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2. Az értekezésben szereplo roviditések
jegyzeke

Ax-x: A jelzésti antibiotikum higitasi sora

Aae: autolysin-adhesin

Aap: autolysin-adhesin precursor

ADS: Antibiotic Delivery System, szabalyozott antibiotikum-felszabaditasa rendszer
ATCC: American Type Culture Collection

AtIE: accompanied transposon insertion

Bi1.y: B jelzésti antibiotikum higitdsi sora

Bap: biofilm associated protein

BHI: brain-heart-infusion, agy-sziv pép

BSI: bloodstream infection, véraram fert6zés

CAPD: continuous ambulatory peritoneal dialysis, folyamatos ambulans peritonealis
dializis

CFU: colony forming unit, telepképzd egység

CFUr: telepképzd egységek szama az adott idépontban

CFUnrt: telepképz0 egységek szama az adott id6pontban, higitott oldatban
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CNS: Coagulase-negative Staphylococcus, koagulaz-negativ Staphylococcus
CRP: C-reactive protein, C-reaktiv protein

CTX-M: cefotaxim rezisztens miincheni torzs

CVC: central venule catheter, centralis vénas katéter

CWTA: cell-wall teichoic acid, sejtfalban elhelyezkedd teichol-sav

DDS: Drug Delivery System, szabalyozott gyogyszer-felszabaditasti rendszer
DPJI: deep-prosthetic joint infection, mélyre terjedd izilleti protézs fert6zés
Ebp: elastin binding protein, elasztin ko6to fehérje

ECDC: European Centre for Disease Prevention and Control

ESBL: extended spectrum beta-lactamase, kiterjedt spektrumi béta-laktamaz
ESGNI: European Study Group on Nosocomial Infections

Fbe: fibrinogen binding protein, fibrinogén koté fehérje

FBIC: frakcionalt biofilm gatld koncentracio


https://www.google.hu/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=9&cad=rja&uact=8&ved=0CDoQFjAI&url=https%3A%2F%2Fwww.ihs.com%2Fproducts%2Fclsi-standards.html&ei=4TsDVdu0HYPNygPjy4HwBw&usg=AFQjCNHIj9Rwln_lenmQ_D7uvG-Z80VSWg
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FIC-index: frakcionalt gatld koncentracid index

GLM: General Linear Model, linearis regresszios modell

HD: hemodializis

INICC: International Nosocomial Infection Control Consortium

mnf. nfazid

mj: mjekcid

v: intravénas

LSD: least siginifcant difference

MH: Miiller-Hinton taptalaj

MBIC: minimal biofilm mhibitory concentration, minimalis biofilm gatld koncentracio
MBICso: Az a minimalis biofilm gatld koncentracid, amely gatolja a baktérumok 50 %-
anak biofilm képzését

MBICgo: Az a minimalis biofilm gatld koncentracid, amely gatolja a baktériumok 90 %-
anak biofilm képzését

MHEK-ML: Magyar Honvédség Egészségligyi Kozpont Mikrobiologiai Laboratorium
MIC: minimal mhibitory concentration, minimalis gatld koncentracid

MICs0: Az a minimalis gatld koncentracid, amely gatolja a baktériumok 50 %-anak
novekedését

MICogo: Az a minimalis gatlé koncentracio, amely gatolja a baktériumok 90 %-anak
novekedését

MRSA: methycillin  resistant ~ Staphylococcus aureus, meticillin  rezisztens
Staphylococcus aureus

MRSE: methycillin  resistant  Staphylococcus epidermidis, meticillin  rezisztens
Staphylococcus epidermidis

MSSA: methycillin  susceptible  Staphylococcus aureus, meticillin  érzékeny
Staphylococcus aureus

MSSE: methycillin  susceptible  Staphylococcus epidermidis, meticillin  érzékeny
Staphylococcus epidermidis

MUMC: Maastricht University Medical Centre, Maastrichti Egyetem, Orvostudomanyi
Kozpont

NCCLS: National Committee Of Clinical Laboratory Standard

ND: no data, nincs adat
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NHSN: National Healthcare Safety Network

NNIS: National Nosocomial Infections Surveillance

NSSR: Nemzeti Nozokomiali Surveillance Rendszer

OEK: Orszagos Epidemioldgiai Kozpont

OD: optical density, optikai denzitas

OTKA: Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alapprogramok
PBS: phosphate-buffer-saline, foszfatpuffer oldat

PCN: percutan nephrostoma

PD: peritonedlis dializis

PIA: polysaccharide intercellular adhesin

PJ: prosthetic joint, izilleti protézis

PJI: prosthetic joint infection - protézs fertézések

PMMA: poly-methyl-metacrylate, polimetil-metakrilat
PNAG: poly-N-acetyl-1,6-glucoseamin

PROC: procalcitonin, prokalcitonin

PSA: capsular polysaccharide adhesin

PV: prosthetic valve, miibillentyti

PVC: peripheral venous catheter, periférias vénas kaniil
PVE: prosthetic valve endocarditis, miibillenty(i endocarditis
REIPI: Spanish Network for Research in Infectious Diseases
SE-GYI: Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti Intézet
SE-KMDL: Semmelweis Egyetem Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Laboratérum
SENTRY: SENTRY Antimicrobal Surveillance Program, SENTRY Antimikrobialis
Surveillance Program

SE-OK: Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinika

spp: tobb faj

SSI: surgical site infection, miitéti sebfert6zés

TO: kezd6 id6pont

T24: a kezdd idSponttd]l szamitott 24 ora

TEP: total endoprotézis

TG: thyoglycollate, tioglikolat taptalaj

TKC: Time-Killing Curve, baktérium 06lési gorbe
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TSB: tryptic soy broth, tripszines szoja tapoldat

UC: urinary catheter, hugyiti katéter

VISA: vancomycin intermediate susceptible Staphylococcus aureus, vancomycinre
mérsékelten érzékeny Staphylococcus aureus

WBC: white blood cell, fehérvérsejt
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3. Bevezetés

Az orvosi gyakorlatban a testidegen anyagok beliltetése specidlis problémakat vet
fel Legyen az ortopéd mitétek soran beiiltetésre kerlld protézis, az invaziv
kardiologidban hasznalatos mechanikus mibillentyli, miivese kezelések soran centralis
vénaba bevezetett milanyag kaniil (centralis vénas katéter, CVC) vagy aperiférids vénaba
szart kanill (periférias vénas kaniil, PVC) (pl: Branil, B Braun Hungary Ltd., Hungary),
ezzel a tevékenységgel idedlis felszint hozunk Iétre a mikrobak szaporodéasara. Kaniilok
esetén folyamatos behatoldsi kaput nyitunk a koérokozok szamara, hiszen az érbe
bevezetett milanyag cs6 kozlekedik a kiilvilaggal. Mély szovetek kozE torténd, testidegen
felillet  betiltetésekor (pl. ortopédiai protézisek) infekcios szovodményként letokolt
folyamat johet létre, majd a kornyez6 szovetekben szeptikus folyamat alakulhat ki, Sok
esetben elegendé kevés csiraszami baktérium a folyamat elinditasahoz. A legfontosabb
idegen feliileteket €s a hozzajuk kothetd véraram fertdzések gyakorisagat az 1. tablazat
tartalmazza (1-10).

Az intakt csontszovet rossz vérellatasu terilletnek szamit. Az ide keriilt
baktériumok (hematogén szords vagy intraoperativ bevitel részeként) az immunrendszer
sejtjei eldl elbujva akadalytalanul képesek szaporodni és osteomyelitist okozni. Az
ortopédiai protézisek felszinén elszaporodd korokozok a kornyezd csontszovetben
szintén osteomyelitist hozhatnak Iétre. Az osteomyelitis korokozoinak Osszefoglald
listaja a 2. tablazatban lathato (11).

Az idegen felileteken (milanyagok, keramiak, orvosi fémek) telepeket képzo
baktériumok kialakithatjak sajat, az immunrendszer szamara athatolhatatlan védelmi
rendszeriiket, amelyet biofilmnek hivunk. A baktériumok ezt kovetéen az idegen
felilletr61 a vér-és nyirokkeringés segitségével tavoli szervekbe juthatnak, ugyneve zett
szeptikus metasztazisokat hozhatnak Ietre, illetve szovédményeként véraram fert6zés

(bloodstream infection, BSI) alakulhat Ki.
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1. tablazat: \ éraramfertozések gyakorisaga

Idegentest NHSN 2006-2008 INICC 2004-2009
Centralis vénas katéter (CVC) 1,8 % 6,5 %
Hugyuti katéter (UC) 4,0% 59 %
Periférids vénas kanil (PVC) 49,6 %
Mdbillentyd (PV) 49,1 %
izlileti protézisek (PJ) 1,0 %

2. tablazat: Osteomyelitis leggyakoribb korokozoi korcsoportok és prediszponalo

tényezok szerint

Korcsoport szerint

Ujsziiléttkor Staphylococcus aureus, Enterobacter spp.,
A és B csoportu Streptococcus spp.

Gyermekkor S. aureus, Enterobacter spp., B csoportu Streptococcus spp.,
Haemophilus influenzae

Feln6ttkor S. aureus

Prediszponadld tényez6k szerint

Intravénds droghasznaldk | S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Candida spp.

Immunkompromitaltak S. aureus, Bartonella henselae, Aspergillus spp.,
Mycobacterium avium complex, Candida albicans

Huagyutifertézés P. aeruginosa, Enterococcus spp.,

Gerincm(itét S. aureus, koagulaz-negativ Staphylococcus (CNS),
aerob Gram-negativ Bacillusok

Nozokomialis fert6zés, Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Candida spp.

diabétesz, tréfikus zavar, | Polimikrobidlis: S. aureus, CNS, Streptococcus spp.,

trauma, sebfert6zés Enterococcus spp., Gram-negativ Bacillusok, anaerobok

10
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4. Irodalmi attekintés

4.1. ldegen testek és azokkal osszefiiggo fertézések

4.1.1. Ortopédiai protézisek

Az ortopéd gyakorlatban a protézis fertézés (prosthetic joint infection, PJI) leggyakoribb
oka a szervezetben lappangd infekcios folyamatok reaktivalodasa. A miitét elvégzése
elott ezért kotelezd a szervezet kivizsgalasa (goctalanitas). A kronikus pyelonephritis,
tonsillitis, a fogagy megbetegedései, a sebek pyogén folyamatai, a gastrointestinalis
traktus infekcioi  (pl: epeholyag gyulladas), az endocarditises goc illetve a
dentogingivalis beavatkozasok és az endoszkopos vizsgalatok baktériumokat szorhatnak
a keringésbe, amelyek megtapadhatnak a beliltetett protézis felszinén ¢és komyezd
csontszovetben osteomyelitis hozhatnak 1étre (12-22). Az osteomyelitises gocbol
leszakado szeptikus metasztazisok tobb szerv abscessusat okozhatjak (23).

A PJI-k masik oka a protézis beiltetés soran bevitt nozokomidlis flora
kolonizacidja. A miitéti teriilet nem megfeleld izolalaisa miatt a beteg borérdl fakultativ
patogén korokozok keriilhetnek a miitéti teriiletre. Nem elhanyagolhatdé az epiduralis
érzéstelenitéssel bevitt fert6zés lehetésége sem. A miitét soran az operacidban részt evé
személyzet is juttathat be baktériumokat, ezért a gondos bemosakodas és steril eszkdzok
hasznalata ellenére, elenyészd szamban ugyan, de napjainkban is szdmolhunk kell az
ilyen jellegli fertézésekkel A személyzet baktérum hordozisanak rendszeres ellendrzése
a foglalkozas-egészségiigy feladata (pl: Staphylococcus aureus szirése orr és torok
valadékbol).

A posztoperativ sebfert6zés a miitét utani haldlozas egyik legfobb oka (24, 25). A
beiiltetés soran a veldtr kitakaritdsa kozben sériinek a csontot ellatd kis erek. A széles
korben protézis rogzitésére alkalmazott, hé termelé szintetikus cement (akrilatok) lokalis
nekrozist okoz, majd a protézist hematoma veszi koril. E tényezok egyiittese elonyds
feltételt teremt arra, hogy a miitét soran bekeriilt baktériumok hetek multdn gennyesedést

okozzanak. A felsorolt tényezOkhdz kapcsolodik, hogy bizonyos baktériumok (pl.

11
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Staphylococcusok) konnyen kotédnek a csontcementhez (26). Az itt clhelyezked6
mikrobdk a keringd ellenanyagokt6l elzartak, illetve a parenterdlisan adott
antbiotikumok sem ¢érik el ezt a teriletet. A fellépd infekcid sordn, hasonldan a
talyogokhoz, aprotézis terilete mintegy izolalodik aszervezettdl, letokolt folyamat veszi
kezdetét. A fert6zott protézis jelenlétének két kovetkezmény lehet:
e A baktériumok szaporodasdhoz biztositott kozeg jelenléte fenntartja az allando
véraram fert0z€s lehetdségét (hasonldoan a kaniilszepszis kialakulasdhoz).
e A beiiltetett mesterséges izillet honapok mulva funkciojat veszti, ltre jon a
protézis szeptikus kilazulasa, ami tovabbi reoperaciokat tesz sziikségessé.
A fent emlitett folyamatok egylittes hatdsdnak kovetkeztében a beteg konnyen mtenziv

osztalyra keriilhet, ahol fennall a tovabbi nozokomialis szepszs lehetGsége.

4.1.2. Vénas kaniilok

A vénas kaniilok behelyezése soran kialakult nozokomidlis infekciok teszik ki az
orvosi tevékenységhez kotott fertézések jorészét (1, 27-31). A bor flordja (apatogén és
patogén) a szircsatornan keresztil megtelepszik a véna faldnak sériilése miatt kicsapodott
fibrinrogben, 4allandd infekcids gocot képezve a szervezet szamara. A centrdlis
kaniiloknél ezért gyakran fordul eld kaniilszepszis. Azoknal a betegeknél, akiknél a kaniilt
kemoterapias gyogyszerek bevitelére hasznaljak, akatéter-szepszis nagyobb aranyd, mint
a parenteralis taplalas céljabol beiiltetett kaniilt viselok korében (32-35). A kvalitativ
bakteriologiai meghatarozas szerint akkor all fenn CVC szeptikémia, ha a katétervégrol
¢és a periféridas vénabol vett vérbol ugyanaz a mikroorganizmus tenyésztheté ki, anélkiil,
hogy az adott korokozé mas fellelheté forrasbol szarmazhatna (36, 37). A szeptikémia
diagnozisa leginkabb retrospektiv €s gyakran klinikai kritériumokon — fehérvérsejt szdm
(WBC), C-reaktiv protein (CRP) és prokalcitonin (PCT) szint - alapszik. A PVC-ket 3-4
naponta kell cserélni. Ennek ellenére sokszor talalkozunk 1 hete behelyezett periférias
kaniillel. CVC cseréjét atlagosan harom hetente kell elvégezni, de a csere idOpontja
bizonyos esetekben fligghet kaniil és a beiiltetési beljaras tipusatol (36). Hemodializalt
betegeknél tartdos kanill esetén a szakszerli kaniilapolds mellett csak szovodmény

(infekcid, kaniil trombdzis) esetén van szikség cserére.
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A katéter-infekcid és a katéter-kolonizacid kozti kiilonbség specificitdsanak
novelésére Maki és kollégai egy szemikvantitativ modszert dolgoztak ki a katétervég
vizsgalatahoz, mely a kaniil agar lemezen valo atgorgetésével torténik (38, 39). Ezzel a
modszerrel  megkiilonbozethetd  a  katéter-kolonizdicid6  a  katéter-infekcio to L.
Vizsgalataikban, ha a katétervég leoltdsa 15 vagy tobb koloniaformald egység jelenlétét
igazolta, abban az esetben a bakterémia kockazat 16 % wvolt. 15-nél kevesebb
koloniaformald egység esetén a betegeknél nem fordult el bakterémia. Az amerikai
National Nosocomial Infections Surveillance / National Healthcare Safety Network
(NNIS/NHSN) és az European Study Group on Nosocomial Infections (ESGNI) szamos
nagy korhazban végzett vizsgalata (pl: SENTRY) alapjan leggyakrabban S. aureus és
Staphylococcus epidermidis okoz szeptikémiat, de el6fordul Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., béta-hemolizalo Streptococcus
spp. és Candida spp. okozta kaniilszepszis (1, 27-29, 40, 41). Egyes korhazakban
kifejezetten a Gram-negativ torzsek eloretorése tapasztalhatdo (42, 43). A centralisan
behelyezett kaniilok atlagban 20-22 %-a fertézott, mig ez az eredmény a periférias
kaniilok esetében 15-18 % (44, 45). CVC alkalmazasa esetén egyéb infekcios
szovédmények is kialakulhatnak (46). A kilépési hely, vagy az alagit fert6z6dése talyog
kialakulasahoz vezethet és ritkan a kornyez6 csontok (pl: kulcscsont) osteomyelitise is
létrejohet  (47). Magyarorszagon az uralkodd klinikai gyakorlat szerint kevés
hemokultirds vizsgalatot végeznek, éppen ezért nehéz megitélni a hazai CVC
szeptikémias esetek epidemiologiajat (48). Az Nemzeti Nozokomidlis Surveillance
Rendszer (NNSR) 2011-es adatai alapjan 72 %-ban regisztraltak CVC-hez kothetd primer
szeptikémiat (2008-as adatokhoz képes majdnem 20 %-os novekedés!) (30, 31). Minden
mas esetben szekunder volt a szepszis oka (pl. CVC jelenkétével parhuzamosan
pneumonia vagy hugyiti fertdz€s volt a primer goc a szervezetben) (49). A primer BSI-
ket és kovetkezésképpen a halalozast dontden S. aureus és S. epidermidis okozta. (1.
abra).
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S.aureus CNS Pseudomonas sp. Klebsiella sp.

1. abra: Primer véraram fertozések halalozasi adataia NNSR 201 1. évijelentése alapjan,

korokozok szerint (31)

Hemodializis (HD) kezelés esetében hosszabb-révidebb id6re szintén centralis
vénas kaniil kerill beiiltetésre. Dializis kaniilok két fajtaja ismeretes: ideiglenes (pl: két-
¢és haromlumenil) és tartds (tunnelizalt) (pl: Tesio®, Medcomp Inc., USA). Tunnelizalt
kaniill hosszabban fut a subcutan szovetek kozott, amig eléri a v. jugularis mnternat.
Irodalmi adatok alapjan Tesio® kaniil alkalmazisa esetén sokkal kevesebb mfekcids
szovédményre szamithatunk, mint az ideiglenes kanilok beiiltetését kovetden (50, 51).
Mind az ideiglenes, mind a tartds kaniilok esetén, a katétervesztés vezetd oka az infekcio,
(52). Mivel a bevezetett kanil milanyag, ezért gyakran képzodik a feliletén biofilm,
amely a kanill megtartasa esetén fenntartja az infekcios folyamatot (53-57). HD kezelt
paciensekben a kovetkezé kaniilasszocialt, szeptikus szovodményekkel szamolhatunk

(54, 58-60):

e Szepszis

e Infektiv endocarditis (IE)
e Osteomyelitis (OM)

e Szeptikus arthritis

e Szeptikus tiidéembolia

e Spmalis - epidurilis talyog
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A hemodializalt betegek CVC-hez kapcsolodd szeptikus folyamatainak
hatterében akar 85 %-ban allhatnak Gram-pozitiv korokozok (S. aureus, S. epidermidis,
Enterococcus faecalis). Egyes forrasok szerint a meticillin rezisztens Staphylococcus
aureus (MRSA) a szeptikémias esetek majdnem 1/3-aért felels lehet (54, 61-66).

4.1.3. Hasuri katéterek

Peritonealis dializis (PD) esetén a hasiireggel kozlekedé Tenckhoff-katétert
vezetnek be, amin ozmotikusan aktiv oldatot engednek a hasiiregbe, hogy a hashartyan
(mint felig atereszté hartyan) keresztiil filtralodjanak ki az eltavolitasra szant anyagok. A
dializis kezelés emlitett tipusat folyamatos ambulans peritonealis dializisnek (CAPD)
hivjuk. A peritonealis dializis egyik legstulyosabb szovodménye a bakterialis peritonitis
(65, 66). A hashartyagyulladas kezelést kovetden gyakran recidival, ezaltal sziikség lehet
a Tenckhoff-katéter kivételére €s a hemodializisre torténd attérésre. CAPD-s betegekben
S. epidermidis okoz leggyakrabban bakterialis peritonitist, masodik helyen S. aureus altal
okozott infekcio all (67). Gram-poztivok patogének kozil gyakran izolalnak még
Viridans Streptococcusokat, Enterococcusokat és egyéb Streptococcus spp. torzseket is
(68). Gram-negativok kozil elsé helyen az E. coli all. Kis szazalékban talalkozhatunk
gombak (foleg Candida fajok) altal okozott hashartyagyulladassal is (69, 70).

Tenckhoff-katéter, a Tesio® katéterhez hasonldoan alagiton (tunnelen), abér alatti
szoveteken keresztiill vezetddik at a hasiiregig. Bakterilis fertdz€s esetén tunnelgyulladés
- @ hastiri katéter béralatti részén kialakuld gyulladas — alakul ki, ami gyakran a kiils
nyilas (exit site) infekcidojahoz tarsul (71). A mianyag felileten megteleped6 korokozok
biofilmet termelnek, amely a szeptikus folyamat fenntartdsaért, illetve relapszusaért
felelos (72, 73). Tinetei gennyes valadékozas, akatéter lefutasa mentén bOrpir és nyomasi
fajjdalom. Az elvaltozds ulirahang vizsgalattal kovethetd. A bakterioldogiai leoltast
antibiotikus kara koveti a kilépd nyilds megfeleld ellatasdval (sebészi beavatkozas,

kotozeés).
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4.1.4. Alland6 hugyuti katéterek, nephrostomak

A hogyh6lyagba  vezetett  milanyag-szilikon — csovek  felszinén  a
mikroorganizmusok biofilmet hozhatnak Iétre, mintegy allanddé forrasat képezve az
aszcendald hugyati fertdzéseknek. A korokozok eljuthatnak a holyagig, illetve
elszaporodhatnak a vizeletgyiijté zsakban. Az anus nyilis kozelsége miatt az allando
katétert viseld ndk fokozottabban ki vannak téve a bélbaktériumok okozta higyuti
fert6zéseknek. A katéter kolonizacidjaban akar tobb species is részt vehet, ez hugyuti
szepszis forrasa lehet. Hugyuti katéter viseléshez kothetd infekcidkat foleg Gram-negativ
baktériumok okoznak (E. coli, K. pneumoniae, Proteus mirabilis, Serratia. marcescens,
Enterobacter cloacei). E. faecalis és Enterococcus faecium jelenléte a mikrobiold giai
mintdban kontaminaciéra utalhat. S. epidermidis okozta katéterinfekcio hatterében
leggyakrabban akoérokozo biofilm képz6 tulajdonsaga all. Tartds katéter viselésénél nem
ritka 2-4 species egyidejii jelenléte (nozokomialis, multirezisztens torzsek: Serratia spp.,
Pseudomonas spp., Citrobacter spp., ) (74-78).

Percutan nephrostoma (PCN) beiiltetése azuréterek vagy ahugyholyag szintjében
kialakulo vizeletelvezetési akadaly muatt torténik. Az akadaly ltrejohet kiilsé tényezd
(pl. has-kismedencei térfoglalas okozta kompresszio), vagy belsé obstrukcio (pl.
uréterkd) altal. A PCN bevezetésének legfobb indikacidja a vesemedencében kialakulo,
sokszor befertdz6dott  vizeletet tartalmazo, tagulat. Ez, ha tartésan fennall,
veseparenchyma 1éziot okoz és kovetkezményként inaktiv zsakvese alakulhat ki. PCN
bevezetésével megdvhatd a megmaradt vesedllomany és hosszitdvon biztosithatd a
vizeletelfolyas. A PCN beiiltetést kovetd mnfekcios szovodmények epidemiologidjarol
kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Tartds nephrostoma viselésének gyakori
szovodménye a pyelonephritis, melynek incidencidja esetriportok és néhany korhdzi
felmérés alapjan  19-21 %-ra tehetd (79-82). A PCN-hez kotheté pyelonephritis
komplikalt hugyati fertézésnek szamit, amit a PCN mianyagfelszinén képz6d6 biofilm
stlyosbbit. Az infekciok mogott leggyakrabban E. coli okozta infekcid all, de a tobbi
Gram-negativ korokozo aranya is nagyobb, mint a nem komplikalt esetekben.

A Gram-pozitiv korokozok kozil biofilm képzé S. aureust, S. epidermidist és
Enterococcus spp. torzseket tobb alkalommal izoldltak PCN feliiletérdl, ezen feliil egy
esetriport beszamolt biofilm képzé6 MRSA okozta kolonizaciorol is (83).
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4.1.5. Miibillentytik

A mibillentyli beiiltetésen atesett betegek szervezetében lappangd nfekcids
gocok allandd lehetdséget teremtenek a billentyt feliletén megtapadd bakterialis
vegetaciok kialakuldsdnak. Nagy esetszdmu, prospektiv vizsgdlat eredményei alapjan a
mibbillentyiis betegek kozel 50 %-anal igazoltak vegetaciot (4). A betegség incidenciaja
20-30 % (84). A mibillentyli felilletén megtapadd korokozok fajtai atfedést mutatnak a
CVC-hez kothetd infekcidk korokozoival, ez a korrelacid a HD kezelésben részesiild
betegek esetében kifejezettebb (85-87). Kiilfoldon folytatott epidemioldgiai vizsgalatok
eredményei szerint tObbségében a Gram-poztiv baktériumok - foleg Staphylococcus spp.
és az Enterococcus spp. torzsek - okoznak mibillentyli endocarditist (4, 84, 88, 89).
Néhany esetben beszamoltak Propionibacterium és Candida fajok altal okozott
infekciokrol is (90, 91).
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4.2. Biofilm képzo mikroorganizmusok

Vénas katéterek, allandd hugyati eszkozok, valamint minden olyan felilet, ami a

korhdazban fekvé beteg nyalkahartydjaval huzamosabb ideig érintkezik, lehetéséget
teremt arra, hogy a biofilm képzo torzsek a szervezetbe jussanak. A protézis beiiltetésen
atesett paciensek esetében a baktériumok szirmazhatnak az allando hugytti katéterrdl, a
periférids €s centralis vénas kaniilrdl, adott esetben a llegeztetéshez hasznalt tubusrdl is.
Megtelepedésiik megneheziti mind a lokdlis, mind a szisztémas antibiotikum terapiat.
A bizonyos baktériumok képesek fenotipusukat megvaltoztatni, tgynevezett Sessilis
konformaciot vesznek fel Nem minden koérokozd képes erre: a klasszikus jarvanyok
okozoi (Vibrio cholerae, Yersinia pestis) planktonikus életre specializalodtak
(folyadékban szabadon lebegd forma). A protézis asszocidlt fertézéseket okozod torzsek
képesek adhézios faktorokat termelni, amelyekkel kitapadnak azidegen felilletre (92-95).
Bizonyos esetekben a protézis kornyékén szubterdpids dozisban dasuld antbiotikum
stimuldlja a bakterialis biofilm kialakulasat (96). Elészor reverzibilis kapcsolat jon létre
a mikroba ¢és a feliillet kozott. A mikroorganizmusok olyan géneket expresszalnak (pl. S.
epidermidis esetében az ica gének), amelyek specialis adhézios faktorokat kodolnak (94).
Emellett a koérokozod rendelkezik a ra jellemzo struktirakkal (pl. sejtfal receptorok)
amelyek kotk a fibronektint ¢és a fibrinogént. Ezen faktorok Osszességeként Iétrejon az a
specialis  kotddés, ami fenotipusvaltozast idéz el6 a mikroorganizmusban: lassul az
anyagcseréje, lassan szaporodik, ehhez a csokkent oxigén ¢€s tapanyag ellatottsag is
hozzajarul. A sejtfalszintézisben szerepet jatszo6 fehérjék down-regulalodnak, majd
beagyazodik a megtermelt glycocalyxba, elészor mikrokolonidkat, majd kiterjedt
telepeket Iétrehozva.

A biofilm lehet monobakteridlis. Ebben az esetben a génexpresszid a maximalis
tulélést szolgalia. Az egyetlen species kihasznal minden rendelkezésére all6 erdforrast.
Polimikrobidlis esetben a kiilonb6zd korokozok eltérd szabalyok szerint alakitjdk ki a
kozos biofilmet. A Knyeg, hogy mindegyik species idedlis feltételt teremtsen maganak.
Ez tiikr6z6dik az elhelyezkedésben is: a tobb oxigént igénylok feliil, kozel a felszinhe z,
a fakultativ anaerobok a film aljan telepszenek meg. A baktériumsejtek emellett kiépitik
sajat kommunikacios haldzatukat is, igy jeleket kiildenek egymasnak a biofilmen tuli

allapotokrdl, a tapanyag ellatottsagrol és a szervezet védekezoképességérdl (97).
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A korokozo adhézios faktorai mellett szot kell ejteni a szervezet €s a protézis
szerepér6l is. A protézis rOgzitéséhez polimetil-metakrilat (poly-methyl-metacrilate,
PMMA) csontcementet hasznalnak. A baktérium altal termelt glycocalyx ligandként
kotodik a megszilardult PMMA | receptor” felilletére (98). A csontcement avascularis
felszinnek tekinthetd. Az itt megtelepedd korokozok a keringd ellenagyagoktol elzartak,
az optimalis kotddés miatt kevesebb mikroba is elég a fertdzéshez. A szervezet
extracellularis matrixa gazdag fibronektinben, az erekbdl kilépé plazma pedig plazma
glikoproteint tartalmaz. Ezen anyagok szintén segitséget nyujtanak a baktériumok
kolonizaciojahoz (94, 99).
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4.3. Protézis fertozések epidemiologidja

4.3.1. Korokozo spektrum

Az elmult 15 évben kiilonbozd orszagokban, tobb egészségiigyi intézményt érintd
vizsgalatot  végeztek a protézis asszocilt fertézések  korokozd spektrumanak
meghatdrozasara. Eurdpai orszagokban végzett kutatds szerint tSbbségében a Gram-
pozitiv baktériumok altal okozott gennyes folyamatok miatt tortént a betiltetett protézisek
cseréje. A legtobb vizsgalat a 2003-2011 kozotti éveket Oleli fel. Az ezen iddintervallum
alatt gyQjtott adatok elemzése soran tobbségében Staphylococcusok altal okozott
szeptikus folyamatok, illetve a Gram-negativ baktériumok okozta PJI-K szamanak

eléretorése volt észlelehetd, és ez a tendencia napjainkban is tapasztalhaté (100-103).

4.3.2. Staphylococcus epidermidis helye a nozokomialis infekciokban

A S. epidermidist, ellentétben a S. aureusszal, eredendéen nem tartottak
nozokomidlis patogénnek. Az 1950-es évektdl a gyakoribba vald szivmiitétek (foleg
szivbillentyli beiiltetések) miatt azonban egyre tobb helyrdl jelentettek koaguldz-negativ
Staphylococcus spp. (CNS) fertézéseket. A szaporodd infekciokhoz hozzajarult a vénas
kaniilok, katéterek és liquorshuntdk haszndlata is. A CNS fertézések aranya az 1980-as
évek elejétdl az 1990-es évek kozepéig fokozatos, majd 2000 utan az USA ¢és Eurdpa
korhdzaiban ugrasszertien ndvekedést mutatott. A folyamat eredményeként a Gram-
pozitiv baktériumok - ezen belill a S. epidermidis - dominanssa valtak az idegen
feliletekhez (CVC, mibillentylik, ortopédiai protézisek) kothetdé korhaz fertézésekben
(94, 104, 105).

4.3.3. Biofilm képzo Staphylococcus epidermidis torzsek

A testbe iiltetett idegen feliletek a S. epidermidis ,yreceptoraiként” szolgalnak, kiilonésen
igaz ez a PMMA felilletek esetén. A ligandszeri kotddésben nagy szerepet jatszanak a
baktérium virulencia faktorai (3. tablazat). Az idegen feliileten (miianyagok, keramia,
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ffmek) a biofilm képzddés két lépésben zajlik. A baktérum eldszor kitapad az idegen
feliletre, ahol sejt aggregatumokat hoz létre, majd ezek a kolonia szigetek tobbszintes
szerkezetté allnak Ossze. A kitapadasban és az infekcid micidlis fazisaban egy adhezin
(capsular polysaccharide adhesin, PSA), illetve bizonyos esetekben az atlE gén altal
kodolt autolizin  protein jatsza a legfontosabb szerepet. Masodik Iépésben a sejt
aggregatumok kozott rendkiviil erds, sejt-sejt kozotti kapcsolat jon létre. A sejt-sejt
kotések kialakitasban az icaADBC lokuszon kodolt PIA (polysaccharide intercellular
adhesin) ¢és a PNAG (poly-N-acetyl-1,6-glucoseamin) a legfontosabb faktor (94, 106-
108).

3. tdablazat: S. epidermidis biofilm képzésért felelds virulencia faktorai

virulencia faktor szerkezet gén funkcid
AtIE fehérje atlE autolizin / adhezin, kitapadasért felelés faktor,
matrix protein
Aae fehérje aae autolizin / adhezin
CWTA glikoprotein | tar / tag teicholsav, sejtfalkomponens
SdrF fehérje sdrF kollagén kéto fehérje
SdrG (Fbe) fehérje sdrG (fbe) | fibrinogén koto fehérje
SdrH fehérje sdrH adhézios faktor
Ebp fehérje ebp elasztin kéto fehérje
icaA, poliszacharid koto fehérje, sejt-sejt kotédés ill.
PIA / PNAG fehérje icaD, anti-IgA, antifagociter és antikomplement
icaB, icaC | funkcio
Bap/Bhp fehérje bap / bhp |intercellularis adhezin
Aap fehérje aap intercellularis adhezin prekurzor,
proteolizis utan aktiv
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4.3.4. Meticillinrezisztens Staphylococcus epidermidis okozta infekciok

A kiterjedt béta-laktdm antibiotikkum hasznalat hozzajarult a meticillin rezisztens
Staphylococcus epidermidis (MRSE) torzsek elterjedéséhez. A meticillin  rezisztens
torzsek invazivitasa a meticillin érzékeny (methycillin susceptible Staphylococcus
epidermidis, MSSE) torzsekét meghaladja, ezért sok esetben az ortopédiai protézisek
kornyékén, a mélyebb szovetek felé terjedd infekciok (deep-prosthetic joint infections,
DPJI) els6szamu koroki tényezbjeként szerepel (109, 110). Az MRSE torzsek a béta-
laktdm antibiotkkumok tobbségére rezisztensek és egyes torzsek csokkent érzékenységet
mutatnak a glikopepdidekkel szemben (111). T6bb tanulmany igazolta, hogy az MRSE
torzsekkel szembeni aminoglikozid rezisztencia az 1990-es években ugrasszeriien nott,
Nyugat-Eurépaban jelenleg atlagosan 60 % felett van. Az USA-ban 1992 és 2004 kozott
NNIS altal feldolgozott surveillance adatok alapjan a S. epidermidis klinikai izolatumok
89,1 %-a bizonyult meticillin rezisztensnek (111, 112).

Az MRSE ellen jelenleg a vancomycin az els6 valasztand6 antibiotikum, azonban
a glikopeptidekkel szembeni csokkent érzékenység miatt szamos kozlemény a

daptomycint részesiti elonyben (113, 114).

22



DOI:10.14753/SE.2016.1854

4.4, Idegen testekkel Osszefiiggd fertozések megelozésének

lehetosegei

A beliltetett eszk6zok (protézisek, érpotlok, kaniilok) felszine idedlis lehetdséget
jelent abaktériumok novekedésének. Ezeken a teriileteken a szisztémas terapias eszkozok
sokszor nem penetralnak megfelelden. A gyogydszatban mar évek oOta haszndlnak
szabalyozott gyogyszer felszabaditasi rendszereket (DDS, Drug Delivery System),
melyekhez  hatdanyagként antibiotikumot kdtnek. A  szabdlyozott antibiotikum
felszabaditdsti rendszerek (ADS, Antbiotic Delivery System) jol hasznalhatoak lokalis
infekciok megelozésére, illetve terapiasan is bevethetdek egy-egy goc szanalasara (115).
Az ADS-ek két csoportra oszthatéak: nem biodegradabilis és biodegradabilis
rendszerekre. A biodegradabilis rendszerek kozos jellemzbje, hogy a beiiltetést kovetden
nincs sziikkség az eltavolitasukra, jelentdsen csokkentve ezzel az infekcid kockazatat. Az
antibiotikum leadast kdvetden a hordozoanyagot a szervezet elbontja (pl makrofagok)
¢és/vagy az maktiv DDS beépiil a csontszovetbe. Az utobbi esetben az infekcidos gocbol
adodo szovethidny helyén 11j csontszovet épiil, igy ezek a rendszerek csontpotlasra is

hasznalhatdak.

44.1. Az ortopédiaban hasznalatos szabalyozott antibiotikum

felszabaditasa, nem biodegradabilis rendszerek

4.4.1.1. Septopal-lanc

A gentamicint tartalmazo polimetil- metakrilat golyocskakbol allo  Septopal-
lancokat (116-118) az 1970-es években vezették be (Refobacin-Palacos®) (Biomet Inc.,
Sweden), hogy megelézzék az ortopédiai beavatkozasok (protézis Dbeliltetés,
osteomyelitises goc szanilisa) utdn felépd infekcidos szovédményeket. Az 1980-as
évektdl tobramycinnel tolt6tt golydcskakbol allo lancok antbiotkum leadésat is
vizsgaltak (118, 119). Daniélle Neut és munkatarsai 2010-ben tobb cég altal az eredeti
Septopal-lanc tovabbfejlesztett valtozatait tesztelte (120). A jelenleg hasznalt hordozo
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rendszerek az eredeti modellhez képest sokkal tovabb biztositanak egyenletes, minimalis
gatlo  koncentracio (MIC) értéket meghaladd antibiotikum szntet lokalisan. Az
alkalmazas Iényege, hogy a kikapart, elézoleg gyulladdsos sejteket tartalmazd
csontiiregbe, illetve a kronikus folyamatként kialakult Brodie-talyog itiregébe gentamicint
tartalmazd golydcskakbdl Osszedllitott lancot iltetnek, ami hetekig adagolija az
aminoglikozidot.

A kereskedelemben meghatarozott nagysagi (7 mm) PMMA gyongyoket
forgalmaznak (2. abra). Ezen felil lteznek nem kereskedelmi készitmények, melyeket
sebészek allitanak Ossze (121).

e

2. abra: Septopal-linc (122)

4.4.1.2. Polimetil-metakrilat csontcement

A protézisek beiiltetésekor ragaszté és tomitbanyagként polimetil-metakrilat
csontcementet toltenek a metaphysis iregébe a protézis szara koré (123-126). Az
antibiotikummal mmpregnalt csontcementet Europaban tobb, mint 3 évtizede alkalmazzak
(127-129). Eloszor Bucholz ¢és Engelbrecht alkalmazott antibiotikummal kevert
csontcementet csipdprotézis szeptikus folyamatainak megeldézése céljabol az 1970-es
években (Refobacin - Palacos ©, Biomet Inc., Sweden) (127, 130, 131). Néhany évvel
késobb Klekamp ¢és munkatarsai egységenként 1 g vancomycint és 1,2 g tobramycint
Simplex-P® cement (Styker Global Headquaters, USA) részecskékkel kevertek oOssze
(132). Az altaluk kiadott kozlemények alapjan az antibiotkkummal elegyitett csontcement
hatasossaga fligg a cement tipusatdl és a molekuldk kozti kémiai kotéstol Az
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antbiotikkummal torténd impregnalashoz napjainkban tobramycint, gentamicint és

vancomycint hasznalnak (24, 132-135).

4.4.1.3. Cilinderek

A mikrocilinderek alkalmazdsdt a protézis koril kialakuld —osteomyelitis
kezelésére dolgoztdk ki Lényege, hogy tobbfajta antibiotikum és csontdrlemény
egyvelegét kis cilinderekbe helyezték. Allatkisérletek soran ezeket a cilindereket iiltették
a kitakaritott osteomyelitises goc tiregébe. Bar a tesztek soran a rendszer egyenletes
hatoanyag leadasat detektaltak, a modszernek klinikai kiprobalasara ezidaig nem kertilt
sor (136-138).

4.4.1.4. Antibakterialis feliiletek

A protézis asszocialt fertézések egyik Ujfajta megeldzEési modja, ha a protézis
feliiletét antibakterialis anyagokkal vonjuk be. Régota ismert az eziist baktericid hatésa.
Legtjabb kutatdsok eredményei alapjan a fém feliletéhez kovalensen antibiotikum
molekulakat kotnek. Antoci és munkatarsai 2008-ban titdinium felilethez vancomycint
kotottek, majd ezt kovetden S. epidermidis torzsek biofilm képzd képességét vizsgaltak
dusito taptalaj segitségével. A kisérletsorozat szerint a feliilethez kotott antibiotikum mar

a planktonikus fazisban meggatolta a baktériumok novekedését (139-143).

44.2. Az ortopédiaban hasznalatos szabalyozott antibiotikum

felszabaditasu, biodegradabilis rendszerek

4.4.2.1. Antibiotikummal impregnalt csontgraftok

Szamos kozlemény szamol be antibiotikummal impregnalt csontgraftok
alkalmazasar6l. Buttaro és munkatarsai 1997-2000 kozott 29, korabban csipéprotézis

beiiltetésen atesett paciens szeptikus szovodményét kezelték vancomycines csontgrafttal
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(144). Chen és munkatarsai 1996 és 2001 kozott 18 tibia osteomyelitises beteget kezelt
antbiotkummal impregnalt csontgrafital. Els¢ fazisban gentamicines Septopal-lancot
iiltettek a kitakaritott csontiiregbe. Akiknél a preoperativ iddszakban MRSA infekci6t
igazoltak, azoknal masodik fizisban a primer DDS eltdvolitisa utan keriilt beiiltetésre a
vancomycinnel impregnalt csontgraft. A graftot a crista iliaca anterior vagy posterior
superior teriiletérol vették. A beiiltetést kovetden kiegészitésként egy hétig parenteralis
antibiotikkum terapiat is alkalmaztak. A csontgraft beiiltetése utdn hat héttel 18-bol 13

paciens esetében rontgen vizsgalattal is igazolhatd csontegyesiilés jott létre (145).

4.4.2.2. Csontképzé polimerek: biokeramiik, bioiivegek

A biopolimerek jellemzéje, hogy az osteogenesist (csontképzddést) eldsegitd
vegylileteket (kalcium-foszfat, trikalcium-foszfat, kalcium-szulfat, hidroxiapatit, szlikat,
borat) is tartalmaznak. A polimert képezd anyagok erdsen kotddnek a csont és
lagyszovetekhez, ¢és elosegitik az 0j csontszovet képzddését az nfekcidé miatt kialakult
tireg helyén. Antibiotikkumként tobramycint ¢és vancomycint kotnek a polimer

molekulakhoz (146-152).

4.4.2.3. Biodegradabilis, egyéb hordozok

Ujabb tipustii vegyiileteknek szamitanak a szerves poliészter (polylactid) és
kollagén polimerek, amelyeket kifejezetten ampicillin, gentamicin és tobramycin
antibiotikumokhoz fejlesztettek ki (153-156). 2008-ban Brin és munkatarsai injektalhato,
gentamicin tartalmi, szerves észter alapu rendszert dolgoztak ki osteomyelitis kezelésére
(157).
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4.4.2.4. Kompozit rendszerek

Napjainkban szerves (polyglycol, polylactid, polycaprolacton) és szervetlen
(trikdlcium- foszfat, hidroxiapatit) vegyiiletek hibridjéb6l allo DDS-ekkel kisérleteznek,
Otvozve a gyorsan lebomld, biodegradabilis anyagok és az oszteogenezist eldsegitd

vegyiiletek tulajdonsagait. Allatmodellekben a hibrid

alkalmazasa igéretesnek tink (151, 158-162).

Az ortopédidban napjainkban hasznalt, illetve kifejlesztés

alatt allo

rendszerek egyes tipusdnak

antbiotikum felszabaditdsti rendszerek attekintd listajat a 4. tablazat tartalmazza.

4, tablazat: Alkalmazott és fejlesztés alatt allo DDS-ek az ortopédiaban

DDS Antibiotikum In vitro tesztekhez
hasznalt baktérium
Nem biodegradabilis rendszerek
Septopal-lanc gentamicin S. aureus
PMMA csontcement vancomycin, tobramycin, S. aureus
gentamicin
Mikrocilinderek benzilpenicillin, dicloxacillin, |S. aureus
netilmicin, clindamycin,
cefalotin, vancomycin
ciprofloxacin, rifampicin,
Antibakterialis fellletek ezlst/ vancomycin S. epidermidis

Biodegradabilis rendszerek

Csontgraftok

vancomycin

S. aureus, MRSA

Biokeramiak gentamicin, moxifloxacin, S. aureus, MRSA
vancomicin, tobramycin
Biolivegek vancomycin, ceftriaxon S. aureus, MRSA
Szerves poliészterek, kollagének | gentamicin, tobramycin, S. aureus
glikolok, glikolsavak ampicillin, cefoperazon,
cefazolin
Kompozit rendszerek teicoplanin, ciprofloxacin, S. epidermidis,
gatifloxacin S. aureus, E. coli,
S. milleri, B. fragilis,
P. aeruginosa
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4.4.3. Nem ortopédiai vonatkozasok

Az elmalt 10 évben szdmos kdzlemény beszamol centralis vénas kaniilhéz kothetd
véraramfert6zés megelézosének lehetéségeir6l (163-169). Ezen cljarasok lényege, hogy
avénas katéterek feliiletét antiszeptikus - antibakteridlis anyagok kombiniciojaval vonjak
be (eziist, platina illetve clorhexidine) Irodalmi adatok ismeretében az igy kapott
antibakterialis bevonatl katéterfelszinhez a kovetkezd antibiotikumokat — kotik:
ciprofloxacin, sulfadiazine és rifampicin-minocikline. A Kkatéter felszinéhez tapado
trombus taptalajként szolgalhat a baktériumoknak, ezért a vénas katéterek felszinéhez
valamilyen heparint tartalmazo antitrombotikus anyagot is kotnek. Az U technika fOleg a
tunnelizalt, HD katéterek esetében jelenthet nagy elonyt (170).

Rendszeres HD kezelésben részesiild betegek esetében a katéter asszocialt
fertézések megelozEsére ugynevezett antimicrobial lock technikat alkalmaznak (59).
Ennek lényege, hogy a kezelés utdn antibiotikum ¢és wvéralvadasgatld keverékét
fecskendezik a katéter lumenébe, majd 6-12 éraig bent tartjdk. Altalaban vancomycin-
heparin vagy vancomycin-ciprofloxacin-heparin keverékét hasznaljak.

Hugytti fertézések megelézése celjabol tobb munkacsoport antibiotikummal bevont
hogytti katéterek kifejlesztését és tesztelését tiizte ki célul (171-173). A felhasznalt
antbiotikumok terén kiilonbséget tesznek ideiglenes vagy allandd hugyati katéterek

alapjan (norfloxacin vs. gentamicin).

4.4.4. A szabalyozott gyogyszer felszabaditasu rendszerekben hasznalt

antibiotikumok tipusai

Az antbiotikkumok felhaszndlasanak legfobb problémaja az alkalmazott
hatéanyag ellen kifejlodott rezisztencia. Egyes esetben a korokozd maga rendelkezik
természetes  rezisztenciaval (pl. az Enterococcusok természetes rezisztenciaja
cefalosporinok ellen) (174). A baktérumok kozott a horizontalis — génatvitel
kovetkeztében az adott antibiotikumra érzékeny torzs kaphat rezisztencia géneket
(plazmidok altal kodolt rezisztencia). Szubterapias, a MIC értéket el nem érd
antibiotikum koncentracio eldmozditoja lehet a rezisztencia kialakulasanak (175).

Néhany ¢letben maradd baktérum elég ahhoz, hogy osztddas segitségével atadja a
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rezisztencia génjeit az utddainak. A terdpids hatds elmiltdval a mikrobak b6l
szaporodasnak indulnak, de ekkor mér {j fegyvereiket, a rezisztencia géneket hasznaljak
az ismételt antibiotikum terapia ellen.

Az antibiotikum rezisztencia kérdése mellett a technikai alkalmazhatésag is
lényegi szempont. A hatéanyagnak ki kell tartania a rendszeriinkben, huzamosabb ideig
kell biztositania a MIC értéket. E szempont szerint a vegyiilet nem lehet bomlékony és a
hordozd anyag sem inaktivalhatja (176, 177). Mivel az antibiotikumnak lokalisan kell
elérnie magas koncentraciot, ezért elsdsorban a kdrnyezd szervekre kifejtett hatasat kell
vizsgalni (feltételezzik, hogy a hatéanyag nem jut kia szisztémas keringésbe). Ilyen hatas

lehet pl a csontveld toxicités.

4.4.4.1. Penicillinek, cefalosporinok

A kutatok eldszor a legkonnyebben elérhetd és legkézenfekvobb vegyliletekkel
probalkoztak. Schierholz ¢és munkatarsai 1997-ben poluretan rendszerrel végeztek
szabalyozott antibiotikum felszabaduldsos vizsgdlatokat, a vizsgdlatokhoz flucloxacillint
hasznaltak. (178, 179). Az ortopédidban hasznalatos DDS-ek esetében a penicillin a
Staphylococcus torzsek elleni rezisztencia elterjedtsége miatt nem terjedt el. A
penicillinek farmakokinetikai tulajdonsagai vitatottak (137, 180, 181). Az antibiotikumot
ho segitségével kotik a csontcement felilletéhez. Vizsgalatok soran a penicillin molekula
héhatasara bomlékonynak bizonyult. Gram-negativ baktériumok okozta PJI-k esetén
foleg E. coli, Proteus sp., K. pneumoniae és P. aeruginosa megjelenésével kell
szamolunk (102). A spektrum alapjan az oxymino-cefalosporinok felhasznalasa tiinik
kézenfekvonek (pl anti-Pseudomonas cefalosporinok - cefepim), melyeket az 1980-as
években kezdtek széles korben alkalmazni a klinikkumban. Tobb in vitro kisérlet is
beszamol cefepimmel impregnalt DDS vizsgalatdrol, azonban egy 2014-ben publikalt,
antibiotikumok  kioldodasat vizsgaldo tanulmany alapjan a béta-laktamok kiaramlasa
messze elmarad agentamicin €s vancomycinhez képest (182). Mas cefalosporinokkal (pl.
cefuroxim) is végeztek vizsgalatokat az 1990-es években, alkalmazisuk azonban nem
terjedt el (177). Terapias gatat szabhat tovabba az emlitett fizikai jellemzOkon Kkivill a
Gram-negativok béta-laktamaz termelése. 1985-ben Németorszagban egy K. pneumoniae

torzs altal termelt enzimet szubsztratspektruma alapjan kiterjedt spektrumu béta-
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laktamaznak (ESBL) neveztek el (183, 184). Az ESBL termeld torzsek hidrolizaljak a
Gram-negativ ellenes penicillin szdrmazékokat, az elsd, masodik, harmadik és negyedik
generacios cefalosporinokat és a monobaktamokat is. Aktivitasuk in vitro kiilonb6z6
enzim gatloszerekkel - klavulansav, tazobaktam, szulbaktdm - jol gatolhato. Ma mar tobb
mint 400 kiilonb6z6 ESBL enzim ismert. Ezek az enzimek wvildgszerte jelen vannak,
elsésorban plazmid altal kodoltak. Foleg az Enterobacteriaceae csalad tagjai kozott

elterjedtek, de P. aeruginosa torzsekben is megfigyelték oket.

4.4.4.2. Karbapenemek

A karbapenemek sikerrel alkalmazhatoak alegtobb Gram-negativ korokozo ellen.
Az ESBL-termel6, multirezisztens Enterobacteriaceae torzsek elterjedésével, a Gram-
negativ baktériumok okozta stlyos fertézések kezelésére elsGsorban karbapenemeket
hasznalnak. Ortopédiaban az Enterobacteriaceae torzsek kozil foleg E. coli és P.
aeruginosa okozta PJl-kkel szamolhatunk. A karbapenem meticillin érzékeny
Staphylococcus aureus (MSSA) és MSSE torzsek ellen is sikerrel hasznalhato. Az
epidemiologiai adatok alapjan azonban a karbapenem antibiotikumok ©nallo alkalmazasa
nem javasolt a terjedd MRSA fert6zések miatt. Napjainkban szdmos vizsgalat
egyértelmlien bizonyitotta a karbapenem rezisztens torzsek szelektalodasat (185).
Vancomycinnel torténd kombindldsa azonban 1 terdpids lehetdségeket teremt, mivel ez
a kombinicid a korokozod spektrumot majdnem 100 %-ban lefedi Ujabb kutatisok
meropenem alkalmazasar6l szamolnak be (185, 186). Imipenemmel impregnalt PMMA
csontcementtel végzett kioldodasi vizsgalatok soran az antibiotikum MIC értéket
meghaladé koncentracidban jelent meg a rendszerben, azonban ez 24 éran tul nem volt

fenntarthaté (181).

4.4.4.3. Fluorokinolonok

Egyes allatkisérletek sordn mesterségesen eldidézett osteomyelitises goc
szanalasara a ciprofloxacin alkalmasnak bizonyult (160, 187). Ez azzal magyarazhato,

hogy a ciprofloxacin a rossz vérellatisu ¢és a szervezettdl elzart szovetekbe (ilyen a
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csontszovet is) a béta-laktamokndl konnyebben penetral Felhaszndlhatosdganak a
kordbban ismertetett korokozd spektrum szab gatat, mivel ez az antbiotikum sem
alkalmazhat6 MRSA infekciok esetén. Gram-negativok okozta PJI esetén szamolhatunk
ESBL termel6 torzsekkel, ahol a béta-laktdm rezisztencia gyakran plazmid altal kodolt
fluorokinolon rezisztenciaval (PMQR) parosul (188, 189).

4.4.4.4. Gentamicin, tobramycin, amikacin

Az elsd, ortopédidban hasznalatos DDS rendszerek gentamicin felhasznaldsaval
késziiltek, késébb tobramycint hasznaltak (24, 134, 190). Az aminoglikozidok stabil
molekuldk elényds farmakokinetikai tulajdonsagaik miatt az in vitro vizsgalatok a
kioldodas soran tartosan magas koncentraciot frtak le a fert6zott szoveteket modellezo
tapoldatban (120, 134, 182, 191, 192). Ujabb antibiotikkumok  kiprobalasakor az
aminoglikozidok tulajdonsagait kell figyelembe venni (193). Evtizedek ota a klinikai
gyakorlatba  sikerrel bevezetett gentamicin és tobramycin tartalmi = DDS-ek
alkalmazhatosaganak az eldretord antibiotikum rezisztencia szab gatat. Ujabb fejlesztésii
antibiotikumos graftok impregnalasa amikacinnal torténik. Az amikacin szélesebb hatast
fejt ki Gram-negativokkal szemben (194). Egyes kioldodasi vizsgalatok az amikacinnak
a korabban tesztelt aminoglikozidokhoz hasonlo tulajdonsagait igazoltak (26, 180, 195-
198).

S. epidermidis okozta PJI esetében a biofilm képzés miatt bizonyos antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia akar 30 %-al is ndéhet (cefamandole, cefazolin, imipenem,
ampicillin), illetve a PMMA felszinen képz6d6 biofilm gatolhatja az antibiotik umok
kioldodasat. Amikacin és vancomycin esetében 15 % korili rezisztencia ndvekedés

tapasztalhato (26, 199, 200).

4.4.4.5. Vancomycin, teicoplanin

Figyelembe wvéve a PJI-kbOl izoldlt leggyakoribb korokozokat, a kialakuld
osteomyelitises goc szanalasara a glikopeptid antibiotikumok tiinnek a legoptimalisabb

valasztasnak. A vancomycin és teicoplanin  ortopédiai felhasznalasarél  szamos
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szakirodalmi kozIés latott mar napvilagot (24, 134, 145, 196, 201-204). A vancomycin ¢és
teicoplanin legfobb elonye, hogy béta-laktamazt termel6 S. aureus és S. epidermidis
torzsek ellen elsd valasztando szer. A Helmark ¢és munkatirsai altal publikalt
tanulmanyban vizsgalt S. epidermidis torzsek 91 %-a bizonyult multirezisztensnek,
azonban vacomycinre, linezolidra és tigeciklinre érzékenyek maradtak (114, 205). Mind
két molekula stabil, hd hatdsdra nem bomlk. A vancomycin a peptidoglikdn sejtfal
szintézisét eggyel korabbi lépésben gatolja, mint a béta-laktamok: nem engedi az UDP-
N-acetil-glukozamin-pentapeptid kialakulasat, ezzel meggatolja a peptidoglikan sejtfal
harantkotéseinek  1étrejottét (baktericid hatas). Emellett mindkét vegyiilet gatolja a
mikroba aktiv transzport rendszerét és a nukleinsav szintézist (bakteriosztatikus hatas).
Mellékhatasaikban nem csontveld karositdak. Szisztémas alkalmazasuk esetén a ritkan
eloforduld leukopénia miatt szérum szint monitorozas ajanlott, lokalis felhasznalasuk
esetén ez nem sziikkséges. In vitro kisérletek (kioldodasi vizsgalatok) soran a teicoplanin
er6sebb szernek bizonyult a vancomycinhez képest (202). Egyes kozlemények a
teicoplanin  alkalmazasar6l szamolnak be a legjabb fejlesztésii  biodegradabilis
rendszerekben (151, 161, 206). Glikopeptid antibiotikumok fosfomycinnel tortént
kombinildsa gatolta a biofilm kialakuldsat, 6nalld alkalmazisuk esetén azonban a gatlo

hatas elmaradt (207, 208).

4.4.4.6. Daptomycin

A vilag tobb pontjardl izolalt VISA (pl. Japan, 1997), és vancomycinre rezisztens
MRSA (pl. USA) torzsek miatt tobb munkacsoport ciklikus lipopeptid antibiotik umok
ortopédiaban torténd felhasznalasaval kisérletezik. 2011-ben publikdlt 6sszehasonlitd
vizsgalat eredményei alapjan a daptomycin, a teicoplanin és a vancomycin antibakteria lis
hatasa kozott nem mutatkozott szignifikans kiilonbség. Kioldodasi tesztek soran azonban

a daptomycin vancomycinhez képest gyengébb koncentraciot ért el (202).
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4.4.4.7. Linezolid

A 2000-es évek elsd évtizedében a vildg szamos korhazabol jelentettek csokkent
glikopeptid érzékenységii Gram-pozitiv torzsek okozta PJI-ket (209). Egyes klinikai
vizsgalatok ezért a linezolidot sok esetben a vancomycin és teicoplanin alternativajaként
ajanljak meticillin rezisztens torzsek okozta infekciok esetében. Mas kutatasok a linezo lid
vancomycinnel megegyezd hatdser0sségét igazoltdk, azonban szisztémas alkalmazasat a
glikopeptidekhez képest kevesebb paciens toleralta (210-212). A szer polylactide alapt,
lokdlis antbiotikum felszabaditdst rendszerekben valod alkalmaziasa kisérleti fazisban

van. (213, 214).
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5. Kutatas1 munkank célkitiizésel

A tézisben szereplo kutatdsi munka célkitiizéseit a kovetkezOkben

hataroztuk meq:

e (élunk volt a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinkajan 2001 és 2011 kozott
regisztralt, protézisekhez kapcsolodd, posztoperativ  fertdzések  korokozd
spektrumanak retrospektiv epidemioldgiai vizsgalata.

e Tovabbi célunk volt a S. epidermidis novekedési kinetikajanak Osszehasonlitasa
kiilonbozé tapoldatokban.

o Cékitlizésinkben szerepelt két eltérd Osszetételi, kiilonb6z6 vancomycin
tartalmui, szabalyozott antibiotikum felszabaditasi rendszer S. epidermidis torzsre
kifejtett antibakterialis hatdsdnak, azidd fliggvényében torténd a vizsgalata.

e Tovabbi célkitlizésiink volt két eltérd Osszetétel, kiilonboz6 vancomycin
tartalmi, szabalyozott antibiotlkkum felszabaditasti rendszer antibiotikum leadasi
dinamik 4janak meghatarozasa.

e (élunk wvolt tovabba P. aeruginosa torzsek biofilm képzo képességének a
vizsgalata.

o Végil célul tiiztiik kiP.aeruginosa torzsekkel szemben hatékony, biofilm képzést

gatlo antibiotikum kombinaciok meghatarozasat.
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6. Anyag ¢s modszer
6.1. Adatok dsszesitése

A Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikajan (SE-OK)a szeptikus miitétek ¢és a
posztoperativ  sebfertézések klinkai adatait szamitogépes adatbazisbol (MedSol,
International System House KFT, Hungary) Osszesitettikk. Az adatfeldolgozas tovabbi
részét képezte a betegek korlapjainak attekintése. A betegadatokhoz kapcsolodod
tenyésztési eredmények regisztralasa a Semmelweis Egyetem Klinkkai Mikrobiol6 giai
Diagnosztikai Laboratoriumaban (SE-KMDL) a MedWorkS (GlobeNet KFT, Hungary)

rendszer MedBakter modul segitségével tortént.
6.2. Mikrobiologiai mintak feldolgozdsa

Az epidemiologiai vizsgalathoz 2001 és 2011 kozott, a SE-OK-rol 6sszegylyjto tt
Klinikkai mintak szallitisa transzport médiumban (Amies Agar Gel, 108C, Copan
Diagnostics Inc, USA) tortént a SE-KMDL-be. A mintakat Tryptic Soy Brothban (TSB)
(BioRad Hungary Ltd, Hungary) duisitd taptalajba oltottuk, 24 oran at 37 °C-on
termosztatban inkubaltuk, majd 24 ora elteltével, dusitas Miiller-Hinton (MH) (BioRad
Hungary Ltd, Hungary) taptalajra és véres agarra szelesztettiik. A beoltott taptalajokat 24
orara termosztitba helyeztikk, majd az inkubdldsi periodus utdn tortént a tenyészetek
identifikaldsa. Az identifikalt torzseket sorozatszammal lattuk el a kovetkezoképpen:
izolalds helye, évszam és sorszam (pl: Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinkajarol
2006. évben izolalt 112. szami torzs — SE-OK 06112).

A DDS mikrobiologiai vizsgalatdhoz ¢és a biofilm képzés vizsgalatahoz
felhasznalt szilard, véresagaron egy ¢éjszaka alatt kitenyésztett baktériumokat (S.
epidermidis ATCC 35984, LGC Standards GmbH, Germany, illetve P. aeruginosa
klinkai izolatum torzsei, Allami Egészségiigyi Kozpont Mikrobiologiai Laboratorium)
tapoldatos csovekben szuszpendaltuk, majd a csoveket vortexeltiik, és a fagyasztas elott
egy ora hosszat 37 °C-on allni hagytuk A baktérium torzsek tarolasa 20 % glicerint
tartalmazd TSB-ben tortént -80 °C-on.
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6.3. Bakterium torzsek

A szabalyozott antibiotikum felszabaditdsi rendszeriink hatdanyag leadas
vizsgalatahoz és a novekedési kinetika meghatarozasahoz S. epidermidis ATCC 35984
(LGC Standards GmbH, Germany) béta-laktamra érzékeny, illetve béta-laktamaz pozitiv,
meticillin rezisztens torzsét hasznaltuk fel. Kontroll torzsként Bacillus subtilis ATCC
6633 torzsét alkalmaztuk (Becton-Dickinson, USA).

A biofilm képzés fenotipusos vizsgalatihoz pozitiv kontroll torzsként S. aureus
ATCC 12600 (LGC Standards GmbH, Germany) torzsét, negativ kontrollként S.
epidermidis ATCC 12228 (LGC Standards GmbH, Germany) torzsét hasznaltuk.

A biofilm képzes fenotipusos vizsgalatahoz ¢€s biofilm képzést gatlo, hatékony
antibiotikum kombinaciok meghatarozasdhoz 60 kiilonb6zo klinikai mintabol izolalt P.
aeruginosa torzset hasznaltunk fel, melyek a Magyar Honvédség Egészségiigyi Kozpont
Mikrobiologiai Laboratorumabol (MHEK-ML) szarmaztak. A klinkai mintdk a
kovetkezOk voltak: orrvaladék, trachea aspiratum, vizelet, széklet, sebvaladék, ascites,

iletve hemokulttra.

6.4. A baktérium csiraszamdanak meghatdrozdsa

6.4.1. Higitasos moédszer

A tipoldatok csiraszamanak az id6 fiiggvényében mért dmnamikus csokkenését
higitisos modszerrel demonstraltuk. A kinduld baktérummennyiséget tartalmazo
tapoldatokbol higitasi sorokat késztiink Eppendorf-csovekben a kdvetkezd modon: 100
ul eredeti szuszpenziohoz mindig 900 pl fiziologias soéoldatot adtunk. A higitast Otszor
ismételtiik meg, igy a legutolsd dilici6 mértéke 5 nagysagrend. Parhuzamosan 10 pl
szuszpenziot vettiink ki minden rendszerbdl a kezdeti idépontban (To), illetve 2, 4, 6, 12
€s 24 ora elteltével (T2, Ta, Te, T12, T24), amelyekbdl véres és MH agaron tenyészetet

(pazsitot) készitettiink (3. &bra).
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3. d@bra: Csiraszam meghatarozdsa higitasos modszerrel

A tenyészeteket 24 orara 37 °C-on, normal légteri termosztatba helyeztik. Az nkubédlast
kovetden a taptalajokon a telepeket megszamoltuk. A kapott telepképzd egységek
szamabol (CFUnr) higitasi egyenlet alapjan megadtuk az eredeti tapoldatban, az adott
idépontban talilhato baktériumok szamat (CFUT):

X

0> _
0 y

[N

—_
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ahol x az eredeti, tomény tapoldat csiraszama adott idopontban (CFUr), illetve y a higitas
utan a szilard taptalajon megszamolt telepképzd egységek szama az adott iddpontban
(CFUnrT).
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6.4.2. Optikai denzitason alapulé modszer

A tapoldatok kiindulasi csiraszamanak beallitasa ~ McFarland-mér6  (BD
PhoenixSpec, Becton-Dickinson, USA) késziilék denzitometrias elvei alapjan tortént
(215, 216). 0,5 McFarland egység felelt meg 107 és 108 CFU/mI (colony forming unit/ml)
kozotti baktérum mennyiségnek. TSB dusitd oldatbol pipettaval pl nagysdgrendi
szuszpenziot adott térfogatu fiziologias sooldatot tartalmazo kémcsébe mértink. A
kémcs6 lemérése McFarland késziilékkel tortént, majd a baktérium tartalmat egészen 0,5-
Os érték eléréséig modositottuk. A kapott szuszpenziot fotométerrel (PR3100, BioRad
Hungary Ltd, Hungary) OD (optikai denzitds) = 0,3 mellett, 578 nm hullimhosszon
hitelesitettiik.

A viaszkorongok hatdanyagleadds vizsgdlatdhoz szikkséges kezdd csiraszdm
beallitasat, elézdleg elkészitett CFU/ODs7s kalibracios gorbék segitségével, szintén

denzitometrias médszerrel végeztiik.

6.5. Kiilonbozo antibiotikumok minimalis gatlo koncentraciojanak

meghatarozasa mikrodilucios modszerrel

A Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) és a National Committee Of
Clinical Laboratory Standard (NCCLS) ajanlasainak megfeleléen (217) kationnal
kiegészitett MH levest (BioRad Hungary Ltd, Hungary) mértink a mikrotitralo lemez
vajulataiba 0,1 ml wvégtérfogatban a piperacillin‘tazobaktam, ceftazidim, cefepim,
imipenem, meropenem, gentamicin, amikacin, netilmicin, tobramycin, ciprofloxacin,
levofloxacin, chlarithromycin  (porampulla, Sigma-Aldrich Ltd., Hungary) MIC
értekeinek meghatarozasahoz. A higitasi sorozatot gy terveztik meg, hogy a kindulo
koncentraci6 a varhatdé MIC-értéknél 3-4-szer nagyobb, illetve a sorozat utolséd

higitasanak koncentracidja a varhato legkisebb MIC-értéknél 3-4-szer kisebb legyen.
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6.6. Kiilonbozé tapoldatok vancomycin Koncentraciojanak

meghatarozasa biologiai modszerrel

Kiilonb6z6 tapoldatokban eltérd idOpontokban ¢észlelhetd az antibiotikum
koncentraciokat papirkorong modszerrel hataroztuk meg. Vancomycin (1 grammos
porampulla, Eli Lilly, Indianapolis, IN, USA) csokkend higitasi sorozatat tartalmazo BHI
(brain-heart-infusion), TG (tioglikolat), MH leves Il (BioRad Hungary Ltd, Hungary) és
fiziologias sooldatokat allitottunk be. Ezzel parhuzamosan S. epidermidis ATCC 35984
torzzsébol (LGC Standards GmbH, Germany) baktérium pdazsitot készitettiink. A
tenyészet kozepére helyezett sziirépapirkorongra az antibiotikumos diliciokbol rendre 5
pl-et cseppentettink. A tenyészeteket 37°C-on, normal lgterli termosztitban 24 oran
keresztiil inkubaltuk, majd masnap leolvastuk a szlir6papirkorong kortl kialakult gatlasi
zona méretét. Ezt kovetden a vancomycin csOkkend higitasi sordhoz hozzarendeltik az
adott koncentracion Ilétre jovo gatlasi zondk atméréjét, majd elkésztettik az

Osszefliggéshez tartozd kalibracios gorbét.

6.7. Staphylococcus epidermidis névekedési kinetikdajanak

vizsgalata

A baktérium novekedési Kinetika méréséhez a kovetkezd rendszereket készitettiik
el. Uveg kémesdvekbe egyenként 10 - 10 ml BHI, TG, MH leves és fiziologids sooldatot
mértiink, majd mindegyikbe vancomycin 0,125 - 8 pg/ml tovafutd higitott mennyisé gét
kevertiik. Minden tapoldatba 0,5 McFarland egységnyi, 107 - 108 CFU/ml baktériumot
inokulaltunk. A kapott rendszereket 37 °C-on normal lgter(i inkubatorba helyeztik (To),
majd 2, 4, 6, 12 és 24 ora elteltével 10 pl szuszpenziot vettink ki a minden rendszerbdl
(T2, Ta, Te, T12, T2a). A kivett egységnyi szuszpenziokbol higitasi sorokat készitettiink 6t
nagysagrend mértékben. A maximalisan higitott szuszpenzidkbol MH szlard
taptalajokon baktérium pazsitot késztettiink. A tenyészeteket 24 6rara 37 °C-on, normal
légterli termosztatba helyeztik. Az inkubalast kovetéen a taptalajokon a telepeket
megszamoltuk. Pozitiv ndvekedési kontrollként hatdanyagmentes, baktériummal beoltott

BHI, MH leves 1I tapoldatotokat és kontroll fiziologias so6oldatot hasznaltunk.
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6.8. Viaszkorongok antibakteridlis hatasanak vizsgalata

A viaszkorongok S. epidermidisre kifejtett baktérmold képességét (idovel
aranyos baktérium oOlési gorbe, time-kill curve, TKC) in vitro médon, a novekedési
kinetikdhoz hasonldéan vizsgaltuk.

Modszerinkhéz hasznalt négyfele Waxl viaszkorong (Cera alba : Precirol® :
Vaselinum album 45 : 45 : 10 aranyt elegye) és négyfele Wax2 viaszkorong (Cera alba :
Precirol® 50 : 50 aranyt elegye) vancomycin tartalma rendere 0,5, 1, 2 és4 mg volt, igy
Osszesen 2x4 fle, korong alaku viaszos-vancomycines rendszer allt rendelkezésiinkre.

BHI-be 0,5 McFarland egységnyi, 107 - 108 CFU/ml S. epidermidis (ATCC
35984) baktériumot nokulaltunk, majd Waxl és Wax2 viaszkorongokat elhelyeztik a
tapoldatokban. A rendszer &sszeallitasatol (To) szamitott meghatarozott idépontokban (2,
4, 6, 24 ¢és 48 6ra mulva), normal Iégterli termosztitban 37 °C-on tortént inkubaléast
kovetéen mindegyik oldatunkbol 6t nagysdgrend mértékben higitdsi  sorozatot
készitettlink, majd 10 pl mennyiséget oltottunk MH lemezre (pazsit késztés). Az igy
elkésztett kultirakat 24 6rag 37 °C-on, nomal légterli termosztatban inkubaltuk, majd az
mkubalasi id6 elteltével telepszamlalast végeztiink. A telepek szamabol kovetkeztettliink
a csiraszam valtozasara.

Poztiv ndvekedési kontrollként korongmentes - ezaltal hatéanyagmentes -

baktériummal beoltott BHI tapoldatot hasznaltunk.

6.9. Viaszkorongok antibiotikum leadasanak vizsgalata szilard

taptalajon

A DDS baktérumolé képességét szilard taptalajon az antibiotikum rezisztencia
vizsgalatok analogiajaként, Waxl és Wax2 viaszkorongok koriil kialakulo gatlasi zonak
mértékével jellemeztilkk. Az in vitro vizsgalathoz az clébbiekben megadott Osszetételii
Waxl és Wax2 viaszkorongok 0,5, 1, 2 és 4 mg Vancomycint tartalmazo valtozatait
hasznaltuk fel.
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Az antbiotikum rezisztencia vizsgalatokbol vett elv alapjan (Bauer-Kirby
modszer) az antibiotikum impregnalt viaszkorongokat a frissen szélesztett S. epidermidis
tenyészetek kozepébe helyeztik (218). A tenyészeteket 24 orara 36 °C-on termosztatba
helyeztik. Masnapra a viaszkorongok a vancomycin tartalomtdl és a viaszsiirliségétol
fliggben eltérd nagysagu gatlasi zonat hoztak létre. Az inkubacid kezdetétdl szamitott 24,
48, 96 és 144 6ra mulva olvastuk le a gatlasi zondk atmér6jét, majd ezt kovetden 3
naponta tovabbi leolvasast terveztink. A gatlasi zona szélességét mm-ben adtuk meg
(vonalzd). Abban az esetben, ha nem egyenletes (nem szabalyos) a gatlasi zona, akkor a

legnagyobb atméré mentén mért értéket vettiik alapul.

6.10. Viaszkorongok antibiotikum leadasdanak vizsgalata folyekony

kozegben

A viaszkorongok antibiotikum laddsanak diliciés modszerrel tortént vizsgalata
soran ismételten, az el6zoekben megadott Gsszetételii, Wax1 és Wax2 viaszkorongok 0,5,
1,2 és4 mg vancomycint tartalmazo valtozatait hasznaltuk fel.

Waxl és Wax2 viaszkorongokbol a folyékony taptalajba kioldodo antibiotikum
mennyiségét a kovetkez6 modon mértik: a renszer Osszedllitasatol (To) szamitott
meghatarozott idépontokban (1, 2, 4, 6, 24, 48 és 72 6ra milva) az oldatokbdl egységnyi
mennyiségeket B. subtilis ATCC 6633 torzséb6l (Becton-Dickinson, USA) késztett
pazsitra helyezett sziirdpapfrkorongokra cseppentettikk. 24 o6ras, 37°C héméréskleten
tortént inkubalast kovetden megmértikk a sziir6papir korong koriil létrejott gatlasi zona
méretét. Ezt kovetOen a gatlasi zondk atmérdinek és az antbiotikum koncentraciok kozott

Osszefliggést analizaltuk.
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6.11. Biofilm képzés fenotipusos vizsgalata

A vizsgalathoz Beenken K.E és munkatirsai altal kidolgozott metodika szerint
TSB-t (Sigma-Aldrich, UK) és 0,25 % glikoz tartalmi TSB-t (g25-TSB) hasznaltunk
(219). A glikozzal kiegészitett oldat elkészitését kovetéen (10 ml TSB-be 140 ul 1 M-0s
glikoz) a vizsgalandd torzsek szintenyészeteib6l 3-3 ml TSB-be ¢és g25-TSB-be
oltottunk, majd az igy kapott szuszpenziokat 37 °C-on egy éjszakan at inkubaltuk.
Masnap minden szuszpenziobol 200-szoros higitast végeztink TSB és g25-TSB oldat
felhasznalasaval, majd minden mintabol 200-200 pl-t vittiink fel 96 lyuki mikrotiter
lemez (polystyrene microtiter plate, PMP) (Sigma-Aldrich Ltd., Budapest) mélyedéseibe.
Mintanként két parhuzamost készitettlink. A lemezeket 37 °C-on, normal Igterii
termosztatban inkubaltuk 24 6ran at. Ezt kovetden 8 csatornds pipetta segitségével
minden mélyedést kétszer foszfat-pufferrel oldattal (PBS, Sigma-Aldrich Ltd., Budapest)
atmostuk. A mosas utan a kitapadt sejteket 200 pl etanollal fixdltuk 5 percig. Az etanol
leszivasat kovetden 8 csatornds pipettaval 100 pl 0,1 %-os safranint vittink fel a lemeze
mélyedéseibe ¢€s 2 percig festettiik a képzodott biofilmet, majd ismét PBS-sel mostuk a
mélyedéseket kétszer egymas utan. A biofilm kvantitativ becsléséhez eloszor 100-100 pl
abszolit etanolt adtunk a mélyedésekbe, és a lemezeket 10 percig szobahdmérsékleten
inkubaltuk. Ezutdn pipettaval minden mélyedésb6l 50 pl-t steril mikrotiter lemezre
vittink  at. Végil 492 nm-en PR3100 spektrofotométeren (BioRad Hungary Ltd,

Hungary) olvastuk le az abszorbancia értékeket.

6.12. A minimalis biofilm gatlo koncentracio meghatdrozasa

A minimalis biofilm gatld koncentracio6 (MBIC) meghatarozasahoz szintén a
mikrodiliciés moddszert hasznaltuk, majd a mikrotiter lemez mélyedéseiben 1Evo
antibiotikumos oldatokban a fenotipusos vizsgalatnal ismertetett médon inokuldltuk a
baktériumokat, majd inkubalast, fixalast és festést kovetden megvizsgalatuk a biofilm

képzést.
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6.13. Frakcionalt biofilm gatlo koncentracio és a frakcionalt gatlo

koncentracio index meghatarozasa

A frakcionalt biofilm gatld koncentracio (FBIC) és frakcionalt gatld koncentracio index
(FIC-index) meghatarozasahoz 12 fle antibiotikumbol  (piperacillin/tazobak tam,
ceftazidim, cefepim, imipenem, meropenem, gentamicin, amikacin, netilmicin,
tobramycin, ciprofloxacin, levofloxacin, chlarithromycin (porampulla, Sigma-Aldrich
Ltd., Hungary) minden esetben kivalasztottunk kett6t (A és B), melyekb6él a CLSI
ajanlasa alapjan higitasi sorozatot késztettiink (Ai-x, Bi-y) legalabb a f&1 MIC értéktol
kétszeres MIC értékig 50 ul MH leves tapoldatban 96 lyuka mikrotiter lemez (polystyrene
microtiter plate, PMP) (Sigma-Aldrich Ltd., Budapest) mélyedéseibe az X és Y
tengelynek megfelelden (a lemez hosszabb és rovidebb oldala) (4. abra).

Ezt kovetéen az egymasnak megfeleld diliciok szermt a lemez koztes
mélyedéseibe Osszeallitottuk az A és B antibiotikum kombinaciojat. 100 pl tapoldatoban
P. aeruginosa kezdd csiraszamat 5x10° CFU/ml-nek hatiroztuk meg, majd ezeket a
szuszpenziokat hozzdadtuk a mikrotiter lemez vajulataiban 1évé antibiotikumot
tartalmaz6 MH leves tapoldatokhoz. A mikrotiter lemezeket ezt kdvetben normal legterii
termosztatban, egy €jszakan keresztiil 37 °C-on inkubaltuk.

Masnap a lemezek mélyedéseiben a fenotipusos vizsgalatnal ismertetett modon
safraninos festést végeztiink. Ha az antibiotikum kombinacié nem gatolta a baktériumok
biofilm képzEését, eredményként joOl lathato filmréteg jott létre. Kontrollként a mikrotiter
lemezek sarkaiba mindkét antibiotikum legnagyobb koncentracidji oldatat allitottuk be.
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4. dbra: Kétféle antibiotikum szinergizmusanak maghatarozasa

A ZFBIC (FIC-index) kiszamitasa a kovetkezOképpen tortént:

FBICA = MBICA(c) / MBICA(a) és FBICB = MBICB(c) / MBICB(a), majd
YFBIC = FBICA + FBICB

Magyarazat: A, B: a kétfele antbiotikum; (c), (a): a megfeleld antibiotikum

kombmnacidban (combination), illetve dnmagaban (alone).
A XFBIC (FIC-index) lehetséges értéke alapjan az antibiotikum kombinacio a kovetkezd

hatast fejtheti ki: szinergista (XFBIC < 0,5); részlegesen szinergista (0,5 < XFBIC < 1),
indiferens (1 < XFBIC < 4); antagonista (4 < XFBIC)
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6.14. Statisztikai szamitasok

A tapoldatokban ¢és a fiziologids sooldatban tapasztalt baktérium olési gorbéket
korrelacios egyiitthatd kiszamitasdval hasonlitottuk Ossze. Az 6lési gorbék kinetikdjanak
vizsgalatakor a statisztikai analizishez tobbszoros linearis regresszios modellt (General
Linear Model, GLM) hasznaltuk. Minden csoportot Fischer-féle teszt (least siginifcant
difference, LSD) teszt segitségével hasonlitottuk Ossze. Mind két esetben p < 0,05 eltérés
szignifikans volt. A viaszkorongok altal kifejtett, folyékony kozegben tapasztalt
baktérumolo képesség €s az egyes tapoldatokban, illetve a fiziologids soéoldatban
tapsztalt csfraszam csokkenés Osszehasonlitisahoz kétmintds t-probat hasznaltunk p <
0,05, szignifikans). A vancomycin leadas vizsgalatakor a hatdanyag felszabaditas
mértekét a kindulasi érétkhez képest szintén GLM segitségével analizdltuk (p < 0,05,
szignifikdns). A vancomycin cslcskoncentracidk Osszehasonlitasat kétszempontos

varianciaanalizissel (ANOVA-teszt) végeztiikk, ahol p < 0,05, szignifikans volt.
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7. Eredmények

[.1. A posztoperativ protézisfertozesek korokozo spektrumanak

retrospektiv epidemiologiai vizsgalata

Az epidemiologiai vizsgalat szempontjabdl fontos adatokat Microsoft Office Excel
(Microsoft Magyarorszag KFT, Hungary) tdbldzatban Osszesitettik ¢és a program
statisztikai moduljanak segitségével grafikonon abrazoltuk (5. dbra). Az epidemiold giai
vizsgalat soran 2001 és 2011 kozott dsszesen 221 tenyésztési eredményt vizsgaltunk meg.
A protézis gennyesedések 64 %-aért Gram-pozitiv torzsek voltak felelések, ezen belil az
infekciok 53 %-at Staphylococcus torzsek okoztak. A legtobb esetben S. epidermidis
tenyészett ki a miitéti teriiletbOl és a sebvaladékbol (28 %) (6. abra). S. aureus 25 %-ban
okozott infekciot. A P.aeruginosa, mely altalunk gyakran izolalt nozokomialis korokozo,

ami vizsgalatunkban csak 8 %-ban volt felelds az ortopédiai fert6zésekért.
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5. dabra: A Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikajan 2001 és 2011 kozott regisztralt

ortopédiai protézis fertézések korokozo spektruma

6. abra: S. epidermidis tenyészete MH és véres agaron (sajat felvétel). A MH lemezagaron

és a véres agar jobb felén a SE-OK 06112 jelzésu S. epidermidis torzs tenyészete lathato.

A véres agar bal felén az in vitro kisérletekhez hasznalt S. epidermidis ATCC 35984

szamu torzs telepei lathatoak.
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7.2. Minimalis gatlo koncentracio meghatdrozasa

A 14 biofilm képzb, P. aeruginosa klinikai izolatum a ceflazidimmel,
imipenemmel és amikacinnal szemben érzékenynek bizonyult: ceftazidim MICso = 4
pg/ml, MICgo = 32 pg/ml; imipenem MICso = 4 pg/ml, MICgo = 16 pg/ml; amikacin
MICso = 4 pg/ml, MICgo = 32 pg/ml.

A 14 P. aeruginosa torzs a piperacillin/tazobaktam ¢és a clarithromycin
antibiotikumokkal szemben rezisztensnek bizonyult: piperacillin/tazobaktaim MICso =
1024 pg/ml, MICgo = 1024 pg/ml; clarithromycin MICsp = 256 ug/ml, MICgo > 1024
pg/ml. Az atlagolt MIC értékeket az 5. tablazat tartalmazza.

5. tablazat: MIC értékek 14 biofilm képzé P. aeruginosa torzs esetében

Antibiotikumok Atlag MIC (ug/ml)

MICso MICgo Intervallum
Piperacillin/tazobaktam 1024 1024 128-1024
Ceftazidim 4 32 2-1024
Cefepim 8 32 2-64
Imipenem 4 16 0,5-128
Meropenem 16 32 2—64
Ciprofloxacin 256 512 8-1024
Levofloxacin 32 62 2-256
Amikacin 4 32 2-1024
Gentamicin 128 256 1-256
Tobramycin 128 512 2—>1024
Netilmicin 4 >256 1->256
Clarithromycin 256 >1024 32—>1024
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7.3. Kiilonbozo tapoldatok vancomycin koncentraciojanak

meghatarozasa

A kalibraciés gorbe segitségével meghataroztuk az eltérd vancomycin
koncentraciokhoz tartozd gatlasi zonak atméréjét. BHI és MH leves Il kézegben 2 pg/ml
vancomycin koncentraciohoz tartozé gatlasi zona atméréje 18 mm wvolt. Fiziolo gias
sooldat esetében 2 pg/ml vancomycin koncentracid mellett 19 mm atmér6ji gatlasi zonat
mértink. TG tapoldat és fiziologias sooldat esetén 0,125 pg/ml vancomycin koncentracio
mellett a sziirépapirkorong koril nem alakult ki gatlasi zona. BHI és MH tapoldatok
esetén 0,125 ug/ml koncentracio mellett a sziirépapirkorong koril 10 mm feletti gatlasi
zona alakult ki 0,25, 0,5 és 1 pg/ml vancomycin higitas mellett mind a négy tapoldat

esetén a sziir6papirkorong koril 10 és 18 mm kozotti atmérdjii gatlasi zona alakult ki

30,00

25,00

20,00 ———

15,00 A/

Gatlasi zéna atméréje (mm)

1000 +——
5,00
0,00 . . . . . .
0125 025 05 1 2 4 8

Vancomycin higitas mértéke (ug/ml)

——TG —=—BHI MH FizS6

1. dabra: Az eltéro vancomycin koncentrdciokhoz tartozo gatlasi zonak datmérojének a

vizsgalata kiilonbozo tapoldatokban
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7.4. Staphylococcus epidermidis novekedesi  kinetikdjanak

vizsgdlata

Kiilonb6z6 tadpoldatokban (MH leves, BHI, TG, fiziologids sooldat)
meghatarozott vancomycin koncentracio mellett a S. epidermidis ATCC 35984 torzsének
novekedési kinetikdjat vizsgaltuk. A csfraszdm valtozasanak tizes alapi logaritmusat
graflkonon az id6 fliggvényében abrazoltuk. Kontrollként vancomycin mentes
tapoldatokat hasznaltunk.

MH leves Il. kozegben 0,125 pg/ml vancomycin koncentraci6 mellett a csiraszam
kiindulasi értékr6l 24 ora alatt 2,30 logio CFU/mI értékik csokkent. Hasonld csokkenést
észleletiink 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml és 1 pgml vancomycin koncentracid esetén.
Vancomycin 2, 4 és 8 pg/ml koncentracioja mellett a csiraszam 24 6ra alatt 2,00 logio
CFU/ml érték ala csokkent. A K (kontroll) esetében a csiraszam kezdeti novekedését,
majd mérsékelt csokkenését tapasztaltuk (8. abra).

BHI-ben 0,125, 0,5 és 1 pyg/ml vancomycin koncentracional 24 ora clteltével a
csiraszam 2,00 logio CFU/ml felett maradt. 2 és 4 pg/ml vancomycin koncentracid
mellett a csiraszam 24 ora elteltével 2,00 logio CFU/ml ala csokkent, mig 8 pg/ml esetén
az inkubalasi periodus végén az oldat csiraszama 0,95 logio CFU/ml. A kontroll oldatban
a baktériumok kezdeti ndvekedését mad a csiraszam enyhe fokt csokkenését tapasztaltuk
(9. abra).

TG esetében 24 ora alatt a csfraszdm az antibiotikum 8 pg/ml koncentracidja
mellett csokkent 2,00 logio CFU/mI érték ala. Minden mas koncentracio esetén 24 ora
elteltével a csiraszam 2,00 logio CFU/ml felett maradt. A TG kontroll oldatdban a
baktériumok MH leves II kontroll oldatadhoz hasonld novekedési kinetikajat észleletiink
(10. abra).

Fiziologias sooldatban 0,125 és 0,25 pg/ml vancomycin koncentracio esetén a
csiraszam 3,00 logio CFU/ml korili értékig csokkent. 0,5 és 1 pg/ml vancomycin
koncentraci6 mellett a csiraszam 2,00 logio CFU/ml ald csokkent, mig 2 pg/ml
antibiotikum koncentracid esetén 24 ora elteltével 2,00 logio CFU/mI koncentracio értéket
mértink. 4 pg/ml koncentracid esetén a csiraszam 1,00 logio CFU/ml alatti érétkig

csokkent, mig 8 pug/ml esetén 24 oOra alatt az Gsszes baktérium elpusztult a tdpoldatban.
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A kontroll fiziologias sooldat a tobbi kontroll oldathoz képest a csiraszam drasztikusabb
csOkkenésést észleltiik (11. abra).

Az MH leves ¢és TG tapoldatok csiraszam csokkentd kinetikaja ¢és a fiziold gias
sooldatban észlelet csfraszam csokkenés mértéke kozott pozitiv, rendkiviil szoros (r>0,9)
korrelaciot tapasztaltunk (rfizss, ma = 0,96, Ifizss, 7a=0,93), mig BHI és fiziologids sooldat
kozott pozitiv, szoros korrelaciot (0,75 <r <0,9) figyeltiink meg (rfiz.s6, a1 = 0,89). MH
tapoldatban 2, 4 ¢és 8 ug/ml vancomycin koncentracid mellett a baktérumok kezdeti
novekedési fazisa elmaradt, platd fazist kovetden 4 ora elteltével drasztikus csiraszam
csokkenést észleltiink. BHI és TG tapoldatokban a kezdeti novekedési fazis mind a hat
vancomycin koncentrdcid esetén minimalis volt, nem érte el az egy nagysagrendnyi
mértéket. Fiziologias sooldatban a baktérumok az elsé 2 6raban nagyobb mértékben
indultak novekedésnek, mint a tidpoldatok esetében, azonban a 2. és 4. 6ra kdzott mar
észleltiik a deklinaciés fazist. A csfraszam csokkenés a fiziologias sooldatban a
tapoldatokhoz képest egyenletesebbnek bizonyult. Hatéanyagmentes, kontrol BHI
tapoldatban észleltik a S. epidermidis legintenzivebb szaporodasat. Vancomycin mentes
fiziologids sdoldatban a baktériumok szama 24 ora elteltével a kindulasi csiraszam ala

csOkkent.
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8. dbra: S. epidermidis névekedési kinetikdja MH leves I tapoldatban eltéré
vancomycin koncentrdaciok (0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml)

mellett. K (kontroll) esetén az oldat nem tartalmazott antibiotikumot.

CFU log(10)
12
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8

0
0 2 4 6
idG (6ra)
——K —0,125 %025 05 o1 -2 —e—4 —e—38

24

9. dbra: S. epidermidis néovekedeési kinetikaja BHI tapoldatban eltéré vancomycin
koncentraciok (0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml) mellett. K

(kontroll) esetén az oldat nem tartalmazott antibiotikumot.
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10. dbra: S. epidermidis néovekedési kinetikdja TG tapoldatban eltéré vancomycin
koncentraciok (0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml) mellett. K

(kontroll) esetén az oldat nem tartalmazott antibiotikumot.

CFU log(10)
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0 2

4 6 24
idg (6ra)
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11. dbra: S. epidermidis novekedési kinetikdja fiziologidas séoldatban eltérd vancomycin
koncentraciok (0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml, 0,5 ug/ml, 1 ug/ml, 2 ug/ml) mellett. K

(kontroll) esetén az oldat nem tartalmazott antibiotikumot.

53



DOI:10.14753/SE.2016.1854

7.5. Viaszkorongok antibakteridlis hatasanak vizsgalata

Vizsgalatunkhoz Wax1 és Wax2 viaszkorongok kiilonb6z6 vancomycin tartalmua
valtozatait (0,5 mg, 1 mg, 2 mg, 4 mg), és S. epidermidis ATCC 35984 szamu torzsét
hasznaltuk fel. A novekedési kinetika leolvasdsa az inkubdlds megkezdését kovetd 2, 4,
6, 24. és 48. draban tortént.

0,5 mg vancomycin tartalmi Waxl1 viaszkorong mellett a csiraszam a kezdeti 9,9
logio CFU/mI-r61 torténd csokkenését tapasztaltuk, 48 oras inkubalast kovetden a
csiraszam 3,53 logio CFU/ml volt. 1 mg vancomycint tartalmazd Wax1 viaszkorong
esetében az inkubalasi periodus utan 3,72 logio CFU/ml csiraszamot mértink. 2 mg
vancomycin tartalom mellett 48 ora elteltével 3,39 logio CFU/mI, mig a4 mg vancomycin
esetében 2,60 logio CFU/mI volt zard csiraszam érték.

Wax2 viaszkoron eltéré antbiotikum tartalmil tipusainak alkalmazisa soran a
csiraszam csokkenés a kovetkezoképpen alakult: 0,5 mg vancomycin esetén 3,53 logio
CFU/ml, 1 mg vancomycin koncentraciot esetén 3.26 logio CFU/ml, 2 mg vancomycin
esetében 3.00 logio CFU/mI, 4 mg vancomycin tartalom mellett pedig 2.00 logio CFU/m
csfraszam érte¢ket észleletiink 48 ora elteltével.

Kontrollként hasznalt dusitd taptalajban a kezdeti 9.9 logio CFU/ml csiraszam
folyamatos novekedését tapasztaltuk.

A ndvekedési kinetika vizsgalata alapjan Waxl és Wax2 viaszkorongok esetében
a baktérium csiraszam folyamatos csokkensését észleltiik BHI-ben (12. 13. és 14. abra).
A legerdsebb antibakterialis hatast a Wax2 viaszkorong 4mg vancomycint tartalmazé
valtozata fejtette ki 2 ora elteltével a csfraszam tobb mint két nagysagrenddel csokkent,
mig ilyen mértékli csokkenést a tobbi esetben nem tapasztaltunk. Waxl viaszkorong 0,5
mg vancomycint tartalmazd valtozata esetében a csiraszam hat 6ra elteltével is 8,00 logio
CFU/ml felett maradt. Kezdeti novekedési, illetve platd fazist egyik korong esetében sem
figyeltiink meg.
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id6 (6ra)

—e— kontroll —o—wax1 (0,5 mg) —e—wax1 (1,0 mg) wax1 (2,0 mg) —@— wax1 (4,0 mg)
—o—wax2 (0,5 mg) —@—wax2 (1,0 mg) —@— wax2 (2,0 mg) —@— wax2 (4,0 mg)

12. abra: Csiraszam csokkenése eltérd vancomycin tartalmu Wax 1 és Wax2

viaszkorongok esetében az idd fiiggvényében

>

| Wax1l 4mg Tas

13. a@bra: Telepek szamanak csokkenése 4mg vancomycint tartalmazo \Wax1

viaszkorong esetében MH tdptalajon 10° higitdsndl
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14. abra: Telepek szamanak csokkenése 4mg vancomycint tartalmazo Wax 2

viaszkorong esetében MH tdptalajon 10° higitasndl (sajat felvétel)

Azonos vancomycin tartalmi Waxl és Wax2 viaszkorongok baktérium o6lési
kinetikaja, a S. epidermidis vancomycint nem tartalmazd6 BHI tapoldatban detektalt
novekedési kinetikdja és a BHI vancomycines oldatdban mért csfraszam csokkenés
kozotti Osszefliggést a 15. 16. 17. és 18. abra mutatja. Wax2 viaszkorong 4 mg
vancomycint tartalmazo valtozatinak BHI-s oldatdban 4 ora elteltével a szabad
vancomycint tartalmazd oldathoz képest jelentdsebb — majdnem egy nagysdgrenddel
nagyobb csiraszdm csOkkenést detektaltunk. A tobbi viaszkorong oldatdban a szabad
vancomycint tartalmazo oldatokhoz képest 4 Ora elteltével magasabb csiraszamot
detektaltunk. Az 1 és 2 mg vancomycint tartalmazo viaszkorongok oldata esetében 6 ora
elteltével, 0,5 mg vancomycint tartalmazd valtozatok esetében a 24. ora elteltével
kovetkezett be jelentdsebb csiraszam csokkenés.

Az 6lési gorbe kinetikdjanak statisztikai analizise alapjan a csiraszamvaltozasban
szignifikans kiilonbség mutatkozott a kontroll oldat és az 6sszes viaszkorongot tartalmazo
oldat kozott (p = 0,01 minden esetben). 4 mg vancomycint tartalmazd Wax2 viaszkorong
esetében a tobbi rendszerhez képest szignifikansabb csiraszam csokkenést észleletiink (p
=0,05). Atobbi, eltérd antibiotikkum tartalmit Waxl és Wax2 kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség (p = 0,37).
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2 6ra
10,26
9,9
9,74
7,6

4 6ra
10,48
9,38
8,54
7,9

6 ora
10,56
8,6
8
3,4

24 6ra
12,26
4,32
4,18

2,2

15. abra: Wax 1 és Wax 2 viaszkorongok baktérium élési kinetikaja 0,5 mg vancomycin

tartalom esetén a kontroll tapoldathoz viszonyitva. BHI: csak tapoldatot tartalmazo
oldat, BHI Wax1 és BHI Wax2: viaszkorongok BHI-s oldata, BHI vanco. tapoldat

vancomycines oldata
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9,53
7,3
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16. abra: Wax 1 és Wax2 viaszkorongok baktérium élesi kinetikdja 1 mg vancomycin

tartalom esetén a kontroll tapoldathoz viszonyitva. BHI: csak tapoldatot tartalmazo
oldat, BHI Wax1 és BHI Wax2: viaszkorongok BHI-s oldata, BHI vanco. tapoldat

vancomycines oldata
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2 6ra
10,26
8,54
8,48
7,3

4 éra
10,48
8,48
8
7,87

6 ora
10,56
7,48
6,9
2,6

24 6ra
12,26
4,5
3,53
1,59

17. dbra: Wax 1 és Wax2 viaszkorongok baktérium 6lési kinetikaja 2 mg vancomycin
tartalom esetén a kontroll tapoldathoz viszonyitva. BHI: csak tdpoldatot tartalmazo
oldat, BHI Wax1 és BHI Wax2: viaszkorongok BHI-s oldata, BHI vanco: tapoldat

vancomycines oldata

14
12
10
S s
0o
S 6
=)
S 4
2
0
0 dra 2 6ra 4 6ra 6 ora 24 6ra
m BHI 9,9 10,26 10,48 10,56 12,26
= BHI Wax1 9,9 8,45 7,9 6,48 3,72
= BHI Wax2 9,9 7,78 7 6,11 2,6
" BHI vanco 7 7 7,77 2,6 1,74

18. dbra: Wax 1 és Wax2 viaszkorongok baktérium élési kinetikaja 4 mg vancomycin
tartalom esetén a kontroll tapoldathoz viszonyitva. BHI: csak tapoldatot tartalmazo
oldat, BHI Wax1 és BHI Wax2: viaszkorongok BHI-s oldata, BHI vanco. tapoldat
vancomycines oldata
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7.6. Viaszkorongok vancomycin leadasanak vizsgadlata szilard

taptalajon

Szilard tatalajon a viaszkorongok a vancomycin tartalomtdl és a viaszsiirliségétdl
fliggben eltéré nagysagh gatlasi zonat hoztak létre. Waxl és Wax2 tipusu viaszkorongok
0,5 mg vancomycin tartalom mellett nem hoztak Iétre gatlasi zonat. 1 mg antibiotikum
tartalom esetén mind két korong tipus 18 mm-nél nagyobb gatlasi zonat hozott Iétre. 2 és
4 mg esetén a gatlasi zona meghaladta a 25 mm-t. A gatldsi zondkban 1y telepek
megjelenését (vancomycin rezisztens torzsek kiszelektalodasat) nem figyeltik meg. A

gatlasi zonak 6 napon keresztiil fennmaradtak (19. és 20. abra).

19. d@bra: Gatlasi zonak mérete 0,5, 1, 2 éS 4mg vancomycint tartalmazo Wax 1

viaszkorong esetében (sajdt felvétel)
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20. abra: Gatlasi zondak mérete 0,5, 1, 2, és 4 mg vancomycint tartalmazo Wax2

viaszkorong esetében (sajdt felvétel)
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(.7. Viaszkorongok vancomycin leaddsanak vizsgalata folyékony

kozegben

A kétfele viaszkorong inkubdldsa soran a tipoldatban mért kiilonbozd
vancomycin koncentraciok értékei a 6. tablizatban lathatoak.  Altalinossigban
elmondhatd, hogy a Wax2 viaszkorongbdl a vancomycin kioldodds hamarabb
bekovetkezett (szignifikdns kiilonbség, p = 0,0134). Emellett a vancomycin leadas
fliggdtt a hatdanyagtartalomt6l is: nagyobb vancomycin doézist tartalmazod viaszkorong
esetében hamarabb észleltikk az antibiotikum jelenlétét a disitdé kdzegben. A vancomycin
koncentracié és az inkubacios id6 kozott szignifikdns Osszefliggést tapasztaltunk (p =
0,000001). A dusit6 kozegben 2 esetben mértiink szgnifikins vancomycin
csicskoncentraciot a Waxl ¢és Wax2 viaszkorongok Osszehasonlitasa soran. A
cstucskoncentracid Wax1 viaszkorong 0,5mg vancomycint tartalmzo valtozata esetében
0,25 pg/ml, mig Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint tartalmazo valtozata esetében 1
pug/ml volt. Mas esetben a kioldédas soran mért vancomycin koncentraciok nem mutattak
szignifikans kiilonbséget Waxl és Wax2 esetében. (p = 0,0914). A disitd kdzegben a
Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint tartalmazo valtozata esetében mért antibiotikum
csucskoncentracio  szignifikans kiilonbséget mutatott a 0,5, 1 és 2 mg vancomycint
tartalmazd korongoknal mért antibiotikum koncentracidhoz képest (p = 0,0184). A 4 mg
vancomycin tartalom a folyékony kozegben a megfigyelés idéintervalluma alatt
egyenletesen 1 ug/ml vancomycin koncentraciot biztositott. A 0,5, 1 és2 mg vancomycint
tartalmazd korongok kozott a kioldédott hatdoanyag koncentracidban szignifikans
kiilonbséget nem tapasztaltunk (p = 0,1675).

A 4 mg vancomycint tartalmazd Wax2 viaszkorong ¢és az 1 pg/ml vancomycin
koncentraciét tartalmazo kiilonb6z0 tapoldatok (TG, BHI, MH leves II, fiziolo gias
sooldat) S. epidermidis ATCC 35984 szamu torzsének novekedési kinetikajara kifejtett
hatdsdnak az Osszehasonlitdsat a 21. dbra mutatja be. A viaszkorong BHI-s oldatanak
csiraszam csokkentd hatdsa és a kiilonbozd tapoldatok csfraszam csokkentds hatasa
kozott pozitiv, szoros korrelacié igazolddott (fwax2 4mg, TG = 0,84, fwax2 4mg, BHI = 0,85, lwax2
4mg, MH=0,85). A viaszkorong oldata és fizologias sooldat kozott rendkiviil szoros, pozitiv

korrelaciot figyeltiink meg (Fwax2 4mg, fiz.so =0,91). A Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint
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tartalmazo tipusanak ¢és az 1 pg/ml vancomycin koncentraciot tartalmazd kiilonbdzo
tapoldatok S. epidermidis novekedési kinetikajara kifejtett hatasa kozott szignifikans
kl'jlél’leégCt nem tapasztaltunk (pwaxz 4mg, TG—= 0,4, Pwax2 4mg, BHI =0,39, Pwax2 4mg, MH =0,56,

Pwax2 4mg, fiz.s6 = 0,39)

6. tablazat: BHI-ben mért vancomycin koncentrdciok a kioldodast kévetéen

Inkubacios | Waxl | Wax2 | Waxl | Wax2 | Waxl | Wax2 | Waxl | Wax2
id6 05mg|05mg| Img | 1mg | 2mg | 2mg | 4mg | 4mg
1 ora ND ND ND ND 0,1 0,15 0,2 0,44
2 Ora ND 0,15 0,1 0,125 | 0,125 0,2 0,2 0,44
4 ora <0,1 0,15 0,1 0,15 0,15 0,25 0,25 0,44
6 ora 0,1 0,2 0,175 0,2 0,25 0,5 0,7 0,7
24 6ra 0,25 0,25 | 0,175 | 0,25 0,25 0,7 0,7 1
48 oOra 0,25 0,28 | 0,175 | 0,25 0,25 0,7 0,7 1
72 6ra 0,25 0,28 | 0,175 | 0,25 0,25 0,7 0,7 1

ND: no data (nincs adat)

CFU log(10)
10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
2 4 6 24
idé (ora)
wax2 4mg BHI TG —e— BHI MH leves Il —@— Fizsé

21. abra: 4 mg vancomycint tartalmazo Wax?2 viaszkorong és az 1 ug/ml vancomycin
koncentraciot tartalmazo kiilonbozd tapoldatok S. epidermidis novekedési kinetikdjara

kifejtett hatasanak osszehasonlitasa
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7.8. Biofilm kepzés fenotipusos vizsgalata

A 60 klinikai P. aeruginosa izolatumbol 14 (23.3 %) bizonyult biofilm képzonek. A
bakteridlis biofilm safraninnal tortént festése a 22. dbran lathato.
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22. dbra: P. aeruginosa biofilm képzésének igazolasa safraninos festési eljardssal. A

mélyedésekben lila elszinezédés jelzi a biofilm létrejottét (Pesti Jozsefné felvétele).
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7.9. Minimalis biofilm kepzést gatlo koncentracio meghatarozasa

A biofilm képzé P. aeruginosa izolatumok MBICso és a MBICgo értékeit a 7.
tablazat mutatja. Harom antbiotikum bizonyult efiektiv biofilm képzést gatlod
vegyiiletnek: meropenem, piperacillin/tazobaktam és a clarithromycin. A harom emlitett
antibiotikum esetében mértik a legalacsonyabb MBICso értéket. Cefepim, imipenem,
levofloxacin, amikacin, gentamicin ¢éstobramycin MBICgo értéke legalabb kétszerese volt
a MICso-nek, ceftazidim és netilmicin esetében a kiilonbség 256-szoros volt. Az MBIC
piperacillin/tazobaktam, ciprofloxacin és clarithromycin esetében legalabb kétszer kisebb
volt MIC-nél. Piperacillin/tazobaktam esetében MBICso 512-szer alacsonyabb volt, mint
a MICs0. A MIC ¢és MBIC értékek Osszehasonlitdsa a 21. abran lathato.

7. tablazat: MBIC értékek 14 biofilm képzd P. aeruginosa torzs esetében

Antibiotikumok Atlag MBIC (pg/ml)
MBICso MBICgo Intervallum

Piperacillin/tazobaktam 2 256 <1-1024
Ceftazidim 32 1024 8-1024
Cefepim 16 256 0,5-256

Imipenem 16 16 4-32

Meropenem 8 16 1-16
Ciprofloxacin 16 256 <1-256
Levofloxacin 128 512 8-1024
Amikacin 32 128 8-1024
Gentamicin 128 1024 8-1024
Tobramycin 128 512 64-1024
Netilmicin 512 1024 4-1024
Clarithromycin 18 128 8-1024
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* Netilmicin esetében MICgo > 256 pg/ml
** Clarithromycin esetében MICgo > 1024 pg/ml

23. dbra: Antibiotikumok atlag MIC és MBIC értékeinek dsszehasonlitasa 14 biofilm

képzdé P. aeruginosa torzs esetében
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7.10. A frakcionalt biofilm gatlo koncentracio és frakcionalt gatlo

koncentracio index meghatarozasa

Az antibiotikkum kombinacidkhoz tartozd6 FIC indexek értékeit a 8. tdblazat
tartalmazza. P. aeruginosa izolatumok kozil nyolc torzs — 373, 534, 536, 639, 1248,
1462, 1554, 1560 szami — esetében tapasztaltuk a vizsgalt antibiotikumok szinergizmusat
(13,3 %). Néhany kivételtél eltekintve, fluorokinolonok clarithromycinnel tortént
kombinaldsa esetén a fluorokinolonok FIC index értékekei alacsonyak voltak.
Clarithromycin-levofloxacin kombinacid sznergistinak bizonyult a nyolc torzsb6l hat
esetben (75 %). Ciprofloxacin és makrolid kombinacidja szintén szinergizmust mutatott
a torzsek felével szemben. Ceftazidimmel tortént ciprofloxacin kombinicid esetén is
ugyanezt az aranyt tapasztatuk. Az aminoglikozodok clarithromycinnel tortént
kombinalasa szintén szinergista hatast igazolt. Az aminoglikozid antibiotikumokra
nagyon alacsony FIC-indexek voltak jellemzéek. A nyolc biofilm képzo torzs esetében
az antibiotikkum kombinaciok hatas-megoszlasa a 9. tablazatban lathato. Antagonista
hatas érvényesiilt clarithromycin-meropenem ¢és clarithromycin-cefepim esetében a
biofilm képzo torzsek 62.5 % és 75 %-aban.
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[.11. Eredmények 6sszefoglalasa

1.

Az epidemiologiai vizsgalatunk soran igazolodott, hogy aprotézis gennyesedések
tobb mint 50 %-at Staphylococcus torzsek okoztak. A fertézések 28 %-aért S.
epidermidis volt felelés, S. aureus 25 %-ban okozott infekciot. A P. aeruginosa
torzseket a fert6zések 8 %-aban izolaltunk.

S. epidermidis esetén, a kalibraciés gorbét figyelembe véve 18 mm atmérdjh
gatlasi zondhoz tartoz6 vancomycin koncentracid értéke 2 pg/ml volt MH leves
IT és BHI tapoldatokban. A vancomycin a S. epidermidisre Kifejtett csiraszam
csOkkentd hatdsa mind a harom tapoldat esetében jol korrelalt a fiziold gias
sboldatban tapasztaltak hoz.

A tapoldatba helyezett, 4 mg vancomycint tartalmaz6 Wax2 viaszkorong esetében
a tobbi rendszerhez képest szignifikdns csiraszdm csokkenést észleletiink (p =
0,05). A tobbi, eltéré antibiotikum tartalmi Waxl és Wax2 viaszkorongok
csiraszam csokkentd hatasa kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p = 0,37). 4
ora elteltével 4 mg vancomycint tartalmazd Wax2 viaszkorong oldatdban észlelet
csiraszam csOkkenés a tobbi viaszkorongos oldatban és a szabad vancomycint
tartalmazo tapoldattban tapasztaltakhoz képest egy nagysdgrenddel nagyobb
volt.

Folyékony kozegben (BHI) Wax2 viaszkorongbdl a vancomycin kioldodas
hamarabb bekovetkezett (szignifikans kiilonbség, p=0,0134). A dusitd6 kézegben
4 mg vancomycint tartalmaz6 Wax2 viaszkorong mellett mért antibiotikum cstcs
koncentraci6 szignifikans kiilonbséget mutatott a 0,5, 1 és 2 mg vancomycint
tartalmaz6 korongoknal mért antibiotikum koncentraciohoz képest (p = 0,0184).
A 0,5, 1¢és2 mg vancomycint tartalmazd korongok kozott a kioldodott hatdéanyag
koncentracidjaban szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk (p = 0,1675).
Waxl1 és Wax2 korongok MH taptalajon 0,5 mg vancomycin tartalom mellett nem
hoztak 1étre gatlasi zonat. 1 mg, 2 mg és 4 mg antibiotikum tartalom mellett
mindkét tipusu korong 18 mm-nél nagyobb gatlasi zonat hozott Iétre.

A 60 klinikai izolatumbdl 14 P. aeruginosa torzs esetében igazoltunk biofilm
képzést (23,3 %).
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6. P.aeruginosa torzsek ceftazidim/tazobaktam kombinacioval és clarithromycinnel
szemben bizonyultak a legkevésbé érzékenynek: piperacillin/‘tazobaktim MICso
= 1024 pg/ml, MICgo = 1024 pg/ml; clarithromycin MICso =256 pg/ml, MICgo >
1024 pg/ml. Az MBIC piperacillintazobaktdm és clarithromycin esetében MIC
érteknél nagysagrenddel alacsonyabb wvolt. A 60 klnkai izolatumbol 8 P.
aeruginosa torzzsel szemben tapasztaltunk a vizsgalt antibiotikum kombinaciok
szinergizmusat (13,3 %). P. aeruginosa torzsekkel szemben szinergizmust
tapasztaltunk clarithromycin-aminoglikozid, clarithromycin-ciprofloxacin,
clarithromycin-levofloxacin és fluorokinolon-ceftazidim kombinaciok esetében.
Antagonista hatas érvényesiilt clarithromycin-meropenem ¢és clarithromycin-

cefepim kombinacié alkalmazisakor.
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8. Megbeszelés

8.1. A korokozo spektrum retrospektiv epidemiologiai vizsgalata

Az epidemiologiai vizsgalatunk eredményeit tobb europai centrum illetve klinika
eredményeivel hasonlitottuk Gssze. A hamburgi Endo Clinic altal végzett kovetéses
vizsgalat eredményei szerint a CNS fertézések szama duplaja volt a magyarorszagi
eseteknek (103). A németroszagi klinka munkacsoportja S. aureust kisebb aranyban
izolalt (9 %) protézisekhez kothetd szeptikus folyamatokbol. A Gram-negativ korokozok
aranyaban az Endo Clinic eredményeihez hasonlot tapasztaltunk.

A hazai NNSR-nek megfelel6 Spanish Network for Research in Infectious
Diseases (REIPI) 2003-2010 kozotti, 16 spanyol korhazat feloleld, multicentrumos
vizsgalatanak célja az volt, hogy pontosabb képet adjon a Gram-negativ baktériumok
okozta PJI-k aranyarol (102). Az eredményeik alapjan a vizsgalat ideje alatt a Gram-
pozitivok okozta PJI-k aranya 55 %-rol tobb mint 85 %-ra ndtt. A protézisek szeptikus
folyamatait 12 %-ban okoztak Gram-negativ  korokozok, ezen belil az
Enterobacteriaceae tagjainak az aranya 77 % wvolt. A tobbi Gram-negativ koérokozo
okozta fertézések hatterében nagytobbségében P. aeruginosa (20 %) alt. E. coli
infekciok aranya hasonld volt a vizsgalatunk eredményéhez, a P. aeruginosa okozta
szeptikus folyamatok aranya viszont a SE-OK-rol gyiijtott adatokhoz viszonyitva
alacsonyabb volt.

Eszak-Franciaorszigban a 2010-es évek utdn készilt hasonld surveillance
vizsgalat (101). A vizsgalt évben 24 %-ban polimikrobialis PJI-t regisztraltak.
Spanyolorszagi  adatokhoz hasonléan, polimikrobidlis fertézés esetén masodik
korokozoként Gram-negativ baktériumok kozil a P. aeruginosat izolaltak.

Anglidban 2010 és 2011 kozott végeztek nagy esetszamu, surveillance vizsgalatot
(ECDC/SSI vizsgalat) (220). Az 6sszegylijtott adatok S. aureus vezetd szerepét igazoltak
protézis fertézésekben. Ez az eléfordulasi gyakorisag a mi munkacsoportunk és az Endo
Clinic altal kozolt eredményekhez képest jelentdsebb wvolt. S. epidermidis aranya a

vizsgalatunk eredményéhez képest szintén magasabb volt, Gram-negativ okozta PJI
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azonban kevesebb esetben fordult eld. Erdekes tény, hogy a szigetorszigban 2006-tol
MRSA infekeid aranya jelentdsen visszaszorult.

A kiterjedt surveillance vizsgalatok eredményeihez képest a Maastricht
University Medical Centre (MUMC) sajat retrospektiv, 28 évet feloleld vizsgalata a
nemzetk6zi tendenciaba nem illeszkedé epidemioldogiai eredményekr6l szamolt be. A
vizsgalat a P. aeruginosa kimagaslo eléfordulasat igazolta, emellett CNS okozta PJI-k
szama rendkiviil alacsony volt (122).

A cékitlizésben szerepld, sajat epidemioldogiai vizsgdlatunk eredményeinek az
europai centrumok epidemiologiai eredményeivel torténd Osszevetését a 10. tablazat
tartalmazza. Az epidemiologiai Osszehasonlitas korlatjat az adja, hogy a 2001 és 2010
kozotti intervallumban kevés eurdpai orszagban folytattak hasonld vizsgalatot. Néhany
orszag évente végez surveillance felmérést orszigos szinten, igy feltérképezhetd az adott
orszag korhazaiban észlelt fertézéses korképek gyakorisaga. Az igy nyert szeptikus
adatokat évente Osszesitik (pl: ECDC/SSI, REIPI). A hazai viszonyokat jol tiikr6zi, hogy
szamos mtézmény egyaltalin nem szolgaltat adatokat az Orszigos Epidemiolo giai

Kozpont (OEK) altal kezdeményezett éves, orszagos surveillance vizsgalatokhoz.
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8.2. Staphylococcus epidermidis novekedesi  kinetikajanak

osszehasonlitasa kiilonbozo tapoldatokban

A DDS hatéanyag leadas vizsgilataihoz szikség volt egy olyan folyékony
kozegre, ami jol modellezi a szervezetben a fiziologids viszonyokat ¢€s tapanyagot biztosit
a baktériumok szamara. A S.epidermidis jol nd ugynevezett inségtaptalajon (ilyen pl.: az
MH). A hatéanyag leadas vizsgalat soran felmeriilt a kérdés, hogy az alkalmazott tapoldat
csokkenti-e a vancomycin hatasat, illetve befolyasolja-e az antibiotikum diffiziojat a
viaszos hordozérendszerbl. Harom dusitd taptalaj esetében a kozeg nem befolydsolta a
vancomycin baktériumokra gyakorolt hatasat, igy mind harom tapoldat alkalmasnak
bizonyult a szovetek kozti viszonyok modellezésére. A baktérumok a megfigyelés elso
szakaszaban mind harom esetben szaporodni kezdtek, majd a szaporodé baktériumokkal
szemben a vancomycin fokozatosan fejtette ki a hatasat. Az antibiotikum, a fiziolo gias
sooldathoz hasonlo, statisztikailag is alditimaszthatdo baktérium ndvekedését gatlo hatisat
a MH leves II tapoldatban, a BHI-ben ¢és a TG-ben egyarant kifejtette. Téapanyag
ellatottsag szempontjabol a BHI all a legkdzelebb az €16 szovetekhez, ezért az rodalmi
adatok alapjan ez a legelterjedtebben hasznalt dusitd tapoldat a kioldodasi vizsgalatok hoz
(140, 221, 222).
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8.3. Keét eltero osszetételii, kiilonbozo vancomycin tartalmui,

szabdlyozott antibiotikum felszabaditasu rendszer vizsgalata
8.3.1. Arendszer dsszetevoi

Az ortopédiai protézisekhez kothetd infekciok megeldzésére, illetve az infekcios
goc terapias lehetdségeként kutatdcsoportunk a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészeti
Intézetével ¢és a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klnikajaval kozosen kezdett
kifejleszteni j tipusit komplex DDS-t (22. abra). A rendszer 3 komponensbdl allt:

e Antibiotikum: vancomycin
e Hordozod: viasz

e Cella (matrix): liofilizalt csont

24. abra: Liofilizalt csont és viaszkorong (Sajat felvétel)
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A hematogén osteomyelitis &és a protézishez kothetd, posztoperativ sebfertdzések
esetén a parenteralisan, majd per. os. adott antibiotikumok jelentik mindennapi klinikai

gyakorlatban alkalmazott bazisterapiat (11. tablazat).

11. tablazat: Osteomyelitis kezelése a Semmelweis Egyetem antibiotikum alkalmazasi

protokollja alapjan (223)

Hatbanyag Készitmény Dozis

Hematogén osteomyelitis

MSSA esetén
flucloxacillin -~~~ | Flucloxacillin | 3x2g.
vagy
cefazolin Cefazo hn .”Sar.l,d oz" 1g 3x2giv
por injekcidohoz
vagy
clindamycin | Dalacin 600mgini. |  4x600mg iv.
MRSA gyanu esetén
vancomycin Vancomyc zgjouman 19 2x1giv.
Gram-negativ korokozé esetén
ciprofloxacin Clproﬂox?ncgl ?anab' 400 2 X400 mg iv.

A parenteralis kezelés idotartama 4-6 hét, amely érzékenység alapjan
rifampicin+sulfamethoxazol/ trimetoprim illetve clindamycin vagy
ciprofloxacin oralis terapiaval folytatando.

Kornyezetbdl raterjedd osteomyelitis
Ciprofloxacin Kabi 400

ciprofloxacin mg inf 2x400 mg Iv.
+/-
vancomycin Vancomyc ;ziHuman 19 2x1giv.

Az antibiotikumok szamara a csont nehezen hozzaférhetd, ezért sziikség van egy olyan
terapias modszerre, ami tartosan biztositja lokalis MIC értéket meghalado antibiotikum

szintet a fertdz€s helyén.
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Vizsgalatainkban a viasz alapu hordozod Osszetétele alapjan Waxl és Wax2
viaszkorong néven szerepel. A viasz alapti hordozot a Semmelweis Egyetem
Gyogyszerészeti  Intézete  fejlesztette ki az  Orszigos Tudomanyos  Kutatasi
Alapprogramok (OTKA) palyazata keretében (palyazat cime: Szabdlyozott hatéoanyag-
felszabadulasu  antibiotikumokat tartalmazo  biologiai  hordozok  alkalmazadsa
csonthianyok potlasara, OTKA azonositd: 49480). Az intézet munkacsoportja
kozleményekben és konferencia absztraktokban szamolt be a viasz fizikai és kémiai
jellemzéinek vizsgalatairdl (224-226).

A komplex, Kkutatocsoportunk  altal vizsgalt, szabalyozott antibiotikum
felszabaditast rendszer az irodalomban ismert ADS-ekhez képest szamos elénnyel
rendelkezik (227). A mindennapi Klinikai gyakorlatban alkalmazott rendszerek (4.
tablazat) tobbségének kozos problémaja, hogy a hordozd anyag az antibiotikum leadédsat
kovetden élettelen idegen testként a beiiltetés helyén marad. A Septopal-lanc elterjedt
alkalmazasanak az egyre szlesedd antbiotikum rezisztencia szab hatart. Az egyre
novekvoé szamu aminoglikozid rezisztens Staphylococcus spp. torzsek altal okozott
fertézés miatta gentamicint sok klinikus orvos mar nem ajanlja (199, 228, 229). Emelle tt
a gyongyokben alacsonyabb lehet az antibiotikum hozzaférhet6sége, mert nem egyforma
a gyongyok mérete. Kronikus osteomyelitis esetén a seb gydgyulisa a PMMA gyongyok
beiiltetését kovetden 5 nap milva varhatd, a gyongyok minimum 4 hétig a betegben
maradnak, majd ujabb sebészi beavatkozassal tavolitjak el 6ket. A PMMA gyongyok
legnagyobb hatranya, hogy az tjabb operdci6 magiban hordozza az ismételt fert6zés
lehetdséget. A vizsgalatok azt mutatjadk, hogy a 4 hetes idOmntervallum alatt a hatéanyag
kevesebb, mint 50 % szabadul fel. Ezzel szemben a parenteralis kezeléssel kombinalt
antibiotikummal mmpregnalt PMMA csontcement alkalmazasanak sikere 40-90 % kozott
van (230). A hatasos baktericid koncentracid fenntartisa szempontjabdl a vancomycinnel
atitatott csontcement (vancomycin impregnated poly-methyl-metacrilat) bizonyult a
leghatékonyabb modszernek.

Vizsgalat igazolta, hogy a protézs feliilletén elszaporodo biofilm képz6 korokozok
glycocallixot ndvesztenek, amely meggatolja az antibiotikum molekuldk hatasat, igy a
Septopal-lanc és a az antibiotikummal impregnalt csontcement kedvezé terapias hatasa

sok esetben korlatozott (231).
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Biodegradabilis hordozd esetén megkiméljiik a szervezetet a reopraciotol. A 4.
tablazatban lathaté biodegradédbilis DDS rendszerek azonban még nem keriiltek be a
sebészi gyakorlatba, tobbsége kisérleti rendszer.

A viasz hordozoanyagként torténd alkalmazasa 0j modszernek szamit. Eddig
kevés irodalmi adat all rendelkezésre a viasz DDS-ben torténd felhasznalasarol. A
viaszhoz hasonld liposzomalis hordozo rendszert 1961-ben mutattak be Angliaban (232).
Napjainkig tobbfajta liposzomas rendszert teszteltek kiilonféle hatdéanyagokkal terdpias
lehetdségként (daganatellenes terapia, fajdalomcsillapitok, neurologiai degenerativ
korképek terapidja). Az elmilt években a viasz alapti gyogyszer felszabaditasu
rendszereket kiilonb6z6 non-szteroid gyulladasgatld molekulakkal tesztelték (233). A
szovetek koOzt marado, hatdanyagot mar nem tartalmazo rendszer degradalasara tobb
lehetdség kinalkozik. A szervezet altal termelt enzimek az élettelen hordozoanyagot
elbonthatjadk (231). Viasz esetében a késébbiekben a szervezet makrofigjai végzik a
hordozémolekuldk eltdvolitasat az antibiotikum hatds elmualtaval.

Ahogy a csontrlemény - antibiotikum keveréket tartalmazo cilinderek esetében,
az antibiotikum - hordozéanyag komplexumot is szilard, szerkezettel rendelkez6 celliban
kell a fertézés helyére beiiltetni, mivel csak igy tudja biztositani a lokalis, hosszabb ideig
fenntarthatd MIC koncentraciot (kiilonben hamar eldiffundal a hatdéanyag) (138). Az
ortopédiaban hasznalt cilinderek azonban testidegen anyagok, nem vitalizalhatok. A cella
képzésénél figyelembe kell venni azt a felmeriild igényt, hogy a rendszer a hatdanyag
elfogytaval a helyi szovetek része legyen. Ennek az elvarasnak eleget téve, cellaként
matrix szerkezetli, liofilizalt csont hasznalhatd fel. A liofilizalt csont eldnye, hogy a
szervezet szamara vitalizalhato szovetként beépiil a csontszovetbe (144, 145).

A szivacsos csontdllomany esetében a viasz molekuldk bediffundalnak a
belsejébe, igy a hordozoanyag homogén eloszlast mutat. Spongidézus csontot a csipdiziilet
total endoprotézisre (TEP) valo kicserélésénél nyeriink. A destrualt iziletbol eltavolitasra
keriil a femur fej és a combnyak. Az iziileti fejet, amennyiben felhasznalhato, félbevagjak,
majd lofilizaljak.

A liofilizaldas a tartositd eljarasok kozé tartozik, oldoszernek vagy viznek a
megfagyasztott ~ anyagbdl  (pl.  vérplazmabol, ¢lelmiszer-ipari  termékekbol,
italalapanyagokbol) valo eltdvolitdsara szolgald moddszer. Lényege, hogy a csontot

megfagyasztjak, majd vakuum segitségével a megfagyott viz szublimacidja kovetkezik
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be (fagyasztva szaritds). Ezzel az eljarassal évekig eltarthatova valk a human csont,
amelyet csontbankban tarolnak. Liofilizalt csontokat a milt szizad 70-es évei oOta

hasznalnak csontpotlashoz (pl. fogaszat) (234-236).

8.3.2. A rendszer antibakterialis hatasanak idé fiiggvényében torténo

vizsgalata

A tanulmany, amely a vancomycin folyékony kozegben torténd kioldodasat
elemezte, az antibiotikumhoz tartoz6 MIC értéket 2 pg/ml-ben hatarozta meg S.
epidermidis ATCC 35984 szamu torzsével szemben (23). A kalibracios gorbét (6. abra)
figyelembe véve a vancomycin MIC értéke szintén 2 pg /ml. Az 6lési gorbe analizise
alapjan kisebb koncentracié elegendének bizonyult a baktericid hatas kifejtéséhez. 1
pg/ml vancomycin koncetracio jelentds csiraszam csokkentd hatdssal birt mind a hdrom
tapoldatban, ennél kisebb koncentracid azonban egy nagysagrenddel kevesebb baktérium
megolésére volt csak képes Ta4 idopontban. A folyékony kozegben végzett kioldodasi
vizsgalat soran 4 mg vancomycint tartalmaz6 Wax2 viaszkorong esetében a tobbi
rendszerhez képest szignifikdnsabb csiraszZam csokkenést észleltiink. Mas TKC
analizissel foglalkozo vizsgilatok vancomycin ilyen koncentracidjanal jelentkezd
csiraszam csokkentd hatast daptomycin ¢és rifampicin alkalmazasa esetében igazoltak
(238).

8.3.3. Arendszer antibiotikum leadasi dinamikajanak meghatarozasa

A DDS szilard taptalajon tortént vizsgalata soran baktérumolo képességét az a
Bauer-Kirby modszer szerint a Wax1l és Wax2 viaszkorongok koriil 1étrejott gatlasi zona
atmér6jével adtuk meg. Az antibiotikummal impregnalt viaszkorongot rahelyeztik a
Staphylococcus tenyészetre. Az irodalombdl ismert adatok alapjan minimalisan két hetes
parenteralis antibiotikum terapia, majd 4-6 hetes per os. kezelés sziikséges a hematogén
osteomyelitis lekiizdésére (223). Ennek fliggvényében az elvarasunk az volt, hogy a
gatlasi zona négy hétig fennmaradjon. A Waxl és Wax2 viaszkorongok 1, 2 és 4 mg

vancomycin tartalom mellett 6 napig gatolta a S. epidermidis ndvekedését szlard
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taptalajon (11. abra). A gatlasi zona koriil 0 telepek sem képzédtek, ami arra utalt, hogy
elhiizodo, egyenletes hatdanyag leadas mellett nem szelektalodtak ki vancomycin
rezisztens tOrzsek. A kisérletnek a tenyészetek eltarthatosaga szabott gatat. 1 hét utan a
baktérium pazsitok tobbsége befertdzodott, illetve néhany esetben a korongok
elmozdultak, igy a gatlasi zonak értékelhetetlenné valtak.

Wax1 és Wax2 viaszkorongok folyékony kozegben torténd hatdanyag leadasat
Olési gorbék kinetikdjanak vizsgdlataval lehetett jol jellemezni. Minden vancomycin
tartalom esetében Osszehasonlitottuk a Waxl és Wax2 viaszkorongok o6lési gorbéit a
kristalyos vancomycin BHI-ben kifejtett csiraszam csokkenté hatasaval (15, 16, 17. és
18. abra). Mind a 8 ADS minden esetben egyenletesen szabaditotta fel a vancomycint,
ezért To idOponttol szamitva a S. epidermidis csiraszama fokozatosan csokkent.
Exponencialisan jellemezheté CFU csokkenést a Wax2 viaszkorong 4mg vancomycint
tartalmazo tipusanal értiink el. Ez a viaszkorong tipus egyenletesen, 1 pg/ml vancomycin
koncentraciot biztositott a tapoldatban. Ezzel megegyezd mennyiségli vancomycint BHI
tapoldathoz adva azt tapasztaltuk, hogy a kristdlyos antibiotikkum mellett a baktériumok
az elsé 4 oraban tovabb szaporodnak, majd hirtelen bekodvetkezik a meredek, deklinacids
fazis. Viaszkorongok esetében a kezdeti novekedési fazis elmaradt, ami szintén
kiegyensulyozott hatdanyag leadasra utalt. A rendszer tehdt szabalyozott mddon,
egyenletesen képes biztositani az 1 pg/ml vancomycin koncentraciot in vitro és

feltehetéen in vivo koriimények kozott is.
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8.4. Pseudomonas aeruginosa torzsek vizsgalata
8.4.1. Biofilm képzés igazolasa

A mikrotiter lemez mélyedéseiben képzddd biofilm réteg safraninnal torténd
megfestése egyszerli és koltséghatékony kvalitativ modszernek bizonyult a biofilm
képzes igazolasara. A fenotipusos vizsgalat jOl hasznalhatd olyan esetekben, amikor nincs
szilkségiink a biofilm képz0 baktérim molekularis biologiai moddszerekkel torténd

analizdlasara, de el kell donteniink, vajon a vizsgalt torzs képes-e biofilmet Iétrehozni.

8.4.2. Biofilm képzést gatlo antibiotikum kombinaciok meghatarozasa

Kutatocsoportunk — antibiotikumok — szinergizmusat vizsgalta Dbiofilmkézo P.
aeruginosa torzseken (239). Ugyan a P. aeruginosa antibiotikumok szamara nehezen
athatolhatd  biofilmréteget hozott Iétre, de bizonyos antibiotikum kombindciok
szinegizmus miatt alacsonyabb koncentraci6 mellett is gatoltdk a biofilmréteg
Kialakulasat. A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a ceftazidim fluorokinolonokkal
¢és az aminoglikozidok clarithromycinnel tortént kombinadlasa kimagasloan szinergista
hatast fejtett ki a biofilm képz6 torzsekkel szemben. A clarithromycin MICgo értéke
bizonyult a legmagassabnak a vizsgalt antbiotikumok koziil, de MBIC érték alapjan mar
joval alacsonyabb koncentracibban gatolta a biofilm képzodést. Ennek a jelenségnek az
a magyarazata, hogy a clarithromycin Inyegében hatastalan a P. aeruginosdval szemben
(a baktérium planktonikus fazisban is rezisztens). A makrolidok azonban képesek gatolni
a baktérium N-acil L-homoszerin lakton medidlt quorum sensing mechanizmusat, amely
P. aeruginosa esetében biofilm termelésért felelés gének expresszidjat indija be (240,
241). Ugyan ezt a jelenséget figyeltik meg piperacillin/tazobaktim esetében. A
clarithromycin jol kombindlhaté mas antibiotikumokkal, tobbségiikkel szinergista hatast
fejt ki. Cefepimmel tortént kombinicidja azonban antagonista hatast fejt ki, ami azért
lényeges, mert a cefepim az egyk, sziles korben hasznalt, P. aeruginosa ellenes
antibiotikum. A FIC-index meghatarozas soran észleltik, hogy a clarithromycin MBIC
értéke - és ez altal a MIC értéke is - kombinacioban alkalmazva tovabb csokkenthetd, mig
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piperacillin/tazobaktam esetében ez jelenséget nem figyeltik meg. A karbapenem-
makrolid kombinaci6 Iényegében hatastalannak bizonyult.

Biofilm képz6 P. aeruginosa torzsekkel szemben mas kozleményekben a
fosfomycin-ofloxacin ¢és szintén makrolid (tobramycin)-clarithromycin kombinacid
bizonyult hatasosnak (242-244).

Biofilm képzd, ESBL termeld, Klinikai izolatum E. coli térzs (CTX-M-15 termeld
025:H4-ST131 torzs) (245) ellen fosfomycin kolisztinnel toértént kombinacidja igazolta
a legjelentésebb szinergista hatast (246). Fosfomycin onallban 17 %-ban volt képes
gatolni a biofilm képzé Gram-negativ baktériumokat. A kisérletben felhasznalt E.coli
Klinikai biofilm képzé fazisban 100 %-ban rezisztensnek bizonyult kiilon-kiilon a
tapoldatba adott kolisztinnel, gentamicinnel és tigeciklinnel szemben, de az egyes
antibiotikumok fosfomycinnel tortént kombinacidja szintén sznergista hatast mutatott.

Mas tanulmanyban a fosfomycin olyan antibiotikumokkal kombindlva is képes
volt szinergizmust kifejteni MRSA-val szemben, amelyekre a baktérium biofilm képzod
fazisban kiilon-kiilon rezisztens volt (fosfomycin + linezolid, fosfomycin + minociklin,
fosfomycin + vancomycin, fosfomycin + teicoplanin) (207).

Biofilm képz6 S. epidermidis torzzsel szemben linezolid-rifampicin kombinacid
mutatott szinergista hatast (247). Rifampicin vancomycinnel tortént kombinalasa szintén
szinergista hatast igazolt, mig aminoglikozid-rifampicin kombinacié antagonista hatast
fejtett ki biofilm képzo S. epidermidis torzsekkel szemben (248).

Kutatocsoportunk mas Gram-negativ, biofilmképz0, nozokomialis korokozoval
szemben is végzett antibiotikum szinergizmust igazold in vitro vizsgalatokat. P.
aeruginosa torzsekkel szemben hatastalannak bizonyuld imipenem + tobramycin
kombindci6 szinergista hatast fejtett ki karbamenemdz termeld, biofilmkép z6,
nozokomialis K. pneumoniae torzsekkel szemben. Kolisztin rifampicinnel tortént
kombinalasa szintén jelentGs szinergista hatast mutatott (249). Egyes antibiotikum

kombinaciok szinergizmusat a 12. tdblazat mutatja be.
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12. tablazat: Biofilm képzo torzsekkel szemben szinergizmust mutato antibiotikum

kombinaciok

Antibiotikum kombinacio

Baktérium

Kozlemény

clarithromycin-levofloxacin P. aeruginosa
clarithromycin-ciprofloxacin P. aeruginosa
clarithromycin-gentmicin P. aeruginosa Szasz és mtsai, 2010

clarithromycin-tobramycin P. aeruginosa

ceftazidim-ciprofloxacin P. aeruginosa
fosfomycin-ofloxacin P. aeruginosa Kumon és mtsai, 1995,
Monden és mtsai, 2002

fosfomycin-kolisztin E. coli (ESBL)
fosfomycin-gentamicin E. coli (ESBL) Corvec és mtsai, 2013

tigecik lin-kolisztin E. coli (ESBL)

kolisztin-rifampicin

K. pneumoniae

imipenem-tobramycin

K. pneumoniae

Kadar és mtsai, 2013

fosfomycin-linezolid

S. aureus (MRSA)

fosfomycin-minociklin

S. aureus (MRSA)

fosfomycin-vancomycin

S. aureus (MRSA)

fosfomycin-teicoplanin

S. aureus (MRSA)

Tang és mtsai, 2012

rifampicin-vancomycin

S. epidermidis

Gagnon és mtsai, 1991

rifampicin-linezolid

S.epidermidis

Hellmark és mtsai, 2010
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9. Kovetkeztetések

1. A Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinkdjarol 2001 ¢és 2010 kozott
Osszegylijtott adatok alapjan protézisekhez kotheté infekciok koziil S. epidermidis
okozta fert6zések aranya megfelel az eurdpai centrumokban tapasztaltaknak, de a
kiilfoldi adatok tekintetében nagy szorassal kell szamolnunk. S. aureust kevesebb
esetben 1zolaltunk, azonban Gram-negativ baktérumok okozta mnfekcidk
szamaban mas korhazakhoz képest eloretorés észlelheto.

2. A baktérumok a novekedési kinetikajanak megfelelden, a megfigyelés elso
szakaszdban az in vitro vizsgalatokhoz hasznalt folyékony taptalajok
mindegyikében szaporodasnak indulnak, majd velik szemben a vancomycin
fokozatosan fejti ki a hatasat. Mivel a kioldodasi vizsgalatok soran széleskdrben
hasznalt dusitdo taptalajok Osszetétele a vancomycin baktériumokra gyakorolt
hatdsat nem gatolja, igy ezek a tapoldatok alkalmasak az infekcios goc koriil
chelyezked6 ¢él6 szovetek modellezésére. A vancomycin statisztikailag
alatdmaszthatd, csiraszdm csokkent6 hatdsa a kioldodasi vizsgalatokhoz
sz¢leskorben hasznalt tapoldatok mindegyikében megfigyelhetd.
Tapanyagellatottsag szempontjabol a BHI all a legkdzelebb az €16 szovetekhez,
ezért hasonld kisérleteket bemutaté kozlemények tobbsége a BHI-t ajanlaja az ¢élo
szoveti viszonyok modellezése. Fizologids s6 oldat csak korlatozottan alkalmas
mn vitro kisérletekhez, mivel 6-8 ora elteltével a baktériumok szama, tapanyagok
hianyaban, antibiotikus hatds nékiil is csokkenni kezd. Ez a jelenség megfelel a
baktériumok normal ndovekedési gorbéjén észlelhetd deklinacios fazisnak.

3. 4 mg vancomycint tartalmazd Wax2 viaszkorong esetében a tobbi rendszerhez
képest szignifikdnsabb csiraszdm csokkenést tudunk elérni, és 4 mg vancomycin
tartalom esetén 1 pg/ml koncentracid is elegendd a baktériumszaporodas

gatlasdhoz és a csfraszam csokkentéséhez.
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4. BHI-ben a vancomycin kalibraciés gorbéje alapjan a szabad antibiotikum MIC
értéke 2 pg /ml koriili. Ezzel szemben Wax1 és Wax2 viaszkorongok kioldodasos
vizsgalatakor mért 1 pg/ml vancomycin koncentracid érheté el folyékony
kozegben, amely egyenletes hatdanyagleadds mellett gatolja a baktériumok
szaporodasat. Szlard taptalajon végzett hatdanyag leadas vizsgalat alapjan a
Waxl és Wax2 viaszkorongok 1 mg ¢s annal nagyobb vancomycin tartalom
mellett majdnem 1 hétig képesek gatlasi zonat fenntartani, technikai okok miatt a
rendszer a tovabbiakban nem tarthato el. A fentieck alapjan szabélyozott,
egyenletes antibiotikum leadas esetén a vancomycin MIC értéke 1 pg/ml-ig
csokkenthetd. El§ szovetek kozott, egyenletes vancomycin leadas mellett a DDS
6 napig képes biztositani az 1 pg/ml korili antibiotikum koncentraciot. Az
altalunk vizsgalt DDS igy képes megelozni a protézisek szeptikus folyamatait és
parenteralis  antibiotikum  terdpiaval kiegészitve  sikeresen alkalmazhato
osteomyelitis kezelésére is.

5. A mikrotiter lemez mélyedéseiben képz6dd biofilm réteg safraninnal t6rténd
megfestése egyszerli és koltséghatékony kvalitativ modszer a biofilm képzEs
igazolasara. A biofilm festés minden, olyan esetben jol hasznalhato eljaras,
amikor nincs szikségiink a bioflm képz6 baktérum molekularis bioldogiai
modszerekkel torténd analizildsara, de el kell donteniink, vajon a vizsgalt torzs
képes-e biofilmet létrehozni.

6. A frakcionalt gatld koncentracid indexek meghatarozasa alapjan a ceftazidim-
fluorokinolon kombinicio kimagasléoan szinergista hatast fejt ki a biofilm képzo,
P. aeruginosa torzsekkel szemben. A clarithromycin jol kombinalhatdo mas
antbiotikumokkal, tobbségiikkel szintén sznergista hatast hoz létre. Protézisek
feliletén megtelepedé biofilm képzd korokozok miatt biofilm képzést gatlo
antbiotikum kombindciok alkalmazasa valhat szikségess¢ szabalyozott

antibiotikum felszabaditasu rendszerekben.
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10. Osszefoglalas

Az emberi test normalflérajanak tagjaként ismert S. epidermidis az elsészamu
patogének egyike a protézis asszocialt fertézésekben ¢és fontos koroki tényezdje a testbe
iitetett eszkozok feliletén Iétrejové biofilmnek.

A szeptikus csontfolyamatok sokszor csontfolytonossag megszakadasaval jarnak
és parenteralis antibiotkkumok adasaval is nehézkes ¢és elhiizoddo az osteomyelitis
kezelése. Szikségessé valt olyan rendszerek kifejlesztése, amelyek segitségével sikeresen
kezelhetjik az infekcids folyamatot, alkalmazasukkal megelézhetd legyen a protézis
szeptikus kilazulasa és megfeleld antbiotkum kombinaciot felhasznalva a biofilm
képzést is gatoljuk. Az ismertetett szabalyozott antibiotikum felszabaditast rendszeriink
(DDS) elonyei a kovetkezok: biodegradabilis, csontpétlasra is hasznalhato, illetve MRSA
¢s MRSE torzsek ellen is hatatsos antibiotikumot (vancomycint) tartalmaz.

A DDS egyszerre szolgilja az ortopédsebész, az infektologus ¢€s a beteg érdekét.
Az ortopédsebésznek nem kell Gjabb, az infekcidos ratat noveld operaciot végeznie. A
konziliumba hivott infektologus ¢€s aklinikus orvos leroviditheti a koltséges, hosszantartod
parenterdlis antibiotikkum terapidt. Alkalmazidsa a betegnek szamara a legeldnyosebb,
mivel a posztoperativ fertdz€s eshetdsége és ebbdl kifolydlag a korhazi tartdzkodas ideje

csOkken.
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11. Summary

S. epidermidis is the part of the normal skin flora, however it can cause also
infections; it is the most important pathogen in infections related to implanted foreign
material, especially prosthetic joint infections (PJI). Biofilm-producing S. epidermidis
strains play important role in infection on artificial devices.

However, even these studies confirm, that S. epidermidis isolated from prosthetic
joints infections are often multiresistant. There is a high resistance rate against the
aminoglycosides among S. epidermidis strain and aminoglycosides were widely used in
implant, however the resistance could restrict their use. Developing a new type of drug
delivery system (DDS), it was necessary to use new antibiotic and new carrier material
to avoid chronic osteomyelitis around the prosthetic joint and bone non-union.
Vancomycin has a bactericide effect against S. epidermidis in aerob and anaerob
conditions as well. Because the clinical isolates from orthopedic device infection are
susceptible to vancomycin, so we decided to add vancomycin as an antibiotic to our DDS.
Wax is a new, biodegradable material to use as an antibiotic carrier in orthopedic. It is
easy to develop and can be phagocyted by macrophages after releasing antibiotic.

Theese facts can make us not to reoperate patients because there is no foreign body

and the possibility of new infection can be avoided.
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