerint tértént. A
variabilis régionak a teljes elemzése szekvenadizn Utjan valosult meg. Az azonos méret
amplimerek kozul két-két terméket véletlenseer kivalasztottunk, majd az agaroz g@élb
tortérd izolalast (Isolate PCR and Gel Kit, Bioline) kodeth a Sanger-féle lancterminacios
modszer szerint szekvenaltattuk. A PCR-ek sordedetr gének tipusait, a detektalasukhoz
felhasznalt oligonukleotid primerek szekvenciaiamint az alkalmazottdprofilokat a 3.
tablazat tartalmazza.

A szekvenaltatas soran kapott elektroferogramok@hemas Lite szoftver (Technelysium,
South Brisbane, Queensland, Ausztrélia) segitségéékeltik. Az igy nyert szekvencidkat a
CLC DNA Gene Workbench (CLC Bio, Aarhus, Dania) fozer segitségével elemeztik és
ismert génbanki szekvencidkkal 6sszehasonlitva @A www.ncbi.nih.gov/blast)
azonositottuk az integrokon hordozott géneket. Albpott génkazetta sorozatok alapjan az I-
es tipusu integronokat az Integrall adatbazis (litipegrall.bio.ua.pt/?nomenclature) szerint
azonositottuk. Az azonositott integronok restrikciérképének (CLC Bio) elkészitése utan,
az azonos mérngtvariabilis régiok azonossagat restrikcios fragrmessz polimorfizmus
(restriction fragment length polymorphism, RFPL)alirissel efsitettik meg. Otféle
restrikciés enzimet alkalmaztunk, az igy vizsgasito helyek a varidbilis régidéban talalhaté
gének mindegyikét érintettek. AP. aeruginosa esetében Xbal és Xhol enzimeket
alkalmaztuk, mig azA. baumanniesetében Xbal, Hindlll, Ddel (Fermentas) restokci

endonukleazokat a gyartd utasitasai szerint.
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3. tablazat: Az integron vizsgalatanal hasznalt ofjonukleotid primerek szekvenciai

Gén | Primer neve | Szekvencia 5-3’ | Amplikon méret | Anellacios T | Forras
Integron gének vizsgalatara hasznalt primerek
Intl-1 Intl-1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 500 bp 55°C Frana, 2001
Intl-1-R ACATGCGTGTAAATCATCGTC
Intl-2 Intl-2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 55°C Noppe-Leclercq,
Intl-2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 1999
Intl-3 Intl-3-F GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 55°C Frana, 2001
Intl-3-R ACGGATCTGCCAAACCTGACT
CS CS-F GGCATCCAAGCAGCAAG 55°C Hannecart-Pokorni,
CS-R AAGCAGACTTGACCTGA 1997
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IV.5. Klonalitas vizsgalata

Az izolatumok genetikai rokonsagat pulzalé mézgglelektroforézissel (pulsed field gel
electrophoresis, PFGE) vizsgéaltuk. Ehhez az izolatu friss tenyészetének 481GCFU/mI
sirisédire bedllitott szuszpenziojabdl 200 pl-t azonos rmyeédgi 2%-0s alacsony
olvadaspontu agarézzal (SeaPlaque agaréz, Lonzsel,Bavajc) kevertiink dssze, amely
tartalmazott 1 pg/ul Proteindz K-t (Fermentas, M#n Litvania) és 1% natrium-lauril-
szarkozilt (Sigma, St. Louis, MO, USA) is. A kevkeé¢ ontformdban 20 percig
dermesztettik, majd a kapott dugokat lizispufferf@®0 mM EDTA, 0,2% natrium
dezoxikolat, 1 pug/ul proteindz K, 1% natrium-laxgzlarkozil) egy éjszakan at emeésztettuk.
Masnap a dugokat 15 percig steril desztillalt viizagjd négyszer egy oran at mosopufferben
(100 mM Tris, 250 mM EDTA) mostuk. Az élsnosopuffer 0,35 pg/pl fenilmetilszulfonil-
fluoridot (Sigma) is tartalmazott. A mosas befejerl azonnal elkezdtik a restrikcids
enzimes emeésztést vagy a dugodkat 4°C-on tizszerdéggitott mosopufferben taroltuk. A
restrikciés analizishez a dugodkat a restrikciosrergyartdja altal ajanlott pufferben egy éran
at mostuk, majd friss restrikcids pufferbe tettiikaimely dugonként 10U restrikcios enzimet
is tartalmazott,P. aeruginosaesetében Bcul (Spel)-eA. baumanniiesetében Apal-et
(Fermentas). Az emésztést egy éjszakan at folktaBd°C-on, majd az emésztés a
reakcioelegyet mosopufferre cserélve allitottuk le.

A futtatashoz a dugok egy megfélehéretire vagott darabjat 1%-os SeaKem Gold (Lonza)
agardz zsebeibe tettiik. R. aeruginosaesetében a dugolkat 22 6ran keresztil, 5-35
masodperc kozott linearisan valtozo pulzasel elektroforetizaltuk, 120°-0s reorientacios
sz0g és 6V/cm fesziltség mellett. Az baumanniiesetében az elektroforézis soran csak a
pulzusid és az elektroforézis dtartama tért el, 20 6ran keresztil, 2-35 masodkerdtti
lineérisan valtozé pulzusidel elektroforetizaltunk. Az elektroforézis utargéleket etidium
bromiddal festetttik, majd desztillalt vizzel mostukokumentalas &t.

A PFGE mintazatok értékelését a FingerprintingBibRad, Hercules, CA, USA) szoftverrel
végeztik. A hasonlésdg meghatarozasdhoz a Dicefidier$t, a csoportositdshoz az
UPGMA (unweighted pair-group method with averagesydszert hasznaltuk, 1-1,5%
poziciétolerancia €s 0,5% optimalizalas mellett.nntazatok értékelését témaversimel

k6zosen vegeztik.)
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IV.6. Az antibiotikum fogyas mérése

A nyers gyogyszer felhasznalasi adatokat (dobozsaénkifejezett fogyas) a Debreceni
Egyetem Kozponti Gydgyszertara szolgéltatta szamaynkz egyes betegek kezelésére
alkalmazott antibiotikumok mennyiségét a betegedalgairdl gyjtottik. A felhasznalt
antibiotikumok mennyiségét az Egészsegugyi Vilagszaet (World Health Organization,
WHO) altal ajanlott napi terapias dozisban (defidady dose, DDD) 100 apolasi napra vagy
az adott betegre vonatkoztatva hatédroztuk meg (M&IEABC Calc program 3.1; Monnet,
2006). A DDD egy standardizalt mutatd, mely Iéét teszi a kilonbdz gydgyszerek
torzitAsmentes 6sszehasonlitasat. Olyan adat@adiat] ami flggetlen a gyogyszerek aratol,
a dobozban talalhaté hatdbanyag mennyiddiyionnet, 2006).

A P. aeruginosavizsgalata soran a streptomycin, amikacin, tob@myés gentamicin
évenkénti fogyasat vizsgaltuk 2005-2009 k6zott doklinikan. Az egyes betegek kezelése
soran tortént antibiotikum felhasznalast a beted@klapjaiban rdgzitett antibiotikum
mennyiségekél szamoltuk.A. baumanniivizsgalata soran az ¢sszes antibiotikum fogyasat
negyedéves bontasban vizsgaltuk. Mivel ebben dbessaz antibiotikum fogyas részletesebb
analizisét terveztik, ezért egy finomabb felbontdstgyedéves periodusokat kellett
alkalmazni. Az Egyetem teljes antibiotikum felha&lAsat és a fogyasztott antibiotikumok
klinikankénti mennyiségét egyarant felmértik. Azatatbemzéseket 2002-2012 kozott
negyedéves bontasokban végeztik el (Monnet, 2006).

(Az adatok feldolgozasat tarssz@mmel kozosen végeztik.)

IV.7. Statisztikai analizis

IV.7.1. Pseudomonaseruginosa

A betegeket az alapjan csoportositottuk, hogy milgenotipus(P. aeruginosa hordoztak
(kl6nokat, illetve csak sporadikus izolatumokat domd betegek). Az igy kialakitott
csoportokban az egyes betegek kezelésére alkalmanunoglikozidok, illetve dsszes
antibiotikum mennyisége kozotti kulonbségeket agkak-Wallis teszttel, valamint post-hoc
paronkeénti 6sszehasonlitassal - Bonferrini korr@kailkalmazva — elemeztik (Hammer és
mtsai, 2001). A statisztikai elemzésbkizartuk azt a beteget, aki multirezisztens
tuberculosisban szenvedett és ezért nagy menrtiys@éikacint, illetve streptomycint kapott.

IV.7.2. Acinetobacteraumannii
Az antibiotikum fogyassal parhuzamosan vizsgaltakAa baumanniiprevalencigjat is az

Egyetemiinkdn. Eves szinten Azinetobacterizolatumok ebforduldsi gyakorisagat aa.
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baumannii pozitiv betegek szamaval (100 apolasi napra voasdkva), a fekébetegek
mintaibdl kitenyészetA. baumanniiaranyaval, aA. baumanniiaranyaval a Gram-negativ
baktériumok (aerob és fakultativ anaerobok) kdzdé#tiamint a pozitiv hemokultirakbdl
kitenyészettA. baumanniiaranyaval jellemeztik. A kérokozok antibiotikumoklszembeni
rezisztencigjara vonatkoz6 adatokat a Bakteriolégidiagnosztikai Laboratérium
adatbazisabol dgwytottik, egy beted csak az el§ izolatumot vettik figyelembe. Az
antibiotikum felhasznalas és @ baumanniiizolatumok ebfordulasanak gyakorisagaban,
valamint az antibiotikum rezisztenciajdban bekoggik valtozasok kozotti 6sszefliiggés
lehetiségét linearis regresszidval, mintigimodszerrel elemeztik. Azon antibiotikumok
esetében, ahol a regresszié soran a felhaszndélatikaszignifikAns korrelaciot mutattak a
prevalencia vagy a rezisztencia adataival, a neges] periodusonként Osszéggtt
antibiotikum felhasznalas, prevalencia és a rezigza adatokbol 6sszealldésbrokat trend
eltavolitasat kovéen keresztkorrelacios analizisnek vetettik ala.

Az idésor analizisre azért volt szikség, mert az egyestpadtjaink nem fliggetlen
mérésekbl szarmaznak, ez pedig megsérti a logisztikus ssgié azon feltételét, miszerint
az adatoknak egymastdl figgetleneknek kell lenniik. idésorok egyerdl idok6zonként
gyijtott adatok sorozatai. Az analizis soran vizsg@llkaaz iddsoron bellli periodicitast
(autokorrelacid), az ttboron bellli trendet (autokorrelacio), valamint kébésor kozotti
Osszefluiggést (keresztkorrelacid). Az adatsorok ttiozéeresztkorrelaciot vizsgalva
adatsorainkat egymashoz képedibieh eltoljuk (pozitiv és negativ iranyban), igytwalis
idésorok sorozatahoz jutunk, amelyek kozott paronkégresszios analizist végzink. A
regresszios analizis sorédn a korrel4cids egyuttias 1 kozotti értéket vehet fel: negativ
érték esetén a kétddor kdzott forditott aranyossag van, pozitiv kdrcad esetén a kétddor
kozott egyenes aranyossag all fenn. Az analizidnskeressik azt a virtualis adatsort, amely
esetében a korrelacio a legsebb: tehat a hatasoloen vald eltolodasanak a mértékét az a
késleltetés mutatja meg, ahol a korrelacio a kesphb és statisztikailag szignifikans értéket
mutat (Lopez-Lozano és mtsai, 2005; 4. abra).

A karbapenemek kozul az imipenem, meropenem épegrtan fogyast elemeztik, mivel a
doripenem bevezetésére a tanulmanyunk megkezdésedn kerllt sor €s csak a vizsgalt
periodus utols6 évében alkalmaztak. A kulortbdekvobeteg osztalyon |év karbapenem
érzékeny és reziszteAs baumanniprevalencigjat chi-négyzet probaval, illetve Frsbgzakt
teszttel, a kiloénbdz fekvobeteg osztalyokon felhasznalt antibiotikumok meségét
Kruskal-Wallis teszttel hasonlitottuk 6ssze (Hamm&s mtsai, 2001). A statisztikai

elemzéshez a PAST 3.0. szoftvert hasznaltuk (Hanésertsai, 2001).
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(A statisztikai analizist témavesatmel kozésen végeztik.)

korrelacid
(1 ]2 fs]a s 6|7 ]s]o] » rs
\ A B 'c b E F e H
-3
(1 ]2 fafa]s 6 [7[s]o] » s
\ NEREERE R ERERE
-2
(1 ]2 fs]a]s 6|7 ]s]o] » 1
““''aA B ¢ b EF 6 H I
(1 ]2 fafa]s o [7[s]o] .
N EREEEER R ERER » 0
IIEIIE » r
A e e lzlc: el
+1
(1 |2 s [s s [e[7[s]o] » )
A B c b E F 6 u 1 “—
+2
DoooooDom o
A B ¢ b e 6 w4 V—— 3 3 2 rafto 1 T2 13
+3
4. dbra

Idésor analizis (keresztkorrelacios vizsgélat)
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V. Eredmények

V.1. Pseudomonas aeruginosa

V.1.1. Az aminoglikozid rezisztencia gének és aztegronok eléfordulasa

A P. aeruginosazolatumok kérében a leggyakrabbanaax(6’)-1b gén fordult eb. Ezt az
amikacinnal és tobramycinnel szemben rezisztehizdbsitd gént az izolatumok 62,2%-ban
(61/98) mutattuk ki. Azaac(6’)-lb génen kivil 16 izolatum esetében (16,3%) megtaialh
volt az ant(2”)-la gén is, amely gentamicinnel és tobramycinnel sasinbezisztenciaért
felelés. Az altalunk vizsgalt tobbi gén nem forduld ¢hac(3’)-Ila, armA, rmtA, and rmtByz
izolatumainkban (5. abra).

Az izolatumok dori tobbsége (92,1%) I. tipusu integront hordozotdl 11, tipusu integront
egyik csoport esetében sem talaltunk. Az integronakidbilis régidjanak elemzésib

szarmazo6 eredmények bemutatasara a klonalitasalagagtargyald részben kertl sor.
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Aminoglikozid rezisztencia gének

5. bra
Az aminoglikozid rezisztencia gének megoszlasa aeruginosazolatumok kérében
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V.1.2. Virulencia gének

Mindegyik izoldtum hordozott pioverdin receptor géazonban a harom tipusbdl csak az
egyiket pvA-I, fpvA-Il, fpvA-1l). A pioverdin receptor gének mellett mindegyik l&am
hordozta még a proteaz és foszfataz enzimeket &dmml, lasB, pclHgéneket, a fenazin
szintézisében szerepet jatgddzM, phzlés phzll géneketaz effektor proteint kddoléxoT,
exoYgéneketvalamint a fehérjeszintézist gatlé exotoxinA-t klidtoxA gént. AphzSgén -
mely szintén a fenazin szintézisében vesz részizaatumok 91,3%-ban volt kimutathato.
Az izolatumok minddssze 8,1% -aban (13/160) vaérjeapilA és azexoUgeén. A lll. tipusu
szekrecios rendszer effektor proteinjeit kodold efdmtil egyidejileg egyszerre keit vagy
harmat is hordoztak az izolatumok, azonlexoSés exoU gének soha nem fordultakéel
egyditt (4. tablazat).

4. tablazat: Virulencia gének megoszlasR. aeruginosazolatumok kdrében

Virulencia gének Izolatumok aranya (N=98)
pioverdin receptor gének (fpvA-I; fpvA-111)* 100%
apr 100%
lasB 100%
pclH 100%
phzM 100%
phzl 100%
phzll 100%
exoT 100%
exoY 100%
toxA 100%
phzS 91,30%
exoS 85,70%
exoU 8,10%
pilA 8,10%

* fpvAl virulencia gént az izolatumok 63,2%-a (60/95)duxta,fpvA-Ill virulencia gént az
izolatumok 36,8%-a (35/95) hordozta

V.1.3. A klonalitas vizsgélata

A vizsgalatba bevont 9B. aeruginosazolatum esetében haroré fokonsagi csoportot (A-

C), valamint 22 egyedi mintazattal rendelkézolatumot kilonitettiink el PFGE segitségével.
Az izolatumok 74,4% -a (73/95) valamelyik nagyoliéisizterbe tartozott.

A legnagyobb csoportot az ,A” klaszter képviselieds 13. abra). Ebbe a klaszterbe dsszesen
49 izolatum tartozott, melyek 12 betélgszarmaztak. Az izolatumok a teljes vizsgalati
periodust lefedték és a klon izolatumai azonészdkokban tobb kulonbédeteghl, illetve

ugyanazon betegeb az egymast kovét kdrhazi bennfekvések alatt is kitenyésztek. A
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Tadoéklinika Intenziv Osztalyardl egy kihurcolas is mggelhett volt a Klinika
Rehabilitacios Osztalyara. A klaszteren belll agdgezisztencia fenotipusa nagyon valtozatos
volt, mig minden egyes izolatum rezisztens voltafipxacinra, amikacinra, gentamicinre és
tobramycinre, addig #-laktamokkal szembeni rezisztenciajuk eltéolt. Nehany esetben
eléfordult, hogy az ugyanazon a napon kitenyészetiiamok fenotipusos rezisztencigja
kulénbozott egymastél. A multirezisztencia miatbhibesetben mar csak a colistin maradt az
egyetlen terdpias leliesttg. Az amikacin és tobramycin rezisztenciat bihagac(6’)-Ib gén

az 0sszes izolatum esetében detektalhatd volt. @dyid izolatum ugyanazt az I. tipusu
integront hordozta, és az integron variabilis rgdpan harom rezisztencia gént
azonositottunk. A harom géslbkett6 aminoglikozid modifikalé enzimet kodol6 gén volt
aac(6)-lb és ant(3")-lh egy pedigPseudomonaspecifikus béta-laktamazt koédold gén
blapse.1 (IN99; 7. abra). Az izolatumok pilA és azexoU gének kivételével az altalunk
vizsgalt 6sszes virulencia gént hordoztak. A pidirereceptor gének kozul a I. tipusu fordult

elé ebben a csoportban.
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6. abra

Az ,A” klaszterbe tartoz6 P. aeruginosazolatumok

aac(6)-1b Y blapge.; ) ant(3")-1b

7. &bra
Az A’ klaszterben azonositott integron (In99) varidbilis régiojaban 1éw rezisztencia
gének
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A ,B” rokonsagi csoportba 16 izolatum tartozott, Ipeket 2008. december 3. és 2010.
februér 23. kdzott 11 beteg mintaibdl izolaltunk €8 13. 4bra). Sok esetben azé&klaszter
tagjaival egy idben, ugyanazon betegben - néhany nap kulonbségfpeultak eb. A
rezisztencia fenotipusa ciprofloxacin, gentamicis #&bramycin rezisztenciaval volt
jellemezhed, amikacin rezisztenciat nem talaltunk. pAlaktamokkal szembeni rezisztencia
kevéshé volt kiterjedt ebben a klaszterben, mintAdzklaszterben, hiszen csak 6t izolatum
volt rezisztens az antipseudomorfataktamokkal szemben. Az 6sszes izolatum hordozott
egy nukleotidil-transzferaz enzimet koédolant(2)-la gént, mely tobramycinnel és
gentamicinnel szemben biztosit rezisztenciat. Amldélk vizsgalt tébbi aminoglikozid
modifikdlo enzimet kodolé gént nem lehetett kimotad klaszter izolatumaibdl. Minden
izolatum |I. tipusu integront hordozott, melynek ariabilis régidéja azant(2”)-la gént
tartalmazta (In159; 9. 4bra). A virulencia génekaelegoszlasa szinte azonos volt az ,A”
klaszterrel, kivételt képez a pioverdin recepton,gégyanis ebben a rokonsagi csoportban az

. tipusu helyett a lll. tipusu fordultéel
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A ,B” klaszterbe tartozé P. aeruginosazolatumok
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8. abra

A ,B” klaszterben azonositott integron (In159) varidbilis régiojaban 1éw rezisztencia

gének
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A harmadik rokonsagi csoportot a ,C” klaszter kéggltie (10. és 13. abra), melybe 6 beteg 8
izolatuma tartozott. Az izolalasok dden elszértan torténtek 2009-ben. Egy izolatum
esetében, mely 2009 juliusaban tenyészett ki eddulanonoldgia Osztalyon fekvbeteg
mintajabol, felmerilhet a kihurcolas vagy behozatplantja. A klaszter tagjainak
antibiotikum érzékenységét az imipenem rezisztejallamezte, kivételt képez az az egy
izolatum, amely a Tiiklinika fekvobeteg osztalyar6l és nem az intenziv osztalyarol
szarmazott. Az imipenem rezisztencia mellett har@molatum (amelyek egy betdgt
szarmaztak) eltér rezisztenciat mutatott B-laktamokkal, a ciprofloxacinnal, valamint az
aminoglikozidokkal szemben. Ezek kdzul az izolatunkézil egy hordozott egy I. tipusu
integront, amelynek a variabilis régidéjdban nemt wekisztencia gén (In0; 11. abra). A
klaszter tobbi tagjanél vizsgalt aminoglikozid sztencia gén, illetve I. tipusu integron nem
fordult elb. A csoport minden egyes tagjanal megtalalhaté anlbsszes vizsgalt virulencia

geén, kivéve aexoSt.
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10. abra

A ,C” klaszterbe tartozo P. aeruginosazolatumok

11. 4bra

A ,C” klaszterben azonositott rezisztencia gén néllli I. tipusu integron (In0)
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A k6zOs rokonsagi csoportba nem tartozo flggetlsiatumok szama 22 volt, melyek
0sszesen 20 betégtszarmaztak (12. és 13. abra). Az antipseudomanébiotikumokkal
szemben 9 izolatum mutatott érzékenységet, és eggk hordozott kdzulikaac(6')-1b
aminoglikozid rezisztencia gént. Mas aminoglikomdisztencia gént egyik izolatum esetén
sem talaltunk. A fuggetlen izolatumok kozo6téferdult egy olyan izolatum, ami hordozott
egy Ures |. tipusu integront, hasonl6éan a ,C” Kedmen |é% izolatumhoz, egyébként
integront nem taléltunk. A virulencia géneknek agoszldsa nagyon heterogén volt, csak a
phzll, apr, plcHés azexoTgén volt jelen minden egyes tagnal. Az izolatuniibseégenél
mas virulencia gének igen magas aranyban fordeltgkkivételt képez ez alol pilA ésexoU
gén. Egy izolatum mind a 16 virulencia gént hordozt

Harminckilenc beteghl 24-nek legalabb egy olyan izolatuma volt, ameblamelyik
rokonsagi csoportba tartozott. A fennmarad6 18 dodtkiket nem az intenziv osztalyon
kezeltek) izolatuma kozos rokonsagi csoportba nemit besorolhatd, ezért fuggetlen
izolatumként kisebb csoportokat képezetek vagy digyeintazatot mutattak. Tiz beteg
esetében fordult &) hogy egynél tdbb térzset is hordozott.
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¥ 968 o Kl 12.01.2010. bronchus imi, mem, cip, gen, tob
'i 1335 o 526 17.01.2010. bronchus imi, mem, cip, gen, tob
155 o KG. 04.01.2010. bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
21278 o KB, 02.10.2009 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
19948 o Kl 17.09.2009 canule imi, taz, cip, gen, tob
! ? 1586 o 526 20.01.2010. bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
| ‘ i 20551 o Bl 23.09.2009 bronchus imi, mem, taz, cip, amik, gen, tob
| ] 20798/2 o K.1B. 27.09.2009 bronchus imi, mem, cip, gen, tob
F 4 20219 o Bl 20.09.2009 bronchus imi, gen, tob
f 21411 o KB, 04.10.2009 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
1 3757 o 526 15.02.2010 nose imi, mem, taz, cip, gen, tob
' | ' 19615 o Bl 14.09.2009 bronchus imi, taz, cip, gen, tob
] ] 133 o KB, 03.01.2010 bronchus imi, mem, taz, fep, cip, gen, tob
|| 6271/1 o B.Gn. 20.03.2009 bronchus imi, cip, gen, tob
: Q 6394 o B.Gn. 22.03.2009 bronchus imi, cip, gen, tob
i 6038 o B.Gn. 17.03.2009 bronchus cip, gen
28493 o KB, 30.12.2009 bronchus imi, mem, taz, fep, cip, gen, tob
3313 o 526 09.02.2010 bronchus imi, cip, gen, tob
326/1 o Kl 05.01.2010 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
1796 o 526 22.01.2010. bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
1947311 o K.1B. 10.09.2009 bronchus imi, mem, taz, fep, cip, gen, tob
19946/1 o KB, 16.09.2009 bronchus taz, cip, gen, tob
2608 o 526 31.01.2010 bronchus imi, cip, gen, tob
19617 o Kl 14.09.2009 trachea imi, taz, cip, gen, tob 4
19616 o SF. 14.09.2009 trachea imi.cip, gen, tob
24296 o s.Ln. 08.11.2009 bronchus imi, mem, cip, amik, gen, tob
25291 o D.A. 20.11.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, gen, tob
24539 o D.A. 10.11.2009 bronchus taz, caz, fep, cip, gen, tob
24538 o s.Ln. 10.11.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, amik, gen, tob|
24205 o D.A. 08.11.2009 bronchus cip, amik, gen, tob
25807 o D.A. 27.11.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, gen, tob
24873 o D.A. 15.11.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, gen, tob
25692 o D.A. 24.11.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, gen, tob
1336 o Kl 17.01.2010. bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
33 o K1B. 01.01.2010 bronchus cip, gen, tob
34 o KG 01.01.2010 bronchus cip, gen, tob
1974 o KG. 24.10.2010. bronchus imi, cip, gen, tob
1176 o 526 15.01.2010. bronchus imi, taz, cip, gen, tob
325 o KG 05.01.2010. bronchus imi, cip, gen, tob
2606 o Kl 31.01.2010 bronchus imi, cip, gen, tob
4473 rehab D.Y. 27.02.2009 sputum imi, mem, cip, gen, tob
28020 o MM. 26.12.2008 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
27821 o MM. 22.12.2008 canule imi, mem, taz, fep, cip, gen, tob
3230 o DY 11.02.2009. throat imi, mem, taz, cip, gen, tob
12170 o PL 08.06.2009 bronchus imi, cip, gen, tob
211821 o 526 30.09.2009 bronchus cip, gen, tob
20067 o Bl 18.09.2009 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
960/3 o 526 12.01.2010. bronchus imi, cip, gen, tob
720 o Kl 10.01.2010. bronchus imi, mem, cip, gen, tob
3970 o 526 16.02.2010 bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
3745 o 526 15.02.2010 bronchus imi, mem, taz, cip, amik, gen, tob
19019/1 o Kl 06.09.2009 bronchus imi,amik
18840/2 o Kl 03.09.2009 bronchus imi,amik, tob
2 ™ VR 2
19795 rehab MF 09.09.2008 canule cip
||| 20909 oncology HJ 28.09.2009 bronchus -
||| 14848 o 3.0, 12.07.2009 throat imi, gen
|| | 2041Kien
||| 2s42512 ITo 22.11.2009 bronchus -
||| seser2 ITo 19.04.2009 bronchus -
h| 19767 pulmonology 15.09.2009 bronchus -
II| 2006311 o 18.09.2009 bronchus caz, fep, cip
|| 19910 pulmonology 16.09.2009 bronchus. -
| 2006372 o 18.09.2009 bronchus caz, fep, cip
Il | 26018 ITo 02.12.2008 bronchus -
\I[| 199271 o 08.09.2009 bronchus imi
1337 o 18.01.2010. bronchus -
H 8392 o 16.04.2009 bronchus imi, mem, taz, caz, fep, cip, gen, tob
[l 2079072 o 27.09.2009 bronchus imi, mem, cip, amik, gen, tob
| 19035 o 06.09.2009 bronchus taz, caz, fep, cip, amik, tob
| 18842 o 03.09.2009 bronchus cip
'g 18842/2 o 03.09.2009 bronchus taz, caz, fep, cip, amik, tob
||| pulmonology 12.01.2010. sputum -
Zo I ™
o 15.07.2009 bronchus imi
8393/2 o 15.04.2009 bronchus imi, mem, amik, gen, tob
pulmonology 13.07.2000 sputum -
ITo 17.03.2000 bronchus Imi h
ITo J.Gn. 22.03.2009 bronchus Imi
1975/2 o Kl 24.10.2010. bronchus imi, mem, taz, cip, gen, tob
o K1B. 08.09.2009 bronchus imi
Zo P 2222000 aiooch 222
3071 oncology P.sn. 10.02.2009 sputum -
1338/1 o MJ. 17.01.2010. bronchus cip, gen, tob
28158/2 o K1B. 22.12.2009 bronchus caz, fep, cip, gen, tob
28429 o KG. 20.12.2009 bronchus cip, gen, tob
27818/1 o szs. 19.12.2009 bronchus cip, gen, tob
28575 o KG. 30.12.2009 bronchus cip, gen, tob
4979 o KG. 03.01.2010 bronchus imi, cip, gen, tob
28059/1 o KG. 22.12.2009 bronchus caz, fep, cip, gen, tob
3611 o KG. 11.02.2010 bronchus cip, gen, tob
3744 o KG. 15.02.2010 bronchus cip, gen, tob h
28639 o KG. 30.12.2009 bronchus imi, cip, gen, tob
4061 o KG. 16.02.2010 bronchus cip, gen, tob
3971 o KM. 16.02.2010 bronchus cip, gen, tob
28160/1 o KG. 22.12.2009 bronchus taz, caz, fep, cip, gen, tob
32711 o T 05.01.2010. bronchus cip, gen, tob
250 o P.Jn. 05.01.2010 bronchus cip, gen, tob
4163 o KG. 18.02.2010 bronchus cip, amik, gen, tob
4536/1 o KG. 23.02.2010 bronchus cip, gen, tob
328 o s2.G. 05.01.2010 bronchus cip, gen, tob
3432 o K.G. 10.02.2010 bronchus cip, gen, tob
e g,
28019 o 26.12.2008 bronchus imi, mem, gen, tob
28333 o 30.12.2008 bronchus imi, mem, cip, gen, tob
131 pulmonology 04.01.2010. bronchus imi, mem, cip, gen, tob
14893 pulmonology ~ 1.J. 13.07.2009 sputum cip, gen, tob
13883/4 o Kl 23.06.2008 sputum taz, caz, cip, gen, tob
25425 o M. 22.11.2009 bronchus -
4507 oncology K. 22.02.2010 bronchus -
18841 o SF. 03.09.2009 bronchus amik, tob
12712 pulmonology  B.K. 18.02.2010 sputum imi, cip, amik, gen, tob
5360 endoscopy  V.Fn. 10.03.2009 bronchus -

A P. aeruginosa

13. abra

orzsfaja PFGE mintazat alapjan
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V.1.4. Az antibiotikum fogyas

A Tudsklinikan felhasznalt antibiotikum mennyiség (97,8D/100 apolasi nap) joval az
egyetemi atlag felett volt (37,8 DDD/100 apolaspha005 és 2009 kdzott. A leggyakrabban
alkalmazott antibiotikumok kozé tartoztak a maldok, az amoxicillin+klavulansav,
valamint a fluorokinolonok. Az atlagos fogyas mdktok esetében 29,8 DDD/100 apolasi
nap, amoxicillin+klavulansav esetében 26,6 DDD/18foladsi nap és fluorokinolonok
esetében 16,6 DDD/100 &polasi nap volt. Az amikogid felhasznalas szintén meghaladta
az egyetemi atlagot. Mig 2005-ben 5,7 DDD/100 &patép volt, addig 2009-re majdnem
ennek a duplajara emelkedett (9,9 DDD/100 apolég).m terapia soran az aminoglikozidok
kozll leggyakrabban az amikacint (atlagos fogyaszséd DDD/100 apolasi nap), a
gentamicint (2,8 DDD/100 apolasi nap) és a tobramy¢l,4 DDD/100 &polasi nap)
alkalmaztak. A streptomycin, valamint a netilmicgsetében az éatlagos fogyas alacsony
ertéket mutatott (0,3 és 0,02 DDD/100 apolasi nazeket az antibiotikumokat csak
alkalomszeiten hasznaltak. 2006 és 2007 kozott tobramytipentamicinre valtottak, majd
az ezt kovet évben, 2008 és 2009 kozott a gentamicint részdéegesmikacinnal
helyettesitették. A 2008 és 2010 eleje kozott ketvedO beteghl 19 kapott amikacint, eldib
tizenhatot az intenziv osztalyon kezeltek, mig aamék harmat pedig mas fdéleteg
osztalyon. Tovabbi harom beteg gentamicin kezelésBezeslilt. Egy-egy beteg esetében
tobramycint és streptomycint alkalmaztak. Az amiikogidok mellett a fluorokinolonoknak

a felhasznalasa is igen jeléstvolt 2005 és 2009 kodz6tt, az aminoglikozidokhazdnldéan
felhasznalasuk szintén emelkedést mutatott (16,00 apolasi naprél 20,7 DDD/100
apolasi napra emelkedett). Azonban meg kell eniiteagy 2009-ben ez az emelkedés
megéllt, $t majdnem felére csokkent (12,3 DDD/100 4polasi; nkp. abra). A széles
spektrum(B-laktdmokat (piperacillin+tazobactam, karbapenemmtén gyakran alkalmaztak
a kezelések soran. A vizsgalatban széreptegek kozil csak egy nem részesult antibiotikum
terapiaban.

A statisztikai elemzés alapjan azok a betegek, na@kikaz izoldtumai az ,A” rokonsagi
csoportba tartoztak, és az amikacin rezisztenddold aac(6)-1b gént az integron variabilis
régiojaban hordoztak, kezelésik soran szignifikdngdbb amikacint kaptak, szemben
azokkal a betegekkel, akiknek az izolatumai maomekgi csoportokbdl vagy a flggetlen
izolatumok csoportjabdl szarmaztak (p=0,046). Miael antibiotikum fogyasok (az 6sszes
antibiotikum, aB-laktam és a fluorokinolon fogyas is) hasonl6akalolk rokonsagi csoportok

kozott, ez a kilonbség csak az amikacin fogyasztadt jellem.
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14. abra
Az aminoglizodok fogyasanak alakulasa 2005 és 20R8z6tt a Tudéklinikan

V.2. Acinetobacter baumannii

V.2.1. Rezisztencia éffordulasa
Az izolatumok 72,5%-a (116/160) volt rezisztens begrenemekkel szemben, melyek

legtobbszor a fedzés kezelésében élent valasztandd szerek. Az alternativ terdpiaként
valaszthaté aminoglikozidokkal szembeni rezisztendd,3% (112/160). AZAcinetobacter
izolatumaink doxycyclin rezisztencidja nagyjabol rietélt a tigecyclinnel szembeni
rezisztenciaval (43,1%). Ciprofloxacinnal szembenizolatumok 96,8%-a (155/160) volt
rezisztens. Az izolatumok 33,1%-a (53/160) volt XDRelyekkel szemben csak a colistin

volt hatasos. Az altalunk vizsgalt 6sszes izolaéurékeny volt colistinre.

V.2.2. Az aminoglikozid rezisztencia gének megossla és az integronok tipusai

Az A. baumanniiizolatumok korében a fent emlitett géneken kitdlabbi harom gén
vizsgalatara is sor kerllt, ezek amt(3")-la, aph(3’)-la és aph(3’)-Vla. A P. aeruginosa
izolatumokhoz hasonléamac(6’)-lb gén hordozasa igen gyakori volt @ baumannii
izolatumok korében is, hiszen az izolatumok 56,8&@4-(91/160) fordult él A legmagasabb
aranyban a?A. baumannii-rgellemz aph(3’)-Vlagén volt jelen (90,6%, 144/160). Ez a két

gén Kklinikailag igen jeleds szereppel bir, hiszen a hazankban kiterjedterznis
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amikacinnal szemben eredményeznek rezisztenciat.ig@, hogy bizonyos izolatumok
esetében detektalhaté volt a kanamycinaph(3')-la, valamint a streptomycinnel és
spectinomycinnel szembeant(3”)-la rezisztenciat biztosité géneknek a jelenlétezenhan
ezek a geének Kklinikai szempontbdl nem relevansakyelmaz emlitett szereket
Magyarorszagon ritkan vagy egyaltalan nem alkal@lazzAz at(2")-la géen egyik
izolatumban sem fordult & A 16S RNS metilazt kddolé gének kdzil csaknA-t mutattunk
ki 19 (11,9%) izoldtum esetében (15. &bra). Szenzbenaeruginosazolatumokkal, azA.
baumanniiizolatumok egyiddjleg két vagy harom aminoglikozid rezisztencia gémyakran
hordoztak.

Az izolatumok dort tobbsége I. tipusu integront hordozott, Il. éstilbusu integront egyik
csoport esetében sem taléltunk. Az integronok baisarégidjanak elemzésébszarmazo

eredményeket kébb, a klonalitasi vizsgalatoknal targyaljuk.

100,00% " 90,6%

90,00%-
o  8000% 7 56,9% maph(3)-Via
g 70,00% ; 56,9% m aac(6)-Ib
;6 60,00% Oaph(3)-la
o 50,00% | 56,9% O ant(3)-la
2 40,00% mant(2)-la
S 30,00% B aac(3)lla
- 20,00% | 11,9% B ArmA
10,00% | 0% 0% 0% 0% o rmtA
0,00% ‘ -‘ -‘ a‘ -‘ .rmtB

Aminoglikozid rezisztencia gének

15. 4bra

Az aminoglikozid rezisztencia gének megoszlaga baumanniiizolatumok kérében

V.2.3. Karbapenem rezisztencia gének megoszlasa

Ezeknek a géneknek a hordozasat is csak.dzaumanniiizolatumok korében vizsgaltuk.
Ahogy az varhat6 volt, az 6sszes izolatum hordazksomoszomalisan @brdul6 blapxa-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)
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blapxa-24-ike g€N VoIt detektalhatd. Egyik izolatumban sem fardeld a blapxa-ss-ike €S a
blapxa-ssiike g€N. A karbapenem érzékeny izolatumok cbhgxa-si-ike g€Nt hordoztak, a
karbapenem rezisztens izolatumok viszorilaxa-s1-ike €N Mellettblaoxa-23-ike g€Nt vagy

blapxa-24-ike@€nt hordoztak (16. abra).

100% 100%
100% -
90% - 78,1%
809% -
g
c 70% -
'©
© 609% -
S
£ 50% -
2
@ 40% -
)
N
- 30% -
20% -
10% i 1,2% 0% 0%
0% -

ISAba-1 blaoxa51 blaoxa23 labxa24 blaoxa48 blaoxa58

Karbapenem rezisztencia gének
16. abra

A karbapenem rezisztencia gének megoszlaga baumanniiizolatumok kérében

V.2.4. A klonalitas vizsgélata

Az A. baumanniizolatumok esetén hat rokonsagi csoportot (A1, B\2C1, C2, D), valamint
négy fuggetlen izolatumot kulonitettink el PFGE-u&lfiggetlen izolatumok koézul keétt
telles azonossagot mutatott, a maradékokegyedi mintazattal rendelkezett. Az ,Al” és
,A2” klaszterek kdzotti hasonlosag 84,6% volt, nee@1 és C2 klaszterek kdzott 86,3%.

Az Al rokonsagi csoportba 19 beteg 26 izolatumenzatt (17. €s 25. abra). Az izolatumok
tobbsége a Neuroldgiai ITO-rol (15/26), valaminGgermek ITO-rol (7/26) szarmazott. A
klaszter tagjainak fenotipuséat a karbapenem érxskgn valamint a ciprofloxacin, amikacin
és tobramycin rezisztencia jellemezte. Az izolatkrkOrében igen magas aranyban fordultak
el6 foszfotranszferazt kodold génelaph(3’)-la (20/26), aph(3’)-Vla (13/26). Egyéb

karbapenemaz és aminoglikozid rezisztenciat biztagint nem mutattunk ki. Minden egyes
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izolatum hordozott I. tipusu integront, melynekaai&bilis régidjaban eggac(6’)-Ib gén, egy
feltételezett fehérje, valamint eflaoxa-20 gén volt (In426; 18. abra).

Az ,A2" klaszterbe hét izolatum tartozott, amelygyéoetegbl szarmazott (17. és 25. 4bra). A
hét izolatumbdl hat a Sebészeti Intenziv Osztalyedlyészett ki, egy izolatum pedig az
Idegsebészeti Intenziv Osztalyrol. Az Neurologiadirdl szarmazo térzset kivéve mindegyik
multirezisztens kérokozé volt, és csak polymyxirekpltak érzékenyek. Alaoxa-si-ikeJ€N
mellett mindegyik hordozotblapxa-23-ike gé€nt is. Az aminoglikozid rezisztencia géneknek
(aph(3’)-la, aph(3’)-Vla) a megoszlasa hasonlo volt az ,Al” klaszteréhezplaao |. tipusu

integront egyik izolatum sem hordozott.

Rpal-FFGE Apal-FFGE

| &1 ||||“‘| [ ++26 s HI, Ay, bla-ona-20 Tl AE G earh . Lp, fep, dox, b 02 201 1 M
| | LR R R i b, hyp, bla-ons20 fnite e U carb, Lzp, fap, oo, b on.02.2011 Ts.
| | ‘H‘HH '| 4580 mac|)lb; yp: bla-ona-20 bronchus pusmenalogy IGU vig 11022001 Min
T | B2 S {EHb; hyp: bla-ooa-20 phiwa pusmansiogy cart., tzp, fep, dox, 8 o8 11.2010 TFn
| | TN R w1 Pyp; bis-oum-20 Broachus atroie carh b, tig 18.04 201 1 Tin
_l | AT | (o427 aac{Ekb; yp; ba-ons-30 bronchus Zd Internal cart, dox, g 08.05.201 1 P.En
] 1 |H| |,| | REEE (Bl Ty Ao 20 waund reun ICU fep, doa, g 26,0870 1 AMn
[ | || ||| || | ||| ||| 7953 B H D, Ny D -taa-20 wachaa and intarnal KL carh | cox, g 01.03 2011 van
| I 1 | EiE SaciEHD, fvp, bis-ooa-20 urine 184 intarmal 10U cort., Lp, fep, b 10.01.2011 0.,
| [a]{ | B ma{ b, Fyp; e 20 bronchus pedistnc G car, sum, dox, 1, 2l gen, b 02022047 G5
| THUILI O 7oeet sviriib, v, beama-20 cariue ematsiogy corb_ dax_ lig 01082014 Bn,
‘ | =< maci Bl b; Fyp: biaormn tube neum IEU cart. lig 9.03.2011 WK
o] 2aciEHb; hyp; bia-oom-20 bronchus pediatic IGU cart, gax g 21.01.2001 T8
| \ CELES aac{EHb; fyp; BlE-om-20 broachus prdiatie 10U carb, pay, tig 21.02.2011 AK
] |||||||||| || BEE1 ERcE B nyp; Bla-onm-20 Brenehus padistic U eart, g, top, dox, ol gan 25.02.2010 VE
| U N @ac{E"Hb; hyp: bla-coa-20 canuda hematolagy carh., dox, fig .03, 201 4 VP
| " || | |17 B Py a0 canise P 1CA) fag, g a1.02.2m KSM
} :! 1 (Moo esemiin o poasscszn Broncius pedisic rahabiltation  warb, 1zm, fep, dow bl sk, pen, 1 20.02.2011 T8
e maCiHD, fyp, bla-oas-20 trachn pedisthic rehatdilaton cart, k2, fep, dox, b 07.03,200 1 Te.
] = (NN e mac{i)lb; iyp; blaonm20 bronchus neuro G4 cart , tig 24.00 30011 [
| Wl ezl aacil')Ib, fyp: bia-ain20 trachea pedistiic rehatditstion carty, 2, fep. dai, B 16.02.201 1 Te.
—— & || EE maciEHb; byp; blaoxa 2 utine st inbamal K5 cart: , bp?, dow? tig? 14,02.2011 B.n
| 1l =2+ B3I MR Ba-owa-2n bt nEum ICU cart., &, fep, ook, b 18.02.2011 Fal
| 1 |]| TI0E @2c{EHb; hyp; blascea 30 woino Aeu U cart | tzp, dox, tig, PRRT 02.03.2011 Fl
| 1 B2 aac{EHb; fyp; ba-onme 30 canus naum ICU carh | tzp, fep, dox, b 16.02.200 1 CRE
I | EEES (LD Fyp: bia-oua-20 b neuricy sarb_tzp, tep_dox il 08.02.201 1 CsE
i | n@ ﬂ‘ E5E2 = catnatar 1l aurgary 10U sar, g 15,08 2011 TT.A
. | | ||| || | BTTS = Brneisig suirgary (G war iy 160,201 1 ThTA
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— | IRTAN et bromchus neumsargery IGU dar, lig, gen. oo d.dn
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17. 4bra

Az Al1" és ,A2" klaszterbe tartozd A. baumanniiizolatumok

; Feltételezett
-| .
aac(6’)-1b feherie blagys.20

18. abra
Az ,Al” klaszterben azonositott integron (In426) \ariabilis régidjaban 1évé rezisztencia

gének
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A ,B” klaszterbe 19 izolatum tartozott, melyeket bh&teg mintajabdl izolaltunk (19. és 25.
abra). Az izolatumok tébbsége (14/19) a Perinatatenziv Centrumbdl (PIC) szarmazott. A
rezisztencia fenotipusat a karbapenem és aminaglik@zisztencia jellemezte. Az ,A2”
klaszterhez hasonl6ahlaoxa-s1-ike €S blaoxa-20-ikeg€NEk egyszerre voltak jelen. Aph(3’)-

la, aph(3’)-Vla gének mellett egy harmadik aminoglikozid rezisztergen, azant(3’)-la is
kimutathaté volt, amely egy nukleotidil-transzfer&ddol. A csoport minden egyes tagja
hordozott I. tipusu integront, amelynek a vari&bikgidjaban két aminoglikozid rezisztencia
gén @ac(3)-la ant(3")-1a) és ket feltételezett proteint volt (IN561; 20.abr

| iﬁh.i” HE B 3k v At e b PC oo, fig 0i.02

[ |i||1m I 11788 mecqEa: nyp anit3Ha thraat FC gas, lig 12.04

H“ ” e A 3k T At la waing e oo, fig, to 301

nlul ||| 400314 ot X, Ny, anlid e waund Indl Intsrnal oulgalieni 7, i, g it

BN oo sseddta yp. antfd*Ha raal FiC lig 310

| CarL] s ek by anl T e biood puimonalogy ICU lig 1202

Th i e i3 Ha; hyps anti3 ke can 2 Cip, don, B g

l] "I ||| iRt Fac{ A, yp anl i la tionchus = o, Tig 1.0

] EI el aac| 3kka; hyp; antf I*yin thront s car, ig 2401

"”"I | 4818 2| 3Lia; hyp: ankT"la bronchus 5 ] sLm, doi; g 11.02

I | ne aac3Ma; hyp; anl{I"Ha tuba 2 4] cip, doa, tig 1508

|H| ek aaci3Ha; hyp: anii3"Ha traat = sar, tig 18,01

."I |”| 2041 a3 yp; anl{TMa tuba P da, fig e )|

|||I| || 5006 maci3Ha; yp; ant(T"yla Bputum Ind intamal wlm, dow, tig 1409

|I||” ||| 10837 w3 Mvp ARl e s PG AU, i g 0 (4

||||II || [ 24042 mee{iia; typ, oniIHa hubs = &z fop, aum, dar, 1l 2m

fII 1s2881 sl hyp antidpla tube 2] sum, dow, g, fob 004

| 4558 aac{dki, fyp, onlid e branchus = dan, lig oum

] aac{ 3, g anlid" e woumd 2nd mtemal 6.0

I LY 12802 - bland 15t intamal 2L dar, lig 02,08
19. abra

A B’ klaszterbe tartozé A. baumanniiizolatumok

) Feltételezett Feltételezett ”
aac(3’)-la i ; -
m (3) fehérje fehérje ant(3)-la

20. abra
A ,B” klaszterben azonositott integron (In561) varidbilis régiojaban 1éw rezisztencia

gének
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A ,C1” rokonséagi csoportba tiz beteg 12 izolaturagdzott (21. és 25. abra). Egy izolatum
kivételével, mindegyik az |. Belgyogyaszati Klinikatenziv Osztalyardl szarmazott, és 10
kozulukin vitro érzékeny volt doxycyclinre, tigecyclinre és polytnyB-re, egy pedig csak
polymyxin-B-re. Ablaoxa-s1-ike €S blaoxa-23-ikeg€Nek egyuttes hordozasa volt megfigyeihet
ebben a csoportban is. A fent emlitett klaszterekfesonloan, 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; 20. abra). Egy izolatum integronjanak Maitia régidjabanant(3”)-lb gén volt
azonosithat6 (In127; 22. abra).

A ,C2” klaszterbe 29 izolatum tartozott 24 betddP1. és 25. abra). Az izolatumok eredete
nagyon valtozatosan alakult. Tizenegy a SebésZ€irbl, hat az ldegsebészeti ITO-rdl,
masik hat a Neurologiai ITO-rol, két izolatum laszi Belgydgyaszati ITO-rol szarmazott, a
maradék négy pedig mas féleteg osztalyokrdl. Az antibiotikum érzékenységymageltés
volt klaszteren beliil. Mig a Neurolégiai ITO-rélasmazé izolatumok mindegyike érzékeny
volt karbapenemre, addig mas osztaly izolatumaik cdaxycyclinre, tigecyclinre és
polymyxin-B-re voltak érzékenyek. A rezisztenciangk eloszlasa nagyon hasonl6é volt a
,C1l” klaszter esetén talalthoz, azzal a kivétellmdgy hat karbapenem érzékeny izoldtum
(Neurologiai ITO) esetében hianyzotbkaoxazs-ike @€N. Az I. tipusl integronnak a struktdraja

teljesen megegyezett a ,C1” klaszterben azonositiggironéval (In561; 20. abra).
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i I | | §770ar aac(3)-la; hyp; ant(3")-la drain stroke .07.03.2011 K.L
L " | | Js854 aac(3)-la; hyp; ant(3")-la trachea neuro ICU 118.02.2011 K-S.M
11111 PN RN M

7

21. 4bra

A ,C1" és,C2" klaszterbe tartozé A. baumanniiizolatumok

ant(3’)-1b

22. 4bra

A ,C1” klaszter egyetlen izolatumaban azonositottntegron (In127) variabilis

régiojaban léve rezisztencia géen

A ,D” klaszter képviselte a legnagyobb rokonsagbprtot. Ide dsszesen 63 izolatum (56
betegbl) tartozott (24. és 25. abra), és az izolatumolk3%Ba (50/63) a Tlihydgyaszati
ITO-r6l szarmazott, a maradéek tizenharom pedig Mmeksobeteg osztalyokrol [I. szamu
Belgyogyaszati Osztaly (8); I. Belgydgyaszat ITQ; Sebészeti ITO (2); egyéb osztaly (3)].
Az izolatumok tobbsége csak tigecyclinnel és polyinyB-vel szemben volt érzékeny. A
legtbbb rezisztencia gén ebben a csoportban voljtatééhatd. Mindegyik izolatumban
eléfordult ablagya-23-iike, @ blaoxa-51-ike €S @z ISAba-1 inzercidés szekvencia,valamirdaz6’)-

Ib, aph(3’)-la, ant(3")-la, aph(3’)-Vla ésaac(3’)-la gének. Mindezek mellett az izolatumok
30,2% (19/63) hordozott egy 16S RNS metilazt kbédgpéint armA). Az izolatumok altal
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hordozott I. tipusu integron varidbilis régiéjaban két aminoglikozid rezisztencia gén
(aac(6’)-lb, ant(3’)-la) mellett egy kléramfenikol acetiltranszferaata(B8 kddolé gént
azonositottunk (23. abra).

catB8

23. abra

V4

gének
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—————— . R
r . #aciE Ho-catBe-anti¥"-a ecudiius ned intemal
| Arc{EHD-catBe-ant{27-la oran anhapadcs cag, fig
| R{ED-cAtEE-RAN3"HA pronchis Ind infemal ICU “
| agciE Ho-catBB-ant3"Ha waland 2ned Infemal 1ig
| Ba(E HO-CarBE-aal 3 Ha Sputam pulmanalogy KU g
| Rac{E HE-catBE-antE"Ha Lwina 13l Intesmal 124
| 8606 Ho-catBE-ant3"Ha beomchis puilmanalogy ICL -
| BaC{E HO-atB-ant3 He e pulmonalogy iU doe, lig
aaciE -E-catBe-ant{}" branchiss pulmanalogy KL 1ig
} aac]E |- -catBi-mlI -l teonehis pilmanalogy KL 1y
|. BaciE -0-cat5E-ant e Leonaliies pulmanalogy IGU o, tig
| anclE--catBi-gnb1}-l Leenchis pulmsanlogy KU i
I Al | Bt B anb{1" 12 beonehus pulmanalogy KU 1ig
| i) A-calBE-ant{} 1 in Line nd inteerind
I aaci) o-cotBl-ant' i bronchus pulmanalogy KU wiig
I | 2ac{E | b-ratBE-ank3"}-a beonchis puimanalogy L 1ig
| B | AcalB-ant 3 o Leemihis pulmanalogy G
- nac{f ) db-catBA-ant(3 | caniss 2nd infemat 13
\ aac{E Ho-ratii-anti3 Ha beonchis pulmanalogy KU 1ig
| aaciE Ho-catBe-ankl -la dacubitus 15t intemal dea, big
| aaciE-D-catBE-ant3"-la beonchis pulmanalogy KGLI o, lig
! aaciE Hn-catii-anti 3 Ha beonchis pulmanalogy iU 1i
’ | Aac|E Ho-CatBe-ant2 Ha oachis pulmanalagy G4 1g
| aac{E HE-catBE-ant3"Ha beonchis pulmanalogy U 1ig
| B -E-cataE-ant(3"Ha traches 2nd InlemiaCL 1ig
| agc{FE-atEE-ant{3 Ha b pilmanalogy 12U 1
| Aac{E Ho-catBE-antizHa pronchis pulmanalagy KU .
[ BB -0t B850 Ha bronchis pulmanology 10U iy
| BaC{E H0-carBE-ann i Ha bioga pulmanoiogy CU ]
| ade{f - -calBB-antil"Hia waund pulmanalagy I£U ig
| i) Rl e beonichiss pultranalogy U iy
| 8e{B H-catBa-anb{"Ha Gl pulinanalogy KGU 1ig
I At S-tatBi- gt s Eeonchus pulirsanalogy KU i
| Bl Rl Bt e st pulmanmlogy #5140 g
| saclf)-B-calBi-@ab"-la beenchus pulmanalogy U 1ig
| | ) dcalBB-ant 3 a binod pulmsanalogy ICU 1
| aclfHE-catBE-ant( Ha tiod gl logy WL 1
| ade|f) i-catBi-aniil" Ll beonchis pulmsanalagy ICLI 1ig
| i | I abiBeantl el beonichiss pultranalegy GU i
| naciEb-cat88-ant3"kla canuss pulmanalogy KU ig
| aac|E |- -catBe-anti Ha ronchis pulmanalogy iGLI iy
| aicit ) Re-catBi-antiy" kla beonchis pulmanalogy KU 1’}
f \ aaciE | b-ratdi-ana "l bronchis pulmanalogy KU dew fig
| aacil Ho-catdl-ant3 Ha teomechis pulmanalogy KU 1i
| aac{3la; hyp anti3"-a bronchis pulmanalogy KL 1ig
| Rac{E -E-cataE-anbEHa pronchis surgary 1CU ig
| Bac]E-E-cataE-anti3 Ha beonchis pilmsanalogy WGL 4|
] Aac{E Ho-cAtE-ant2Ha beoachiss pulmanalogy 6L ig
gac{FHD-catEE-ant3" Ha walml candiningy el sum, 1
a6c]E HO-CatBe-ant3" Ha bronehis ilmanalogy ICL o, g
| Bl - S-cabBR-anbil" Ha sk pullimana gy KL L
| e ) - tBB-ant{} o cariuda pulirarnalogy 1L 1ig
| Bac{E -E-CatEE-a13"Ha bronchis pulimonaiogy KU 1ig
3 aaclf ) E-catBi.aab 1" -la Lt pulmandlogy U g
. 115781 aaciE ) o-catBB-ant 3"kl becmehis pulmarnalogy ICU 1)
B nac{E|o-catBi-anti3 |l broaichis pulmanalogy KU 1ig
B0 azc)B Hb-rat8e-ant{3"-la canule pulmaralogy EU 1ig
4329 | | in-catBiant{} kla bronchis pulmanalagy ICU g
230401 aacilpo-catii-ant3" kla beomehues pulmanalogy KU g
saiz aaciE - o-cat8t-ant " Ha plelra pulmanalogy EU 1ig
| ARC{E Ho-catBe-ant{" Ha waimd pulmanalogy KL g
(R asciFHb-calgeaniTHha canue 20 infematcl) g
@ azc{B |-o-ratBl-anti3la oar MG 1ig
e arc|E Ho-catii-ant{d -a canis gulmanalogy KL g

24. 4bra

A ,D” rokonséagi csoportba tartozé A. baumanniiizolatumok
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A k6z0s rokonsagi csoportba nem tartozo6, fluggedelatumok szama négy volt. A sebészeti
ITO-ré6l szarmaz6 izolatum 86,6%-0s hasonlésagotatotit az ,A2” klaszter tagjaival,
azonban még egy tovabbi aminoglikozid rezisztegéiat @ac(6’)-1b) is hordozott. Az a két
izolatum, amelyik teljesen azonos mintazatot matatte kilénboé fekvobeteg osztalyrol
szarmazott (Tugklinika ITO, I. Belgyégyaszati ITO), kiterjedt abtotikum rezisztenciaval
rendelkezett és csak tigecyclinnel, valamint polymgel szemben volt érzékeny. Ez a két
izolatum ablagasi-ike @€N Mellett egplagxaza-ike €Nt is hordozott, I. tipusu integront azonban
nem. A negyedik izolatum szintén Kkiterjedt rezisziaval rendelkezett. A rezisztencia
génjeinek mintazata hasonlé volt a ,D” klasztefjaagpk mintazataval azzal a kildnbséggel,
hogy azaph(3’)-la és azarmA gének nem voltak jelen. Az altala hordozott lusip integron
szintén megegyezett a ,D” csoportéval.
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25. abra

Az A. baumanniitorzsfaja PFGE mintazat alapjan



V.2.5. Klaszterek megoszlasa a kiulénbézZekvobeteg osztalyok kdzoétt

A Neurologiai Klinikarél szarmaz6 0sszes izolatumegyet kivéve - érzékeny volt
karbapenemre. Mas feiveteg osztalyokat a karbapenem rezisztendaumanniitorzsek
uraltak (p<0,001). Az egyes klaszterekben az imot@k tobbsége egy vagy kétféle
fekvobeteg osztalyrol szarmazott. Példaul az ,Al” klaszizolatumai a Neurologiai és
Gyermekklinika ITO-r6l szarmazo6 mintakbdl tenyéegte mig az ,A2” klaszterbe tartozok a
Sebészeti Klinika ITO mintaibdl. A ,B” klaszterbartozo izolatumoknak a tobbsége a PIC-
réol szarmazott. Az |. szamu Belgyogyaszati Klinikarétarmazo izolatumok a ,Cl”
klaszterben, mig a Sebészeti - és Neuroldgiai kKdinTO —rdl szarmazo izolatumok a ,,C2”
klaszterben voltak dominansak. A legnagyobb klasZi®”) képvisel izolatumok nagy
része a Tudklinikardl szarmazott. A klaszterek megoszlasa rafikfns eltérést mutatott a

kulonbo® osztalyokon (p<0,0001).

V.2.6. Osszefliggés vizsgalata az antibiotikum felbanalas, a prevalencia, és a
rezisztencia kialakuldsa kozotti

A 2000-2008 kozott azA. baumannii prevalencigjaban szadmottewaltozas nem volt
megfigyelhed, a kitenyészett baktériumoknak az 1%-t tette kioWban 2009-ben és 2010-
ben hirtelen megndvekedett a baktérium prevalem@ajaz 6sszes pozitiv mintdknak mar a
2,3%-aban, valamint 2,5%-aban volt kimutathat6. dd&s novekedés volt tapasztalhaté a
pozitiv vérmintdk esetén is, itt 1-2%-r6l 4,4%-ranedkedett a prevalencia. Ezzel
parhuzamosan a 2002 és 2012 kozotijtgyt adatok azt mutatjak, hogy & baumannii
okozta ferbzések kezeléesében az &dént valasztandé karbapenemekkel szembeni
rezisztencia tizszeresérétin mivel 2000 és 2010 kozott 6,3%-rél 63,8%-ra kedett és
2011-re pedig mar 73,0% is elérte.

A kereszt-korrelacios elemzés alapjan a karbapdogpas korilbelll 2 éves késéssel kdvette
a lll. generacios cefalosporin alkalmazast (9 ndgyes késeés; r=0,63; p<0,001 ), és 1 éves
késéssel pedig a piperacillin+ttazobactam felhagéshal4 negyedéves késés; r=-0,54;
p<0,001). Szignifikans iibeli 6sszefliggés volt kimutathaté a karbapenenas$zihdlas és a
polymyxin felhasznalas kozott is. A polymyxin feizmalas 6t negyedévvel kéb kovette a
karbapenem felhasznalast (r=0,80, p<0,001). M4biatikum csoportok felhasznalasa kdzott
szignifikans 6sszefliggés nem volt kimutathato.

Az A. baumanniiprevalencigja, valamint karbapenemekkel szemlezisztencigja az &bor
analizis alapjan 6sszeflggésben allt a Ill. gem@sacefalosporin, karbapenem és colistin

felhasznalassal, de mas antibiotikum felhasznaéddsaem. A pozitiv mintak és a Gram-
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negativ baktériumok kozott e baumanniiprevalencigjanak novekedése 3-4 éves késéssel
kovette a Ill. generaciés cefalosporin felhasznalds8 negyedéves késés r=0,55-0,77,
p<=0,001, minden esetben), mig Azbaumanniipozitiv betegek esetében ez a& 85 év
volt (14 negyedéves késeés; r=0,58, p<0,001). Ebdsszefliggés azonban indirekt, mivel a
karbapenem felhasznalas 9 negyedéves késesseltekévetll. generacids cefalosporin
felhasznalast. A 9 hénappal koradbban felhasznahidgenem (3 negyedéves késés; r=0,53,
p<0,001) azA. baumanniel6fordulasanak névekedéséhez vezetett az 6ssze$vpuorita és

az dsszes pozitiv vérminta esetében. Az elemzés,sarGram-negativ baktériumok kdrében
azA. baumanniiaranyaban bekodvetkénodvekedés késleltetési ideje valamivel hosszaltth vo
(-5 negyedéves késés, r=0,53, p<0,001).AAbaumanniprevalencidjanak névekedése mas
antibiotikum felhasznalassal (fluorokinolonok, pigeallin+tazobactam, Ill. generacios
cefalosporin) nem korrelalt.

A karbapenem rezisztencia két és fél éves kés&dselte a karbapenem felhasznalast (9
negyedéves késés; r=0,43, p=0,005), viszont mabiatiikum felhasznalassal szintén nem
lehetett 6sszefliggésbe hozni.

A karbapenemek kozil a meropenem és az ertapenémasiealas mutatott dbeli
0sszefuggést aA. baumanniiprevalencigjaval, valamint karbapenem reziszt¢dneah 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
fogyast. Hasonlo 0sszefliggés volt tapasztalhatdé Aaz baumannii pozitiv betegek
prevalencidja €és a meropenem felhasznalasa ké&z@tnegyedéves késes; r=0,39, p=0,01).
Az ertapenem felhasznalas esetében a prevalendiapasrtalt névekedés révidebb késéssel
kovette az ertapenem fogyast (1-5 késés, r=0,38-0p0,001), mig a karbapenem
rezisztencia és aA. baumanniipozitiv betegek szama/100 apolasi nap hat neggsdév
késéssel kdvette azt (r=0,42, p=0,009). Erdekagy hikozben az imipenem felhasznalas az
el6z6 két karbapenemhez hasonléarbtth mégsem befolyasolta azA. baumannii
prevalencigjat és karbapenem rezisztenciajat (2Ba)a A karbapenem rezisztens.
baumannii szamaban bekovetkezemelkedést egy negyedév késéssel kovette a nolisti
felhasznalas (1 negyedéves késés; r=0,68-0,700p%x=0.58, p<0.001).

V.2.7. Kiulonbségek az antibiotikum felhasznalasban, prevalencidban és
karbapenem rezisztenciaban fekébeteg osztalyonként

A karbapenem felhasznélas a Sebészeti Klinikalggdéklinika ITO-jan volt a legmagasabb,

meghaladta az egyetemi atlagot is. Ezzel szembén saamu Belgyogyaszati Klinika,
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Gyermekklinika és a Neuroldgiai Klinika ITO-ja jdvieevesebb karbapenemet hasznalt (27.
abra). A Sebészeti Klinika ITO-jan a karbapenerhdsznalas szignifikansan magasabb volt
(p=0,001-0,018), mig a Neuroldgiai Klinika ITO-j&zignifikAnsan alacsonyabb (p=0,010-
0,026) a tobbi osztalyhoz viszonyitva. Mas osztétab ellentétben - ahol a meropenem
felhasznalas a karbapenem kumulativ dozisanak 81 ®% tette ki - a meropenem kevésheé
preferdlt antibiotikumok kozzé tartozott a Sebéskdinika és az Tudklinika ITO-jan
(37,5% és 33,5%-a volt az 6sszes karbapenem kumudétzisanak). Ez a kuldnbség is
statisztikailag szignifikans volt (p=0,002-0,042).meropenemmel ellentétben az ertapenem
népszei volt az utdbb emlitett két ITO-on. Az imipenemhaéznalas a Sebészeti Klinika és
a Gyermekklinika ITO-jan volt a legjelgigebb.

A karbapenem mellett aarmA eléfordulasanak hétterében all6 tén§lezfelderitése
erdekében megvizsgaltuk az aminoglikozidok felhakméban mutatkozo kilénbségeket is.
A kereszt-korrelacios elemzések soran azt tapaiskiahogy az 6sszes aminoglikozid
felhasznalas a Tiédlinikdn volt a legmagasabb (p=0.002-0.041), aholaemA hordozé
izolatumok ardnya szignifikAnsan nagyobb volt.

A karbapenem reziszteds baumanniaranya nagyon magas (0,62-183baumannipozitiv
beteg szama/100 apolasi halt a Sebészeti Klinika, a Tdklinika, az I. Belgyogyaszati
Klinika, az Idegsebészeti Klinika ITO-jan, a PIC-emalamint mas fekdbeteg osztalyokon.
Azonban az Idegklinika és a Gyermekklinika ITO-jAnkarbapenem rezisztens torzsek
prevalencidja szignifikansan alacsonyabb volt (p80,p=0,002; p=0,001-0,029) a fent

emlitett osztalyokhoz viszonyitva (28. abra).
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DDD/100 &polasi napra vonatkoztatva
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DDD/100 apolasi nap
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VI. Megbeszélés

A multirezisztens kérokozok endémiagiferdulasa, valamint az altaluk okozott hosszabb-
révidebb ideig fennallo jarvanyok kialakulasa azil@atikum felhasznalas altal kifejtett
szelekcios nyomasnak is tulajdonithatd. Ezt az éfggest szamos kutatasi eredmény is
igazolja a Gram-pozitiv és Gram-negativ korokozékéken. Az els ilyen 6sszefliggésr
1990-ben Mouton és munkacsoportja szamolt be. Azdmeényeik alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a profilaktikus Kégek soran alkalmazott cloxacillin és a
terapias céllal adott cefalosporinok a meticill@zisztens koagulaz negatdtapylococcusok
kiszelektalodasahoz vezettek (Mouton és mtsai, 199gy holland kutatécsoport & coli
altal okozott hugyuti infekcidk kezelésére alkalmtnorfloxacin, amoxicillin, trimetoprim,
nitrofurantoin fogyast és a szerekkel szembensgtenciat vizsgalva azt tapasztalta, hogy a
norfloxacinnal szembeni rezisztencia arany 4,5es#re emelkedett, mig a multirezisztencia
aranya nyolcszorosara. Mindezek mellett a felhdszi@orokinolonok mennyisége
szignifikans 6sszefliggést mutatott a fluorokinotemisztensE. coli térzsek megjelenésével
(Goettsch és mtsai, 2000).

Az elmult 15 évben a helyzet nem sokat valtozait, iskabb tovabb sulyosbodott és a
kontrollalatlan antibiotikum felhasznalasnak kodzéfien megnévekedett a MDR és XDR
torzsek altal okozott endémias jarvanyok szamal{®sumtsai, 2008; Goel és mtsai, 2011;
degli Atti és mtsai, 2014; McLaughlin és mtsai, 20Wattal és mtsai, 2014). Egy tajvani
munkacsoport azt talalta, hogy a cefotaxim és #igxacin-rezisztensg. coli térzsek,
valamint a meropenem-rezisztenB. aeruginosa torzsek elfordulasa szignifikans
Osszefliggést mutat a széles spektrumu cefalosporkanbapenemek, aminoglikozidok és
fluorokinolonok fogyasaval. A ciprofloxacin-rezisris K. pneumoniaeés meropenem
rezisztensA. baumanniieléfordulasa szintén korrelalt a széles spektrumulagbarinok
felhasznalasaval (Hsueh és mtsai, 2005). Suaremékatarsai hasonlé eredményre jutottak
MDR P. aeruginosaaltal okozott jarvany esetében. A kétezres éveiesl folyamatosan
emelkedett a karbapenem-rezisztdhs aeruginosaizolatumok aranya, majd 2005-2008
kozott progressziv novekedés volt kimutathaté atimeagisztensP. aeruginosatorzsek
szamaban, melynek hatterébdiként a széles spektrumu antibiotikumokng@kiaktamok,
aminoglikozidok, fluorokinolonok) a hasznalata a(Buarez és mtsai, 2011). Xu és
munkatarsai altal végzett vizsgélatban a karboxgiénekkel, ureidopenicillinekkel,

laktamazgatloval kombinalt penicillinekkel, cefgtosinokkal, fluorokinolonokkal és
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aminoglikozidokkal szembeni rezisztencia arany 2088 8-10% kozott volt, de 2011-ben
mar 40-60% kozé emelkedett Az baumannii-A. calcoaceticd®mplex torzsek kérében. A
karbapenem rezisztens izoldtumok ardnyaban kogebfiis emelkedést tapasztaltak (11,3%-
rol 59,1%-ra), mely a karbapenem felhasznalassa korrelaciot mutatott (Xu és mitsai,
2013).

A terdpia sordn a valasztand6 antibiotikumokkalmgzeni rezisztenciatol tartva a széles
spektrumu antibiotikumok hasznalata egyre fokozgaliki a rezisztencia tovabbi fokozddasat
eredmeényezi, egy rezisztencia spiralt hozva Idityen rezisztencia spiral volt megfigyelidet
1970-97 kozott, amikor a meticillin és mas laktastakil penicillinek felhasznalasat
kovetben a kiszelektalédott MRSA altal okozott feméseknek az aradnya drasztikusan
emelkedett, és ezzel parhuzamosétt a vancomycin felhasznalas. A fokozott vancomycin
fogyasnak koszonh&tn kezdetben megjelentek a VISA torzsek, majd 188A a VRSA-k
(Hiramatsu, 2001; Hawkey, 2008). Hasonlo jelensé&yam-negativ baktériumok kérében is
tapasztalhato volt. A lll. generacios széles spkér cefalosporinok alkalmazasa (cefotaxim,
ceftazidim) az ESBL-terméltdrzsek szelekcidjdhoz vezetett, melynek eredmé&ppmen bitt

a karbapenemeknek a felhasznalasa (Hawkey, 2008y Ra mtsai, 2007; Urbanek és mtsai,
2007).

Jelen tanulményunk hasonlé szituaciordl szamolAzeantibiotikum felhasznalds 2006-t0l
emelked tendenciat mutatott. Ennek hatterébéled a széles spektrumu antibiotikumoknak
az alkalmazasa allt, mint a Ill. generacios cefadomok, a fluorokinolonok, valamint 2008-
tol a karbapenemek. A Ill. generacios cefalospdrinidzott alkalmazasa az ESBL-terrfel
torzsek megjelenését segitettd, anelynek kdvetkezményeként emelkedett a karbapenem
felnasznalas a klinikainkon (még nem publikalt adaf karbapenemek fokozott
felhasznalasaval parhuzamosansttn az A. baumannii prevalenciaja, valamint a
karbapenemekkel szembeni rezisztencigja: a kareapsikel szembeni rezisztencia 10 év
alatt kozel tizszeresére emelkedett. Ez az eredndéayhangban van a szakirodalomban
taldlhatd adatokkal, melyek szerint & baumannii esetében megjelénkarbapenem
rezisztencia a lll. generacios cefalosporin és &aebem tulzott hasznalatanak az eredménye
(Cisneros és Rodriguez-Barfio, 2002; Goel és mt8ai ;Josifidis és mtsai, 2008, Manikal és
mtsai, 2000). Egyeteminkdn az XDR baumanniifenotipus terjedése miatt a colistin
felhasznalas gyors és nagymétiéiokozodasat figyeltik meg, ez igen rovid latenalav
kovette a rezisztens torzsek terjedését. A fokozZétitasznalds miatt fennall a veszélye a

colistin rezisztencia kialakulasanak és terjeddsénemcsak aZA. baumannii hanem mas
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Gram-negativ nozokomialis korokozok korében is, @R torzsek kialakulasahoz és
elterjedéséhez vezethet.

A karbapenemek fogyasa etiémértékben befolyasolta a rezisztencia alakulasét
baumanniiesetében. Mig az imipenem fogyas kevésbé befdtgasaldig a meropenem és
kulonosen az ertapenem fogyas szignifikans 6ssgéfilmpn allt nemcsak a baumannii
karbapenem rezisztencidjanak fokozodasaval, de Aaz baumannii prevalenciajanak
novekedésével is. Ez az 0sszefliggés 6sszhangbazzana megfigyeléssel, mely szerint az
imipenem in vitro valamivel hatékonyabb aZA. baumannii altal okozott ferizések
kezelésében, mint a meropenem vagy az ertapeManGowan és mtsai, 1995; Villar és
mtsai, 1997). Ennek az a magyarazata, hogy az imaipea kationos jellege miatt, az OprD
altal képzett csatornan keresztil nagy koncento@cjot be a periplazmatikus térbe, ezaltal a
baktericid hatasa jobban tud érvényestilni (Hamm2aa4).

A fokoz6doé prevalencia és karbapenem rezisztenizadtlen kapcsolatban allt az intenziv
osztalyok altal felhasznalt karbapenem antibiotikknrmennyiségével. Az Idegklinika ITO-
jan - ahol a karbapenem fogyasztas szignifikAnersanyabb volt a tébbi klinikahoz képest
€s ertapenemet szinte egyaltalan nem alkalmazéakA: baumanniiizolatumok nagy része
karbapenem érzékeny volt. A karbapenem felhaszn@ldas az egyetemi atlag felett volt a
Sebészeti Klinika és Tadlinika ITO-jan 2005 és 2012 kdzott, és a mintakkibényészett
0sszes izolatum rezisztens volt karbapenemmel szenttzeken az intenziv osztalyokon a
preferalt karbapenem antibiotikum az imipenem ntielkz ertapenem volt. Vainio és
munkatéarsai altal végzein vitro vizsgalatban az ertapenem szintén j0 provokalénske
bizonyult (42-72 ora elteltével) a karbapenemeldaimbeni rezisztencia indukélasalhan
aeruginosazolatumok esetében (Vainio és mtsai, 2013).

Az elmualt évek folyaman, az alternativ terapiakéatkalmazhaté aminoglikozid
antibiotikumok felhasznalasa a karbapenemek alkedsaban tapasztalthoz hasonld
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 aminogtikdok felhasznalasanak névekedésével
parhuzamosanatt az aminoglikozidokkal szembeni rezisztenci. aeruginosgaac(6’)-1b)

eés A. baumannii(ArmA) izolatumok esetében (amikacin rezisztencia 18,3%£606%-ra,
tobramycin rezisztencia 31,3%-r6l 62,7%-ra, a gaite rezisztencia 42,1%-r6l 80,8%-ra
nétt). Az 1980-as évek étt a Gram-negativ baktériumok altal okozott deések kezelésében
az aminoglikozid antibiotikumok kozul éldlegesen a gentamicint alkalmaztak. A gentamicin

felhasznalasnak eredményekénbttna szerrel szembeni rezisztencia, majd amikor a
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gentamicinél amikacinra valtottak csokkent a gentamicinnellap@nt tobramycinnel
szembeni rezisztencia (Betts €s mtsai, 1984; Ggrdgnmtsai, 1991). Miutdn az amikacin
hatdsara a gentamicin rezisztencia plazmidakntdk a baktériumokbdl, a gentamicin Gjra
hatasosnak bizonyult a féresek kezelésében, viszont az amikacinnal szenméeisiztencia
fokozodott (Gerding és mtsai, 1991).

A tapasztalatok azt mutatjdk, hogy roévidtavon aztibéwtikumok felhasznaldsaban
bekovetke# valtozasokat kdvetik a rezisztenciaban bekovétkedtozasok (Gerding, 2000).
A rezisztencia terjedését egyazon csaladba tartaddnb6z szerek eltér mértékben
befolyasoljak (ertapenemvs imipenem, amikacinvs gentamicin). A rezisztencia
mérséklésének tehat az aminoglikozidok esetébenik edghetséges megoldasa az
aminoglikozidok felhasznélasanak diverzifikaldshelme, vagyis csokkenteni az amikacin
fogyast és ndvelni a tobramycin és gentamicin t&ghalas aranyat.

Az antibiotikum rezisztencia és a klonalitas kozk#pcsolat az aminoglikozidok, illetve a
karbapenemek szerepére utaltak a sikeres klonoknferadasaban és terjedésében. A
molekuléris epidemiologiai vizsgalatok alapjan arblegenem, illetve aminoglikozid
rezisztencia nemcsak egyetlen klonhoz kotéthét P. aeruginosaesetében az amikacin
rezisztencia az acetiltranszferazt kodaé(6’)-1b gén, azA. baumanniizolatumok esetében
a karbapenem rezisztencia pedig a karbapenemanlkdthoxazs-ike gEN Megszerzésének
k6szonhet, melyet az dsszes rezisztens klon hordozott, h@@orkordbbi tanulmanyokhoz
(Bogaerts és mtsai, 2008; Fonseca és mtsai, 20aBn&d és mtsai, 1993; Mugnier és
mtsai, 2010; Ploy és mtsai, 1994). Az ugyanazon) (Kldszterbe tartozd karbapenem
érzékeny és karbapenem rezisztAndaumanniiizolatumok ablagkazs-iked€N hordozésaban
kulonboztek egymastél. A legtobb karbapenem éragkeslatum a Neuroldgiai Klinikarol
szarmazott, ahol a karbapenem felhasznéalas skgngan alacsonyabb volt. Azok a betegek,
akiknek az izolatumai 16S rRNS metilazt kdédalinA gént hordoztak, a Td#linika ITO-
jan fekidtek, ahol az aminoglikozid felhasznaldtegmagasabb volt a vizsgalt klinikdk
kozott. AP. aeruginosaokozta ferbzések kezelésére az aminoglikozidok kozul az anmkac
alkalmaztak nagy mennyiségben. A legelterjedtebld laszterbe tartozo izolatumok
mindegyikeaac(6)-Ib gént hordozott, mely az amikacinnal szemben hiztegisztenciat: az
ilyen izolatumokkal fekiz6tt betegek csoportja szignifikansan tobb amikakapott, mint
azok a betegek, akik méas izolatumokkal deftitek. Ezek az eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy az antibiotikum hasznéalat oaszelekcios nyomas kdzvetlenibsdgiti

a rezisztencia gének horizontalis transzfer Utglo terjedését (Dzidic és Bedekév2003).
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Az integron hordozas szoros kapcsolatban all anegtikozid és karbapenem rezisztenciaval
(Gallego és Towner, 2001; Houang és mtsai, 2008afiagds mtsai, 2013; Gijon és mtsai,
2013; Khosravi, 2013). Ennek megfékeh aP. aeruginosaés A. baumanniiizolatumok
don® tobbsége I. tipusu integront hordozott. Mas Gragativ baktériumokEscherichia
coli, Klebsiella pneumonia, Shigella, Proteus sdfbj)ében is elterjedt az integronoknak a
hordozésa és az |. tipus a leggyakoribb (Bhattghas mtsai, 2010; Dawes és mtsai, 2010;
Liu és mtsai, 2013; Yang és mtsai, 2014). Az izotimkban megtalalt és azonositott
integronok variabilis régiéjukban valamilygilaktammal vagy aminoglikoziddal szemben
rezisztenciat biztositdé gént hordoztak, amelyekrdiék alapjan szerepet jatszhattak a torzsek
sikeres perzisztenciajdban. A perzisztencidhoz djadnzhat az 1. tipusa integronok esetében
a 3 konzervativ régioban hordozott kationos detesg ferbtlenitbszerekkel szembeni
rezisztenciat kodold gén is (Rosser €s Young, 1999)

Az irodalomban szamos tanulmany talalhatéo arra tkozéan, hogy a sikeres klonok
perisztencigjaban - az antibiotikum rezisztenciadobasa mellett - fontos szerepe lehet a
kérokozok virulencia faktorainak is (Mnif és mts&Q13; Olesen és mtsai, 2014; Rhaski,
2014; Silva, 2012; Sullivan és mtsai, 2014). Emjelitn tanulmanyban is megvizsgaltuk az
Osszefuggést a virulencia faktorokat kodolo génekdbzasa és a sikeres klonok
perzisztencigja kozot. aeruginosaizolatumok korében. AZA. baumanniivirulenciajarol
igen keveset tudunk, eddig egyetlen virulenciadaldk tartott tényeaél sem bizonyitottak,
hogy a korhazi térzsek virulenciajadban szerepe wawirulencia gének megoszlasa érdekes
kérdést vet fel &. aeruginosaaltal okozott feizések patogenezisében. Az altalunk kapott
eredmeények azt mutatjdk, hogy a virulencia fak&szket megegyezett az egyes sporadikusan
eléforduld izolatumokban és a perzisztens izolatumaokitir a sikeres klébnok hordoztak a
VAP patogenezisében fontos szerepet jatsaasgént (Berra és mtsai, 2010; Veesenmeyer €s
mtsai, 2009), a legsulyosabb temésekkel 6sszefliggésbe hozexoUt, azonbancsak a
sporadikus izoladtumokban taldltuk meg. Ezek azraéetyek arra utalnak, hogy a virulencia
gének ebben az esetben nem A&lltak kozvetlen Ogggediien a klonok sikerével. A klonok
sikerében tehat inkdbb az antibiotikum rezisztgukigatszhatott szerepet.

Az izolatumok ebfordulasanak mintdzata min. aeruginosa mind pedigA. baumannii
esetében endémias jelenlétukre utal. A legelterfadklaszterekbe tartozé izolatumok hosszu
ideig perzisztaltakK. aeruginosaesetén ,A” és ,B” klaszterekA. baumanniiesetén ,Al"-
,D" Klaszter), de jarvanyt nem okoztak a vizsgditenziv osztalyokon. Hasonlé endémias
esetbl szamolt be Foca munkatéarsaival egy olyan Ujstimiénziv osztalyon, ahol a fée

forrast maga az apolé személyzet és a hosszu aghaily betegek jelentették (Foca és mtsai,
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2000). Mas szefik is hasonlé eredményre jutottak féfinbetegek izolatumainak vizsgalata
soran (Bergman és mtsai, 1998; Suarez és mtsal,; 20kisenberg és mtsai, 20118.
baumanniiesetében a legtobb klasztert egy vagy két kuléhlritenziv osztalyrél szarmazo
izolatum uralta, azonban néhany klaszter esetéhemotatumok ketinél tébb fekwébeteg
osztalyr6l szarmaztakP. aeruginosaesetén egy kihurcolast is tapasztaltunk. Ezek az
eredmeények felhivjdk a figyelmet az osztaly-spkasitorzsek fekébeteg osztalyok kozotti
transzmisszigjara, ami a poliklonalis endémia kialaséat teheti lehévé. AP. aeruginosas
az A. baumanniklonalis terjedésének kiulonb®mtenziv osztalyokon kiterjedt irodalma van.
Egy-egy jarvany egy vagy tobb multirezisztens kkiterjedésével hozhato O6sszefiiggésbe
(Cholley és mtsai, 2010; Giannouli és mtsai, 20&0gl és mtsai, 2011; Rogues és mtsai,
2014; Santella és mtsai, 2010). Hasonl6 endémidgzdi)l szamolt be Weisenberg
munkatéarsaival (Weisenberg és mtsai, 2011).

A kulénb6a antibiotikumokkal (karbapenemek, aminoglikozid@prokinolonok) szemben
rezisztenciat mutatd torzsek esetében a terjeddammtjabol igen |ényeges téngea torzs
rezisztencigja, melynek eredményeképpen az ankibiuot alkalmazés kdzvetlen szelekcios
eléonyhdz juttatja a jarvanytbrzset az érzékeny tomzskelszemben (Gerding, 2000). A
felhasznalt antibiotikumok mennyiségének visszdtzsaval cstkkenth&ta rezisztencia,
illetve a rezisztens korokozoék éébrduldsi aranya. Rahal és munkatarsai altal végzet
tanulmany is ezt tAmasztja ala, melyben vizsgédt&kuorokinolonok (éleg ciprofloxacin)
korlatozasanak hatasara bekovetkewaltozasokat az ESBL-terngel baktériumok
rezisztencigjaban és incidencigjaban. Az intézkédédsara a fluorokinolonok fogyasa 133
DDD/1000 apolasi naprél 17 DDD/1000 apolasi nam@kkent, melynek kdszonkben rott
ciprofloxacinnal szembeni érzékenység, és csoOkkant ESBL-termdél baktériumok
incidenciaja is (Rahal és mtsai, 1998). Ez egysaed azt is bizonyitja, hogy a rezisztenciat
provokalo antibiotikum nem csak az lehet, ami elidnalakulé rezisztencia iranyul.

Hasonlo vizsgalatot végzett el 2007-ben egy gordgkacsoport is. A tanulméany ideje alatt
az antibiotikum felhasznalast korlatozé programlumrbkinolonok felhasznaldsa mellett a
ceftazidim felhasznalasra is kiterjedt Fa aeruginosa, A. baumannés K. pneumoniae
esetében. A korlatozas bevezetését ldnreta ceftazidim fogyas 92,5%-kal, a fluorokinolon
fogyas 55,4%-kal csOkkent, ezzel parhuzamosan #aztdimmel és ciprofloxacinnal
szembeni érzékenység szignifikAnsdit mindharom baktérium esetében (Ntagiopoulos és
mtsai, 2007).

Ogutlu és munkatarsai szintén vizsgaltak, hogy dd@enem hasznalatanak korlatozasa,

hogyan befolyasolja a multireziszteAsbaumanniprevalenciajat. A tanulmany éléelében,
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amikor a karbapenem felhasznalast nem korlatoztaktanziv osztalyokon (2011-2012) a
fogyas 10,8 DDD/100 apolasi nap volt, azonban #&kuras idején (2012-2013) ez az érték
6,9 DDD/100 apolasi napra csokkent és ezzel parhozan kevesebb, mint felére cstkkent a
multireziszten®\. baumanniaranya is (Ogutlu és mtsai, 2014).

A fentiek alapjan a kedvéden jarvanytani helyzet megoldasaban tébb szerkpk¢ne
kapnia hazankban az antibiotikum felhasznalas @itnddsanak. Nemzetkdzi viszonylatban
az antibiotikum felhasznalds optimalizalasra ird@yintézkedések bevezetésére mar a 80-as
evek vége felé sor kerult. Pestotnik munkatarsaggsl olyan dontés tamogat6 informatikai
rendszert hoztak létre (Pestotnik és mtsai, 1988), a helyi klinikai eredét antibiotikum
felhasznalasra vonatkozé gyakorlati iranyelvekdatmazta és szabalyozta a klinikusok altal
alkalmazhat6 antibiotikumokat. A programnak a masdgy ebnye az volt még, hogy
monitorozni tudtdk az antibiotikum felhasznalasbaz antibiotikum rezisztenciaban,
valamint az egészségugyi koltségekben bekovétkatozasokat. A hét év alatt a korhazban
kezelt betegek 39,3%-a (63758 frészesult valamilyen antibiotikum terapiaban. @sszes
antibiotikum felhasznélas 1988-1994 kodzott 22,8%ekékkent, és a sebészetitétek soran
profilaktikus céllal alkalmazott antibiotikum fog$ta19,0 DDD-él, 5,3 DDD-re szoritottak
vissza. Ezzel parhuzamosan a halalozasi aranydlkest 3,7%-rol 2,7%-ra. A programnak
koszbnhaten az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia ard&meyn fokozédott és a
gyogyszerekre forditott koltségek is tébb mint fel&€stkkentek (betegenkénti 122,6%-rél
51,9%-ra) (Pestotnik és mtsai, 1996). Sveédorszadtigd-ben vezették be a STRAMA
programot (Swedish Strategic Programme for theoRatiUse of Antimicrobial Agents and
Surveillance of Resistance), melynek a ébif prioritdsa &treptococcus pneumoniknok
terjedésének megallitasa volt. A program eredméiyedz 6sszes antibiotukum fogyas 15%-
kal csokkent fekébeteg ellatasban (napi 17,3 DDD/1000 lakosrol T208>/1000 lakosra),
mig a jarébeteg ellatasban ez csokkenés 5%-kalobégyolt (napi 15,7 DDD/1000 lakosrol
12,6 DDD/1000 lakosra). Hasonl6 tendenciat mutatatceptre felirt antibiotikumok fogyasi
aranya is (536 DDD/1000 lakosrél 410 DDD/1000 lakdsA legmarkansabb csokkentést
(65%) a makrolidok felhasznalasa esetében értéfMélstad és mtsai, 2008). A fentebb
emlitett antibiotikum korlatozasara iranyuld stgpéikal jelends valtozasokat értek el az
antibiotikum fogyas és a rezisztencia mersekléséminban a legjobb eredmény egy atfogo
progam bevezetésével lehet elérni, amelynektédesét kiulonbdz szakembereldd alld
csoport latja el: klinikai infektologus, klinikaiyggyszerész, klinikai mikrobiologus, infekcio

kontroll szakember, korhazi epidemiolégus (Delitratsai, 2007).

70



Jelen tanulmanyunkban az antibiotikum felhasznaladekovetked rezisztencia eés
prevalencia valtozasokat vizsgalték baumanniiés P. aeruginosazolatumok korében. A
kapott eredményeink alapjan megallapithatd, hoggrglni dsszefliggés van a karbapenem
felhasznalas és aA. baumanniikarbapenem rezisztenciaja kozott, tovabba az amikac
felhasznalas ésR. aeruginosamikacin rezisztenciaja k6zott is. A karbapenenisgensA.
baumanniiterjedése egyeértelirkapcsolatban allt az ertapenem, illetve meropefogyéssal,
viszont nem volt 6sszefiiggésbe hozhaté az imiperegyasaval. Az aminoglikozid
rezisztend?. aeruginosazolatumoknak az aranya viszont az amikacin foggbkorrelalt. Ez

az eredmény utalhat arra, hogy az azonos gyégysseportba tartozd kilonbéz
antibiotikumok hatdsa a rezisztencia provokaldasamgontjabol nem egyenérték Az
ertapenem csak részben képes gatolni a nem ferdédatié&ériumokat, ezért provokalhatja a
karbapenemmel szembeni rezisztencia kialakulasam@tida és mtsai, 2011). Ezt eigy
vitro kisérlet elvégzése soran Amyes ala is tamasztatelyben a két kulonbdz A.
baumanniitorzset - egyik térzs hordozott egy OXA-65 karbapeazt, mig a masik nem —
kezelt ertapenemmel. A kezelésstel a karbapenemazt hordoz6 térzseknek az aranya
konstans volt, azonban az ertapenem alkalmazasétkd a karbapenemaz hordozo térzsek
kiszelektalodtak (Amyes, 2007).

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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VII. Osszefoglalas

A tanulmény sordn a Debreceni Egyetem Klinikai Kdp klinikairdl szarmazoP.
aeruginosaésA. baumanniiizolatumok molekularis epidemioldgiai jellemzés&erziilt sor,
melyben vizsgaltuk az antibiotikum fogyas és a &ldmntibiotikum rezisztenciaja kozotti

Osszefliggést, valamint a rezisztenciamechanizmagakigenetikai hatterét.

Pulz&lo mezdj gél elektroforézisseP. aeruginosaesetében harom. baumanniiesetében
pedig hat & rokonsagi csoportot kulonitettiink el. A frokonsagi csoportba tartozo
izolatumok ugyan hosszu ideig perzisztaltak, azonfgavanyt nem okoztak a vizsgalt
intenziv osztalyokon. A karbapenem, illetve amiilamdid rezisztencia nemcsak egyetlen
klbnhoz volt koéthei. Az A. baumanniiizolatumok esetében a karbapenem rezisztencia
hatterében ablasxazs-ike g€N hordozasa allt, mig B. aeruginosaesetében az amikacin
rezisztencia azaac(6’)-lb gén megszerzésének volt tulajdonithatd. Az amikogid
rezisztencia szoros kapcsolatot mutatott az intdgralozassal, mivel integronok variabilis
régidjaban valamilyerg-laktammal vagy aminoglikoziddal szemben rezisztnbiztosito

gént azonositottunk.

A karbapenem reziszteds baumanniiterjedése egyértelirkapcsolatban allt az ertapenem,
illetve meropenem fogyassal, viszont nem volt &8ggpesbe hozhatdé az imipenem
fogyasaval. Az ldegklinika Intenziv Terapias Oszal - 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 korrelalt, melyet a Téklinika Intenziv Terapias Osztalyan alkalmaztaknige

gyakran.

Eredményeink alapjan, az antibiotikum reziszteneésa a klonalitds kozotti kapcsolat az
aminoglikozidok illetve a karbapenemek felhaszn#ésszerepére utaltak a sikeres klénok
fennmaradasaban és/vagy terjedésében. A kétlerzarvanytani helyzet megoldasaban tébb

szerepet kellene kapnia az antibiotikum felhaszndfdimalizalasanak.
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VIII. Summary

Molecular epidemiological characterization Bf aeruginosaisolates andA. baumannii
isolates originated from the University of Debre@end the relationship between antibiotic

consumption and antibiotic resistance of the cldrea® been investigated.

Three clustersH. aeruginosa and six clustersA. baumannji have been distinguished by
pulsed field gel electrophoresis. Isolates belogpdgm the major clusters have persisted for
long periods, however, they did not cause an oatbrat the examined ICUs. Neither
carbapenem nor aminoglycoside resistance coulthked to single clone only. Carbapenem
resistance was attributable to the carriage oftilagxazs.ike gene in case oA. baumannii
isolates, while aminoglycoside resistance was duthé carriage of thaac(6’)-1b gene in
case ofP. aeruginosaAminoglycoside resistance was strongly associai#itl integrons; the
variable regions harboured genes conferring resistto beta-lactams and aminoglycosides.
Ertapenem and meropenem but not imipenem consumptas associated with increased
prevalence ofA. baumanniias a cause carbapenem resistance. At the Neurtildgywhere
the carbapenem consumption was significantly loewed ertapenem was a less preferred
agent, majority of thé\. baumanniiisolates were susceptible to carbapenems. Preelsn
aminoglycoside resistar®. aeruginosawas strongly correlated to amikacin consumption
which was significantly used at the Pulmonolgy ICU.

According to our results, relationship betweenlaatic resistance and clonality is associated

with consumption of aminoglycosides and carbapenemmich may also be the the main
driving force for maintenance and spread of sudaesknes.
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