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Bevezetés

Az orvosi gyakorlatban a testidegen anyagok beiiltetése specialis problémakat vet fel.
Az ortopédidban hasznalt protézis, miibillentyi, centralis vénas katéter, periférias vénas kaniil
beiiltetésével vagy hugyuti katéter illetve nephrostoma bevezetésével idealis felszint hozunk
létre a mikrobak szaporodasara. Kaniilok esetén folyamatos behatoldsi kaput nyitunk a
korokozok szamara, hiszen az érbe bevezetett miianyag csé kozlekedik a kiilvilaggal. Mély
szovetek kozé torténd, testidegen feliilet beiiltetésekor (pl. ortopédiai protézisek) infekcids
szovodményként letokolt folyamat johet 1étre, majd a kdrnyezd szovetekben szeptikus folyamat
alakulhat ki. A baktériumok ezt kovetéen az idegen feliiletrél a vér-és nyirokkeringés
segitségével tavoli szervekbe juthatnak, igynevezett szeptikus metasztazisokat hozhatnak létre,
illetve szovédményeként véraram fertézés (bloodstream infection, BSI) alakulhat Ki.

Az ortopédiai protézis fertézésének (prosthetic joint infection, PJI) leggyakoribb oka a
szervezetben szunnyadd infekcids folyamatok reaktivalodasa. A véraram segitségével a
lappang6 gocbol érkezé korokozok megtapadhatnak a beiiltetett protézis felszinén és kornyezd
csontszovetben osteomyelitis hozhatnak 1étre. A PJI-k masik oka a protézis beiiltetés soran
bevitt nozokomidlis flora kolonizacidja, amikor a beteg borérdl fakultativ patogén korokozok
keriilnek a mutéti teriiletre. A széles korben protézis rogzitésére alkalmazott, hdétermeld
szintetikus cement (akrilatok) lokalis nekrozist okoz, majd a protézist hematoma veszi koriil,
ennek kovetkeztében a miitét sordn bekeriilt baktériumok hetek multdval gennyesedést
okozhatnak. A fellépd infekcio soran letokolt folyamat veszi kezdetét. A fert6zott protézis
allando lehetOséget teremt a visszatérd BSI kialakuldsara. Ezen feliil a protézis szeptikus
kilazulasa is bekdvetkezhet, ami tovabbi reoperaciokat tesz sziikségessé.

A protézis fert6zéseket okoz6 torzsek képesek adhézios faktorokat termelni, amelyekkel
kitapadnak az idegen feliiletre. A baktérium altal termelt glycocalyx ligandként kotédik a
megszilardult polimetil-metakrilat (PMMA) felilletére A protézis felszinén elsGsorban
Staphylococcus epidermidis alakit ki biofilmet. A Gram-negativ baktériumok koziil a biofilm
képzd Pseudomonas aeruginosa torzsek okozta szeptikus folyamatokkal kell szamolnunk.

Az 1950-es évektdl egyre tobb helyrdl jelentettek koagulaz-negativ Staphylococcus spp.
(CNS) fertdzéseket. A CNS fertézések ardnya 2000 utdn az USA ¢és Europa korhazaiban
ugrasszerli novekedést mutatott. A folyamat eredményeként a Gram-pozitiv baktériumok —

ezen belill a S. epidermidis - dominanssa valtak az idegen testekhez, igy pl. az ortopédiai



protézisekhez kothetd korhazi fertézésekben. Napjainkban a Gram-negativ baktériumok okozta
PJI-k szamanak eldretorése észleleheto.

A kiterjedt béta-laktdm antibiotikum hasznalat hozzajarult a meticillin rezisztens
Staphylococcus epidermidis (MRSE) torzsek elterjedéséhez. A meticillin rezisztens torzsek
invazivitasa a meticillin érzékeny (meticillin susceptible Staphylococcus epidermidis, MSSE)
torzsekét meghaladja, ezért sok esetben az ortopédiai protézisek kdrnyékén, a mélyebb szovetek
felé terjedd infekciok (deep-prosthetic joint infections, DPJI) els6szamu koroki tényezdjeként
szerepel. Az MRSE torzsek emellett csokkent érzékenységet mutatnak a glikopepdidekkel
szemben. Tobb tanulmény igazolta, hogy az MRSE torzsekkel szembeni aminoglikozid
rezisztencia Nyugat-Europaban jelenleg atlagosan 60 % felett van.

A protézisek felszinén megtapadd baktériumok patogén folyamatait szisztémas
terapiaval a gyenge szoveti penetracid miatt nehéz befolyasolni. Az ortopédidban mar évek 6ta
hasznalnak szabalyozott gyogyszer felszabaditasu rendszereket (DDS, Drug Delivery System),
melyekhez hatoanyagként antibiotikumot kotnek. A szabalyozott antibiotikum felszabaditast
rendszerek (ADS, Antibiotic Delivery System) jol hasznalhatoak lokalis infekcidok
megeldzésére, illetve terapidsan is bevethetdek egy-egy goc szanalasara. Az ADS-ek két
csoportra oszthatéak: nem biodegradabilis és biodegradabilis rendszerekre. A nem
biodegradabilis rendszerre jo példa a gentamicint tartalmaz6 PMMA golyocskakbol allo
Septopal-lanc. A biodegradabilis rendszerek k6zos jellemzdje, hogy a beiiltetést kovetden nincs
sziikség az eltavolitasukra, jelentésen csokkentve ezzel ujabb infekcid kialakuldsanak
kockazatat. Az antibiotikum leadast kdvetden a hordozdanyagot a szervezet elbontja és/vagy
az inaktiv DDS beépiil a csontszovetbe. Az utdbbi esetben az infekcios gocbol adodo
szovethiany helyén 0j csontszovet épiil, igy ezek a rendszerek csontpdtlasra is hasznalhatoak.
Evtizedek ota a klinikai gyakorlatba sikerrel bevezetett gentamicin és tobramycin tartalmu
DDS-ek alkalmazhatosaganak az eléretord antibiotikum rezisztencia szab gatat. Ujabb
fejlesztési antibiotikum felszabaditasi rendszerekhez vancomycint, teicoplanint, illetve
amikacint kotnek, mert ezek az antibiotikumok napjainkban nagyobb sikerrel alkalmazhatdak

S. epidermidis okozta protézis fertdzések esetén.



Kutatasi munkank célkitizései

e (élunk volt a Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikajan 2001 és 2011 kozott
regisztralt, protézisekhez kapcsolddd, posztoperativ fertézések korokozo spektrumanak
retrospektiv epidemiologiai vizsgalata.

e Tovabbi célunk volt a Staphylococcus epidermidis novekedési kinetikajanak
Osszehasonlitasa kiilonb6z6 tapoldatokban.

o (Célkitlizésinkben szerepelt két eltérd Osszetétell, kiilonbdzé vancomycin tartalmu,
szabalyozott antibiotikum felszabaditasu rendszer Staphylococcus epidermidis torzsre
kifejtett antibakterialis hatasanak, az id6 fliggvényében torténd vizsgalata.

e Tovabbi célkitlizésiink volt két eltérd Gsszetételii, kiillonb6zd vancomycin tartalmu,
szabalyozott antibiotikum felszabaditasti rendszer antibiotikum leadéasi dinamikajanak
meghatarozasa.

e (C¢lunk volt tovabba a Pseudomonas aeruginosa torzsek biofilm képzd képességének a
vizsgalata.

e Végiil célul tiiztiik ki a Pseudomonas aeruginosa torzsekkel szemben hatékony, biofilm

képzést gatld antibiotikum kombinaciok meghatdrozasat.



Anyag és modszer

Adatok osszesitése
A Semmelweis Egyetem Ortopédiai Klinikajan 2001 és 2010 kozott végzett szeptikus miitétek
¢s az észlelt posztoperativ sebfert6zések tenyésztési eredményeinek regisztralasa a

Semmelweis Egyetem Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Laboratoriuméban tortént.

Mikrobiologiai mintak feldolgozasa

Az epidemiologiai vizsgalathoz 2001 és 2011 kozott 6sszegyiijtott klinikai mintak szallitasa
transzport médiumban (Amies Agar Gel, 108C, Copan Diagnostics Inc, USA) tortént. A
kisérletekhez hasznalt baktérium torzsek tarolasa 20 % glicerint tartalmazo tripszines szoja

tapoldatban (TSB) tortént -80 °C-on. A kisérletek el6tt a baktériumokat felélesztettiik.

Baktérium torzsek

A hatdanyag leadas vizsgalatokhoz és a novekedési kinetika meghatarozasahoz a S. epidermidis
ATCC 35984 torzsét hasznaltuk fel (LGC Standards GmbH, Germany). Kontroll térzsként a
Bacillus subtilis ATCC 6633 torzsét alkalmaztuk (Becton-Dickinson, USA). A biofilm
képzéses vizsgalatokhoz klinikai mintakbol izolalt, 60 P. aeruginosa torzset hasznaltunk fel,
melyek a Magyar Honvédség Egészségligyi Kozpont Mikrobiologiai Laboratoriumabol
szarmaztak. Pozitiv kontroll torzsként a S. aureus ATCC 12600 torzsét, negativ kontrollként a
S. epidermidis ATCC 12228 torzsét hasznaltuk (LGC Standards GmbH, Germany).

Kiilonb6zo6 antibiotikumok minimalis gatlo koncentraciéjanak meghatarozasa

A Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) és a National Committee Of Clinical
Laboratory Standard (NCCLS) ajanlasainak megfeleléen a minimalis gatldé koncentraciot
(MIC) a kovetkezd antibiotikumoknal mikrodiliciés mddszerrel hataroztuk meg:
piperacillin/tazobaktam, ceftazidim, cefepim, imipenem, meropenem, gentamicin, amikacin,

netilmicin, tobramycin, ciprofloxacin, levofloxacin, chlarithromycin.

Baktérium csiraszam meghatarozasa
A tapoldatok adott idéponthoz kothetd csiraszamat higitdsos modszerrel hatdroztuk meg. A
tapoldatok kiindulasi csiraszamanak beallitasa a McFarland-méré (BD PhoenixSpec, Becton-

Dickinson, USA) késziilék denzitometrias elvei alapjan tortént.


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

Tapoldatok vancomycin koncentraciojanak meghatarozasa

A BHI (brain-heart infusion), a TG (tioglikolat), az MH (Miiller-Hinton) leves II tapoldatokban
¢és a fizioldgias sooldatban, eltéré idopontokban, észlelheté vancomycin koncentraciokat
papirkorong modszerrel hataroztuk meg. Ezt kovetden a vancomycin csokkend higitasi sorahoz

hozzérendeltiik az adott koncentracion 1étre jovo gatlasi zondk atmérdjét (kalibracids gorbe).

Staphylococcus epidermidis novekedési kinetikajanak vizsgalata
A baktérium novekedési kinetikajanak vizsgalatat higitasos modszer segitségével végeztiik. A
maximélisan (10°) higitott szuszpenziokbol MH szilard taptalajokon baktérium pazsitot

készitettiink, majd inkubalast kovetden telepszamlalast végeztiink.

Viaszkorongok antibakterialis hatasanak vizsgalata

Moadszeriinkh6z hasznalt Wax1 (Cera alba : Precirol® : Vaselinum album 45 : 45 : 10 aranyu
elegye) és Wax2 (Cera alba : Precirol® 50 : 50 aranyu elegye) viaszkorongok rendre 0,5, 1, 2
¢s 4 mg vancomycint tartalmaztak, igy Osszesen 2x4 féle korong allt rendelkezésiinkre. A
viaszkorongok S. epidermidisre kifejtett baktériumolé képességét (time-kill curve) BHI

tapoldatban, higitdsos mddszerrel vizsgaltuk.

Viaszkorongok antibiotikum leadasanak vizsgalata szilard taptalajon
A DDS baktériumold képességét a Wax1 és Wax2 viaszkorongok 0,5, 1, 2 és 4 mg vancomycint
tartalmaz6 valtozatai koriil a S. epidermidis tenyészetén kialakuld gatlasi zonak atmérdjének

mértékével demonstraltuk (Bauer-Kirby modszer).

Viaszkorongok antibiotikum leadasanak vizsgalata folyékony kézegben
A Wax1 ¢és Wax2 viaszkorongok 0,5, 1, 2 és 4 mg vancomycint tartalmazo valtozataibol a BHI
tapoldatba kioldodo antibiotikum mennyiségét a B. subtilis ATCC 6633 torzsébdl készitett

pazsiton papirkorong médszer segitségével hatdroztuk meg.

Biofilmképzés fenotipusos vizsgalata
A vizsgalat soran a P. aeruginosa klinikai izolatum t6rzseib6l 96 lyuka mikrotiter lemez
mélyedéseibe szuszpenziokat mértiink. Foszfat-pufferrel tortént 6blités utan a Kitapadt sejteket

etanollal fixaltuk, majd safraninnal festést végeztiink.



A minimalis biofilmgatlo koncentracié meghatarozasa
A minimalis biofilmgatld koncentracid6 (MBIC) meghatarozasdhoz mikrodiluciés modszert
hasznaltuk. Ezt kovetden a fenotipusos vizsgalatnal ismertetett modon vizsgaltuk a biofilm

képzést.

Frakcionalt biofilmgatldé koncentracio és a frakcionalt gatlo koncentracio index
meghatarozasa

A frakciondlt biofilmgatld koncentracid (FBIC) meghatarozdsdhoz a MIC meghatarozéasanal
ismertetett 12 féle antibiotikumbol kivalasztottunk kettot (A és B), melyekbdl higitasi sorozatot
készitettiink 96 lyuka mikrotiter lemez mélyedéseibe, a lemez hosszabb és rovidebb oldalanak
megfelelden. Ezt kovetden a lemez koztes mélyedéseibe dsszeallitottuk az A és B antibiotikum
kombinaciojat, majd hozzaadtuk a P. aeruginosa torzsekbdl késziilt szuszpenziot. A
biofilmképzés kvalitativ vizsgalata safraninos festéssel tortént. A XFBIC (FIC-index)

kiszamitasa a kovetkezéképpen tortént:

FBICA = MBICA(c) / MBICA(a) ¢és FBICB = MBICB(c) / MBICB(a), majd
>FBIC = FBICA + FBICB
Magyarazat: A, B: a kétféle antibiotikum; (c), (a): a megfeleld antibiotikum kombinaciéban

(combination), illetve 6nmagéban (alone).

A XFBIC (FIC-index) lehetséges értéke alapjan az antibiotikum kombinacié a kovetkez6 hatést
fejtheti ki: szinergista (XFBIC < 0,5); részlegesen szinergista (0,5 < £FBIC < 1); indifferens (1
< XFBIC < 4); antagonista (4 < XFBIC)

Statisztikai szamitasok

Kiilonb6zd tapoldatokban a ndvekedési kinetikdkat korrelacids egyiitthatd kiszamitasaval
hasonlitottuk 6ssze. A viaszkorongok altal kifejtett baktérium 6lési kinetika vizsgalatokhoz és
a vancomycin leadas mérésé¢hez tobbszords linearis regresszios modellt (General Linear Model,
GLM) hasznaltuk. A csoportok 0Osszehasonlitasahoz Fischer-féle tesztet (least siginifcant
difference, LSD) alkalmaztunk. A viaszkorongok altal Kkifejtett csiraszam csokkenés
Osszehasonlitasat kétmintds t-probaval végeztik. A vancomycin csucskoncentraciok
Osszehasonlitasa kétszempontos varianciaanalizissel (ANOV A-teszt) tortént. Minden esetben p

< 0,05 esetén az eltérést szignifikdnsnak tekintettiik.
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Eredmények

A posztoperativ protézis fertozések retrospektiv epidemioldgiai vizsgalata

Az epidemioldgiai vizsgalat soran 2001 és 2011 kozott Osszesen 221 tenyésztési eredményt
vizsgaltunk meg. A protézis gennyesedések 64 %-aért Gram-pozitiv torzsek voltak feleldsek,
ezen beliil az infekciok 53 %-at Staphylococcus torzsek okoztak. A legtobb esetben S.
epidermidis tenyészett ki a miitéti teriiletbdl és a sebvaladékbol (28 %). S. aureus 25 %-ban

okozott infekciot. A P. aeruginosa 8 %-ban volt felelds az ortopédiai fertézésekért.
Minimalis gatlé koncentracié meghatarozasa
A 14 biofilm képz6 P. aeruginosa klinikai izolatummal szemben vizsgalt antibiotikumok MIC

értekeit az 1. tablazat foglalja Ossze.

1. tablazat: MIC értékek 14 biofilm képzo P. aeruginosa torzs esetében.

Antibiotikumok

Atlag MIC (pg/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
Netilmici 4 >256 1->256
Clarithromycin 256 >1024 32—>1024

Kiilonb6zo6 tapoldatok vancomycin koncentraciéjanak meghatarozasa

BHI és MH leves II kozegben 2 pg/ml vancomycin koncentracidhoz tartoz6 gatlasi zona
atmérdje 18 mm volt. Fiziologias sooldat esetében 2 pg/ml vancomycin koncentraciéo mellett
19 mm atmérdju gatlasi zonat mértiink. TG tapoldat és fiziologias sdoldat esetén 0,125 pg/ml

vancomycin koncentracioé mellett a sziirépapirkorong koriil nem alakult ki gatlasi zona. BHI és



MH tapoldatok esetén 0,125 pug/ml koncentracié mellett a sziirGpapirkorong koriil 10 mm feletti
gatlasi zona alakult ki. 0,25, 0,5 és 1 pg/ml vancomycin higitds mellett mind a négy tapoldat

esetén a sziirépapirkorong koriil 10 és 18 mm kozotti atmérdjii gatlasi zona képzodott.

Staphylococcus epidermidis novekedési Kinetikajanak vizsgalata

Az MH leves és TG tapoldatok csiraszam csokkentd kinetikdja és a fiziologids so6oldatban
észlelet csiraszam csokkenés mértéke kozott pozitiv, rendkiviil szoros korrelaciot tapasztaltunk.
BHI és fiziologias sdoldat kozott pozitiv, szoros korrelaciot figyeltiink meg. MH tapoldatban
2, 4 és 8 pg/ml vancomycin koncentracié mellett a baktériumok kezdeti novekedési fazisa
elmaradt, platd fazist kovetéen 4 ora elteltével drasztikus csiraszam csokkenést észleltiink.
Fiziologids sooldatban a baktériumok az els6 2 Oraban nagyobb mértékben indultak
novekedésnek, mint a tdpoldatok esetében, azonban a 2. és 4. ora kozott mar észleltiik a
deklinacids fazist. A csiraszdm csokkenés a fizioldgids sooldatban a tapoldatokhoz képest
egyenletesebbnek bizonyult. Hatéanyagmentes, kontroll BHI tapoldatban észleltiik a S.
epidermidis legintenzivebb szaporodasat. A vancomycint nem tartalmazé fiziologias

sooldatban a baktériumok szama 24 ora elteltével a kiindulasi csiraszam ala csokkent.

Viaszkorongok antibakterialis hatasanak vizsgalata

A novekedési kinetika vizsgélata alapjan a viaszkorongot nem tartalmazé kozegben a csiraszam
folyamatosan emelkedett. Wax1 és Wax2 viaszkorongok esetében a baktérium csiraszam
folyamatos csokkensését észleltiik BHI-ben (1. abra). A legerésebb antibakterialis hatast a
Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint tartalmazé valtozata fejtette ki: 2 ora elteltével a
csiraszam t6bb, mint két nagysagrenddel csokkent, ilyen mértékii csokkenést a tobbi esetben
nem tapasztaltunk. Wax1 viaszkorong 0,5 mg vancomycint tartalmaz6 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.

A Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint tartalmazd véltozatdnak BHI-s oldatiban 4 ora
elteltével a szabad vancomycint tartalmazo oldathoz képest jelentésen - majdnem egy
nagysagrenddel - nagyobb csiraszam csokkenést detektaltunk. Az 1 és 2 mg vancomycint
tartalmazd viaszkorongok oldata esetében 6 ora elteltével 0,5 mg vancomycint tartalmazo

valtozatok esetében a 24. ora elteltével kovetkezett be jelentdsebb csiraszam csokkenés.
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1. dbra: Csiraszam csokkenése eltérd vancomycin tartalmu Waxl és Wax2 viaszkorongok

esetében az ido fiiggvényében.

Viaszkorongok vancomycin leadasanak vizsgalata szilard taptalajon

A Wax1 és Wax2 tipusu viaszkorongok 0,5 mg vancomycin tartalom mellett nem hoztak 1étre
gatlasi zonat. 1 mg, vagy annal nagyobb antibiotikum tartalom esetén mind két korong tipus 18
mm-nél nagyobb gatlasi zonat hozott 1étre egy éjszakan at tortént inkubalast kdvetden (2. és 3.

abra).

.\
S
%

A oo
4 Wax10,5mg

®

2. dabra: Gatlasi zonak mérete 0,5, 1, 2 és 4mg vancomycint tartalmazo Waxl viaszkorong

esetében egy éjszakan tortént inkubaldst kévetden (sajat felvétel).
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Wax2 4 mg

3. dbra: Gatlasi zonak mérete 0,5, 1, 2, és 4 mg vancomycint tartalmazo Wax?2 viaszkorong

esetében egy éjszakan tortént inkubdlast kovetden (sajat felvétel).

Viaszkorongok vancomycin leadasanak vizsgalata folyékony kozegben

Altalanossagban elmondhat6, hogy a Wax2 viaszkorongbél a vancomycin kioldédas hamarabb
kovetkezett be (szignifikans kiilonbség, p = 0,0134). A vancomycin koncentracio és az
inkubacioés id6 kozott szignifikans Osszefliggést tapasztaltunk (p = 0,000001). A
csticskoncentracio Wax1 viaszkorong 0,5 mg vancomycint tartalmzo valtozata esetében 0,25
ug/ml, mig Wax2 viaszkorong 4 mg vancomyecint tartalmazé valtozatanal 1 pg/ml volt. Wax2
viaszkorong 4 mg vancomycint tartalmazé valtozata esetében mért antibiotikum
csucskoncentracid szignifikans kiilonbséget mutatott a 0,5, az 1 és a 2 mg vancomycint
tartalmazé korongoknal mért antibiotikum koncentraciohoz képest (p = 0,0184). A 4 mg
vancomycin tartalom a folyékony kézegben a megfigyelés iddintervalluma alatt egyenletesen
I pg/ml vancomycin koncentracidt biztositott. A 4 mg vancomycint tartalmazd6 Wax2
viaszkorong tipus BHI-s oldatdnak csiraszam csokkentd hatdsa és a kiilonbozd tapoldatok
csiraszam csokkentds hatasa kozott pozitiv, szoros korrelacio igazolodott, fizologias sdoldattal

Osszehasonlitva pedig rendkiviil szoros, pozitiv korrelaciot figyeltiink meg (4. 4bra).

10



CFU log (10)

[y
o

O P N W H U1 O N 0 ©

id6 (6ra)

—O—wax24mgBHI —®—-TG —e—BHI MH leves Il —@— Fizsé

4.dabra: 4 mg vancomycint tartalmazo Wax2 viaszkorong és az 1 ug/ml vancomycin
koncentrdciot tartalmazo kiilonbozo tapoldatok S. epidermidis novekedési kinetikajara kifejtett

hatasanak osszehasonlitasa.

Biofilm képzés fenotipusos vizsgalata
A 60 klinikai P. aeruginosa izolatumbol 14 (23.3 %) bizonyult biofilm képzének. A bakterialis

biofilm safraninnal tortént festése az 5. 4bran lathato.
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5. dbra: P. aeruginosa biofilm képzésének igazolasa safraninos festési eljardssal. A

meélyedésekben lila elszinezodés jelzi a biofilm létrejottet.
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Minimalis biofilm képzést gatlo koncentracié meghatarozasa

Harom antibiotikum bizonyult effektiv biofilm képzést gatlé vegyiiletnek: a meropenem, a
piperacillin/tazobaktam és a clarithromycin. A harom emlitett antibiotikum esetében mértiik a
legalacsonyabb MBICso értékeket. Az MBIC piperacillin/tazobaktam, ciprofloxacin ¢és
clarithromycin esetében legalabb kétszer kisebb volt a MIC értéknél. Piperacillin/tazobaktadm
esetében MBICsq 512-szer alacsonyabb volt, mint a MICso. A MIC és MBIC értékek

Odsszehasonlitasa a 6. abran lathato.

pg/ml = MIC90 m MBIC90
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6. dbra: Antibiotikumok dtlag MIC és MBIC értékeinek dsszehasonlitisa 14 biofilm képzd P.

aeruginosa torzs esetében.
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A frakcionalt biofilmgatlé koncentracio és frakcionalt gatlé koncentracio index
meghatarozasa

P. aeruginosa izolatumok koziil nyolc térzs esetében tapasztaltuk a vizsgalt antibiotikumok
szinergizmusat (13,3 %). Néhany kivételtdl eltekintve, fluorokinolonok clarithromycinnel
tortént kombinalasa esetén a fluorokinolonok FIC index értékekei alacsonyak voltak.
Clarithromycin-levofloxacin kombinacio6 szinergistanak bizonyult a nyolc térzsbdl hat esetben
(75 %). Ciprofloxacin és makrolid kombinacioja szinergizmust mutatott a torzsek felével
szemben. Szinergizmust tapasztaltunk clarithromycin-aminoglikozid és fluorokinolon-
ceftazidim esetében. Antagonista hatds érvényesiilt clarithromycin-meropenem ¢€s
clarithromycin-cefepim esetében a biofilm képzd torzsek 62.5 illetve 75 %-aban. Az

aminoglikozid antibiotikumokat nagyon alacsony FIC-index értékek jellemezték.
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Megbeszéles

Az epidemiologiai Osszehasonlitas korlatjat az adja, hogy a 2001 és 2010 kozotti
intervallumban kevés eurdpai orszagban folytattak hasonlod vizsgalatokat. Néhany orszag
évente végez surveillance felmérést orszagos szinten, igy feltérképezhetd az adott orszag
korhazaiban észlelt fertézéses korképek gyakorisaga. A hazai viszonyokat jol tiikrozi, hogy
szamos intézmény egyaltalan nem szolgaltat adatokat az Orszagos Epidemioldgiai Kozpont
(OEK) altal kezdeményezett éves, orszagos surveillance vizsgalatokhoz. A vizsgalatunk adatai
nagy altalanossagban korreldltak az eurdpai centrumokban folytatott vizsgalatok
eredményeivel. S. epidermidis okozta fertézések aranya megfelel az eurdpai centrumokban
tapasztaltaknak, de a kiilfoldi adatok tekintetében nagy szorassal kell szamolnunk. S. aureust
kevesebb esetben izolaltunk, azonban Gram-negativ baktériumok okozta infekciok gyakrabban
fordultak eld.

A DDS hatbéanyag leadas vizsgalataihoz sziikség volt egy olyan folyékony kdzegre, ami
jol modellezi a szervezetben a fiziologids viszonyokat €s tapanyagot biztosit a baktériumok
szdmara. A hatdanyag leadas vizsgélat soran felmertiilt a kérdés, hogy az alkalmazott tapoldat
hordozérendszerbdl. Harom dusitéd taptalaj esetében a kdzeg nem befolyasolta a vancomycin
baktériumokra gyakorolt hatasat, igy mind harom tapoldat alkalmasnak bizonyult a szovetek
kozti viszonyok modellezésére. Tapanyag ellatottsdg szempontjabol a BHI 4ll a legkozelebb az
€16 szovetekhez, ezért az irodalmi adatok alapjan ez a legelterjedtebben hasznalt dusito tapoldat
a kioldodasi vizsgalatokhoz. Fiziologias so6 oldat sokdig képes stacioner fazisban tartani a
baktériumokat, de tdpanyagok hidnyaban vancomycin nélkiil is meredek csiraszdm csokkenést
észleletiink.

A vizsgalt szabalyozott antibiotikum felszabaditasu rendszeriink harom 6sszetevébdl allt:

e Antibiotikum: vancomycin

e Hordozo: viasz

e Cella (matrix): liofilizalt csont
A viasz biodegradabilis hordozoanyagként torténd alkalmazasa uj modszernek szamit. A viaszt
az antibiotikum leadasat kovetden a szervezet makrofagjai eltavolitjdk a szanalddott infekcios
gocbol. Az antibiotikum - hordozdanyag komplexumot szilard, szerkezettel rendelkezé
cellaban kell a fert6zés helyére beiiltetni, mivel csak igy tudja biztositani a lokalis, hosszabb

ideig fenntarthatd MIC koncentraciot Ennek az elvarasnak eleget téve, matrix szerkezeti,
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liofilizalt csont hasznalhaté fel. A szivacsos csontallomany esetében a viasz molekulak
bediffundalnak a belsejébe, igy a hordozéanyag homogén eloszlast mutat. A liofilizalt csont
elénye, hogy a szervezet szamara vitalizdlhaté szovetként beépiill a csontszovetbe. A
vancomycin alkalmazasanak legfébb elénye, hogy a baktérium szaporodasa koézben a
sejtfalszintézist két 1épésben gatolja.

Korabbi tanulmanyok in vitro vizsgalatokban a vancomycin MIC értéket 2 pg/ml-ben
hataroztak meg S. epidermidis ATCC 35984 szamu torzsével szemben. Kisérleteinkben 1 pg/ml
vancomycin koncentracié jelent6s csiraszam csokkentd hatassal birt mind a harom tapoldatban.
A folyékony kozegben végzett kioldodasi vizsgalat soran 4 mg vancomycint tartalmazo Wax2
viaszkorong esetében a tobbi rendszerhez képest szignifikdnsabb csiraszam csokkenést
csokkent6 hatast daptomycin és rifampicin alkalmazasa esetében igazoltak.

A Wax1 és Wax?2 viaszkorongok 1, 2 és 4 mg vancomycin tartalom mellett hat napig
gatoltak a S. epidermidis novekedését szilard taptalajon. A gatlasi zona koriil uj telepek sem
képzodtek, ami arra utalt, hogy elhuz6do, egyenletes hatdoanyag leadas mellett nem
szelektalddtak ki vancomycin rezisztens torzsek. Mind a nyolc ADS egyenletesen szabaditotta
fel a vancomycint, ezért minden esetben a S. epidermidis csiraszama fokozatosan csokkent.
Exponencialisan jellemezheté CFU csokkenést a Wax2 viaszkorong 4 mg vancomycint
tartalmazo tipusanal értiink el. Ez a viaszkorong tipus egyenletesen, 1 pg/ml vancomycin
koncentraciot biztositott a tapoldatban. Viaszkorongok esetében a kristalyos vancomycint
tartalmazé tapoldatokra jellemzd kezdeti baktérium novekedési fazis elmaradt, ami szintén
kiegyensulyozott hatéanyag leadasra utalt.

A biofilm réteg safraninnal torténd megfestése egyszerii ¢s koltséghatékony kvalitativ
modszer, és jol hasznalhatd olyan esetekben, amikor el kell donteniink, vajon a vizsgalt térzs
képes-e biofilmet létrehozni. A vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a ceftazidim
fluorokinolonokkal és az aminoglikozidok clarithromycinnel tértént kombindlasa kimagasloan
szinergista modon gatolta a P. aeruginosa biofilm képzését. A clarithromycin Iényegében
hatéastalan a P. aeruginosdval szemben (a baktérium planktonikus fazisban is rezisztens), ugyan
akkor képes gatolni a baktérium N-acil L-homoszerin lakton medidlt quorum sensing
mechanizmusat, amely P. aeruginosa esetében biofilm termelésért felelds gének expresszidjat
inditja be. A clarithromycin jol kombinalhat6 mas antibiotikumokkal, tobbségiikkel szinergista
hatast fejt ki. Cefepimmel tortént kombinacidja azonban antagonista hatést fejt ki, ami azért

lényeges, mert a cefepim az egyik, széles korben hasznalt, P. aeruginosa ellenes antibiotikum.
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Kovetkeztetések

1. Vizsgalatunkban a S. epidermidis okozta fertézések aranya megfelel az curdpai
centrumokban tapasztaltaknak, de a kiilfoldi adatok tekintetében nagy szorassal kell
szamolnunk. Gram-negativ baktériumok okozta infekcidok szamaban mas korhazakhoz
képest novekedés észlelhetd.

2. A vancomycin statisztikailag alatamaszthatd, csiraszam csokkentd hatasa a kioldodasi
vizsgalatokhoz széleskorben hasznalt tapoldatok mindegyikében megfigyelheto.
Tapanyag-ellatottsag szempontjabol a BHI all a legkdzelebb az €16 szovetekhez.
Fiziologias s oldat csak korlatozottan alkalmas in vitro kisérletekhez, mivel 6-8 ora
elteltével a baktériumok szama, tdpanyagok hidnydban, antibiotikus hatds nélkiil is
csokkenni kezd.

3. 4 mg vancomycint tartalmazé Wax2 viaszkorong esetében, a tobbi rendszerhez képest,
szignifikansabb csiraszam csokkenést tudunk elérni, és 4 mg vancomycin tartalom
esetén 1 pg/ml koncentraci6é is elegendd a baktériumszaporodas gatlasahoz és a
csiraszdm csokkentéséhez.

4. Szilard taptalajon végzett hatdanyag leadds vizsgalat alapjan a Wax1l és Wax2
viaszkorongok 1 mg és annal nagyobb vancomycin tartalom mellett majdnem 1 hétig
képesek gatlasi zonat fenntartani. Fiziologias viszonyok kozott, egyenletes vancomycin
leadds mellett a DDS 1 hétig képes biztositani az 1 pg/ml koriili antibiotikum
koncentraciot. Az altalunk vizsgalt DDS igy képes megeldzni a protézisek szeptikus
folyamatait és parenteralis antibiotikum terapiaval kiegészitve sikeresen alkalmazhato
osteomyelitis kezelésére is.

5. A safraninos festés egyszerii és koltséghatékony kvalitativ mddszer a biofilm képzés
igazolasara. A biofilm festés minden, olyan esetben jol hasznalhatd eljards, amikor
nincs sziikséglink a biofilm képzd baktérium molekularis bioldgiai moddszerekkel
torténd analizalasara, de el kell donteniink, vajon a vizsgalt torzs képes-e biofilmet

létrehozni.
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6. A frakcionalt gatld koncentracié index értékek alapjan a ceftazidim-fluorokinolon
kombinacié kimagasloan szinergista hatast fejt ki a biofilm képz6, P. aeruginosa
torzsekkel szemben. A clarithromycin jol kombinalhatdé mas antibiotikumokkal,
tobbségiikkel szintén szinergista hatast hoz 1étre. A biofilm képzd korokozok elterjedése
miatt biofilm képzést gatld antibiotikum kombinéciok alkalmazasa valhat sziikségessé

szabalyozott antibiotikum felszabaditast rendszerekben.
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