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1. Bevezetés

A Stenotrophomonas maltophilia az elmult két évtizedben jelentds
opportunista, nozokomialis korokozova valt vilagszerte. A Pseudomonas aeruginosat
és az Acinetobacter baumanniit kovetden a harmadik leggyakoribb nozokomialis
fertézést okoz6 baktérium a Gram-negativ, gliikozt nem fermentaldo palcak
csoportjabdl. A World Health Organisation a legjelentésebb antibiotikum rezisztens
korhazi korokozok listajara helyezte. Napjainkra a kozosségben szerzett S. maltophilia
fertézések is ismertté valtak. A fert6zés altalaban pneumoniaként vagy véraram
fertdzésként jelenik meg. Természetes antibiotikum rezisztencidja enzimtermelése
(példaul L1- és L2-B-laktamaz, kiilonbozd aminoglikozid transzferazok), efflux
rendszerei (példaul SmeABC — SmeYZ, MacABC) és alacsony kiils6 membran
permeabilitasa miatt igen kiterjedt, ezért a terapias lehetéségek sziiksek, néhany
antibiotikumra korlatozédnak. Az ajanlott, els6ként valasztand6 antibiotikum S.
maltophilia fertézésben a sulfamethoxazol-trimethoprim (SXT), de szamos tényez6 (a
beteg tulérzékenysége az antibiotikumra, a baktérium rezisztencidja) kizarhatja
alkalmazasat.  Ilyenkor a  baktérium egyéb  antibiotikumokra, példaul
fluorokinolonokra  vagy tetracyclin = szarmazékokra valdo  érzékenységének
meghatarozasa szilkséges, annak ellenére, hogy tobb gyogyszer esetében még nincs
klinikai bizonyiték azok hatékonysagarol S. maltophilia fertézésben. Tovabbi
problémét jelent, hogy az eurdpai ajanlas csak az SXT-re vonatkozéan ad meg
fajspecifikus klinikai érzékenységi hatarértéket. Kombinalt antibiotikum terapia valhat
sziikségessé stilyosan immunkompromittalt betegek és cisztas fibrozisban szenvedd
(CF) betegek esetében, a beteg SXT intolerancidja esetén, illetve SXT-re rezisztens,
vagyis definicié szerint multidrog rezisztens (MDR) S. maltophilia okozta
fertdzésekben. Az opportunista fertézésre fogékony betegek (immunkompromittaltak,
daganatos betegek, hosszas intenziv terapias kezelésre szorulok, stb.) szamanak
emelkedése és a széles spektrumu antibiotikumok, ezen beliil is a karbapenemek —
melyek ellen a S. maltophilia természetes rezisztenciaval bir — sziikségszerlien egyre
gyakoribb alkalmazasa egyarant a S. maltophilia infekciok szamanak novekedéséhez
vezetett. A baktérium jellemz6i, mint a biofilm képz6 képessége, ubiquiter természete,
természetes és szerzett rezisztenciaja egyarant hozzajarulnak ahhoz, hogy napjaink

egyik fenyegetd, alkalmasint komoly terapias kihivast jelentd korokozojat jelentse. A



fertézések magas letalitisa (14-69%) a S. maltophilia klinikai jelentségét kiemeli.
Dolgozatom célja, hogy bemutassa e régota ismert, de még mindig Gjdonsagokat rejtd

kiilonds tekintettel az antibiotikum kezelés lehetdségeire.

2. Célkitiizések

A Semmelweis Egyetem, Laboratoriumi Medicina Intézet Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Laboratoriumaban a rutin vizsgalatok soran izolalasra
kertilt S. maltophilia torzsek vizsgalataval a kovetkez6 kérdésekre kerestiink vélaszt.

1. Milyen a klinikai S. maltophilia izolatumok érzékenysége az elsdként

valasztand6é SXT-re és a masodvonalbeli antibiotikumokra?

2. Milyen a S. maltophilia torzsek klinikai hattere?

a.  Kolonizalé vagy korokozo volt a baktérium a betegekben?
b.  Milyen volt a fert6zés kimenetele?
c.  Milyen tényezok voltak befolyassal a fertézés kimenetelére?

3. Mekkora a S. maltophilia ko-kolonizaci6 vagy ko-infekcié gyakorisaga?

4. Milyen az SXT-rezisztens S. maltophilia torzsek antibiotikum

érzékenysége és mi all az SXT rezisztencia hatterében?

5. Van-e in vitro hatékony antibiotikum kombinacié extrém rezisztens S.

maltophilia izolatumok ellen?

6. Milyen a colistintSXT kombinacié in vitro hatékonysaga a ko-

infekcidkbol egyiittesen izolalt S. maltophilia, MDR P. aeruginosa és

MDR A baumannii térzsekre?

3. Médszerek

3.1. A baktérium torzsek identifikalasa és gytijtése

A vizsgalat els6 részét 160 S. maltophilia torzson végeztiik, melyek 2009-
2011 kozott kiilonbozo betegek mintaibol keriiltek izolalasra. Ha egy betegnek tobb
mintajabol is tenyészett S. maltophilia, akkor az els6 relevansnak (a minta tipusa
alapjan valds korokozonak) vélt izolatumot vontuk vizsgalatunk ala. Az SXT

rezisztens torzsek vizsgalatdhoz azon Osszesen 30, kiilonboz6 S. maltophilia



izolatumot hasznaltuk, melyek a 2010-2014 periddusban a Laboratoriumi Medicina
Intézet Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Laboratériumaban keriiltek izolalasra.
Az izolatumok identifikdlasa hagyomanyos identifikalasi modszerek (OF proba,
oxidaz proba, katalaz proba) mellett a VITEK 2 identifikalé automata (bioMérieux)
Gram-negativ baktériumokat identifikalo kartyajaval, majd matrix asszisztalt lézer
deszorpcids ionizacios, repiilési id6 (MALDI-TOF) témegspektrometriaval (Bruker
Daltonics) tortént. Minden izolatumot a vizsgalatok elvégzéséig 30% glicerin tartalmu
agy-sziv taplevesben, -20°C-on taroltunk. A kordbban biokémiai moddszerrel
identifikalt torzsek ujra vizsgalatra keriiltek MALDI-TOF MS technikaval. A
MALDI-TOF MS identifikalashoz a direkt modszert (a baktérium izolatum target
lemezre torténd felvitele, majd 1 pl matrix oldattal torténé fedése) és a Bruker
Biotyper 2.0 szoftvert hasznaltuk. A matrix oldat 5 mg a-cyano-4-OH-fahéjsavat
tartalmazott egy milliliter oldoszerben, melyet viz, acetonitril és trifluoroecetsav
4,75:5:0,25 aranyu elegye adott. A tomegspektrométer paramétereinek alapbeallitasain
(ion forrasl 20kV, ion forras2 18,5 kV, lencsék 8,5 kV, detektor 2,65 V, kapuzas
nincs, pozitiv linearis mod, spektrumok detektalasa 2000-20000 Da tartomanyban,
maximum lézer frekvencia) nem valtoztattunk. Az identifikalas eredménye >2.0 score
esetén kertilt validalasra. A szoftver altal megadott ,,Stenotrophomonas maltophilia”,
»Stenotrophomonas  maltophilia  (Pseudomonas beteli)”, ,,Stenotrophomonas
maltophilia  (Pseudomonas hibiscicola)” és ,,Stenotrophomonas maltophilia
(Pseudomonas geniculata)” eredményeket egyarant elfogadtuk.

A klinikai adatok retrospektiv modon, a zarodjelentések és laboratoriumi
leletek (a fehérvérsejt szam, C-reaktiv protein (CRP) és procalcitonin értékek)
attekintésével keriiltek osszegytijtésre. A zardjelentésben megadott klinikai diagnodzis
alapjan az izolatumokat két csoportra osztottuk: az infekcidt okozo korokozok és a
kolonizalok csoportjara. Az infekei6 klinikai diagnozis volt. Kolonizalonak tekintettiik
a S. maltophilia izolatumot, ha annak jelenléte a boron, a nyalkahartyan, a sebben
vagy valamilyen excretumban klinikai tiinetet nem okozott, arrdl a zardjelentésben
nem vagy kolonizacidként nyilatkoztak rola.

Az also léguti eredetti S. maltophilia izolatumok 58%-a ko-kolonizalo vagy
ko-patogén baktériumok mellett keriilt azonositasra az alsé 1égati mintakban a 2013-
2014 kozti periodusban. A P. aeruginosa volt a leggyakoribb ko-patogén. Azon

mintak keriiltek kivalasztasra vizsgalatainkhoz, melyekben MDR P. aeruginosa,



MDR A. baumannii és S. maltophilia egyidejiileg fordult el6. A fenti id6szakban
Osszesen 20 kiilonbozd beteg also 1éguiti mintajabol kitenyésztett 20 x 3 izolatum allt

rendelkezésiinkre.

3.2. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az antibiotikumok minimalis inhibitoros koncentracié (MIC) értékeit
mikrodilicios modszerrel hataroztuk meg, a CLSI metodikai ajanlasanak megfelelGen.
A vizsgalathoz kationnal kiegészitett Mueller-Hinton levest (BectonDickinson) és 96
mélyedést tartalmazé mikrotiter lemezeket (TOMTEC) hasznaltunk. Az SXT-t
(Sigma-Aldrich) 0,25-128 mgl/l, a ciprofloxacint (Fresenius Kabi) 0,5-256 mg/l, a
moxifloxacint (Bayer Pharma) 0,064-32 mg/l, a levofloxacint (TEVA) 0,064-32 mg/I,
a colistint (colistin-szulfat, Sigma-Aldrich) 0,5-256 mg/l, a doxycylint (Pfizer) 0,064-
32 mg/l és a tigecyclint (Wyeth) 0,064-32 mg/l koncentracié tartomanyaban
vizsgaltuk. Az infekciot okozd izolatumok esetében agar higitasos modszerrel is
meghataroztuk az SXT és fluorokinolon MIC értékeket és gradiens diffuzios
modszerrel (bioMérieux Etest® és Liofilchem) az SXT, fluorokinolon, tigecyclin és
colistin MIC értékeket.

Az SXT rezisztens izolatumok esetében a vizsgalt antibiotikumok sorat
kiegészitettiik ceftazidimmel (Fresenius Kabi) 1-512 mg/1 és kloramfenikollal (Sigma-
Aldrich) 0,5-256 mg/l koncentracié tartomanyban, az SXT és a colistin vizsgalt
tartomanyat pedig egy higitasi 1épéssel megemeltiik (0,5-256mg/l- és 1-512 mg/l-re).
A ko-infekciokbol szarmazo P. aeruginosa torzseket 0,06-32 mg/1 colistin és 2-1024
mg/l SXT, az A. baumannii torzseket 0,06-32 mg/l colistin és 0,5-256 mg/l SXT
koncentraci6 tartomanyban vizsgaltuk.

A MIC értékek interpretalasdhoz az EUCAST ajanlasat hasznaltuk. Az
SXT esetében az EUCAST S. maltophilia specifikus, a fluorokinolonok és a tigecyclin
esetén az EUCAST nem-fajspecifikus hatarértékeit alkalmaztuk. Doxycylin esetében
— S. maltophilia specifikus és nem-fajspecifikus hatarértékek hianyaban — a S.
maltophilia epidemiologiai vagoértékét (ECOFF) hasznaltuk (8mg/l). Colistin
esetében még ECOFF érték sincs megallapitva, ezért a Pseudomonas spp. specifikus 4
mg/1 hatarérték alapjan (EUCAST klinikai hatarértékek 4.1. verzidja) interpretaltuk az
eredményeket. Kloramfenikol esetében az EUCAST sem ECOFF értéket, sem nem
fajspecifikus hatarértéket nem adott ki, ezért a CLSI S. maltophilia specifikus



hatarértékeit hasznaltuk. Kontrollként az Escherichia coli ATCC 25922, a P.
aeruginosa ATCC 27853 ¢és a Staphylococcus aureus ATCC 29213 torzseket

hasznaltuk.

3.3. Antibiotikum kombinaciok vizsgalata

Az SXT-rezisztens torzsek koziil az extrém rezisztensek (n=4) in vitro
érzékenységét vizsgalatuk 20 kiilonb6z6 antibiotikum kombinaciora. Az antibiotikum
kombinacidk vizsgalatat checkerboard (CB) modszerrel vizsgaltuk, 96 mélyedést
tartalmaz6  lemezen. A  ceftazidimot  ciprofloxacinnal, levofloxacinnal,
moxifloxacinnal, tigecyclinnel, doxycyclinnel, colistinnel és SXT-vel kombinalva
vizsgaltuk. A colistin hatasat ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin, doxycyclin és
SXT mellett teszteltiik. A tigecyclint a harom elébbi fluorokinolonnal, colistinnel és
SXT-vel kombinalva, az SXT-t pedig a fluorokinolonokkal kombinalva vizsgaltuk. A
vizsgalathoz a mélyedésenként 100 pl végtérfogatban antibiotikumokat tartalmazo
Mueller-Hinton taplevesbe annyi baktériumot inokulaltunk, hogy az 5 x 10°
telepképz6 egység (CFU)/ml mennyiségli legyen. A lemezeket 35°C-on 18-22 6ran at
inkubaltuk. Szinergén hatast detektalva az eredményt kombinalt E-test® modszerrel
konfirmaltuk. A kettds korong diffiiziés modszert sziiré modszerként kiséreltilk meg
hasznalni, a korongokat 1 cm tavolsagra helyezve egymastol.

A frakcionalis inhibitoros koncentraciéo indexek Osszegének (XZFICI)
kiszamitasa a kovetkez6 képlettel tortént: (az A antibiotikum B antibiotikum mellett
mért MIC értéke)/(az A antibiotikum MIC értéke) + (a B antibiotikum A antibiotikum
mellett mért MIC értéke)/(az B antibiotikum MIC értéke). Antagonista hatast XFICI >
4, indifferens hatast 0,5 = XFICI < 4 és szinergén hatast LFICI < 0,5 esetén
allapitottunk meg. A 0,5 = XFICI < 1 tartomany parcialis szinergén, additiv hatasként
is definialhatd. Az antibiotikum kombinaciok eredményeinek interpretalasara az
érzékenységi hatarérték indexet (SBPI) is hasznaltuk. Kiszamitdsa a koévetkezd
képlettel tortént: (az A antibiotikum érzékenységi hatarértéke)/(az A antibiotikum B
antibiotikum mellett mért MIC értéke)+(a B antibiotikum érzékenységi hatarértéke)/(a
B antibiotikum A antibiotikum mellett mért MIC értéke). Ha az SBPI>2, akkor a két
antibiotikum kombinacioban mért MIC értékei vagy megegyeznek az érzékenységi

hatarértékiikkel vagy az egyik antibiotikum MIC értéke a kombinacidban



alacsonyabb, mint az érzékenységi hatarérték. Minél nagyobb az SBPI, annal
hatékonyabb az antibiotikum kombinacio.

A colistintSXT kombinaciot az egyidejiileg izolalt baktérium harmasokon
el6szor CB modszerrel végeztik. A S. maltophilia izolatumokat a colistin hét -, az
SXT tizenegy felez higitasi fokaban, mig a P. aeruginosa és A. baumannii torzseket
az SXT hét -, és a colistin tizenegy felez6 higitasi fokaban vizsgaltuk. Azon torzseket,
melyekre a kombinaciéo CB teszttel szinergén hatast mutatott, tovabb vizsgaltuk id6-
olés teszttel (TKA). Ha a MIC érték az elérhetd szérum szint felett volt, akkor az
SXT-t 8 mg/l, a colistint 4 mg/l koncentracioban hasznaltuk. E koncentraciok
megfelelnek a szérumban mérhetd koncentracioknak. A vizsgalathoz colistint, SXT-t
és colistintSXT kombinaciot tartalmazé Mueller-Hinton taplevest hasznaltunk, 20 ml
térfogatban. A taplevesbe inokulalt baktériumok mennyisége 108 CFU/mI volt. A
tenyészetet folyamatos mozgatds mellett 37°C-on inkubaltuk. A csiraszdm
meghatarozashoz egy, kett6, négy, hat és 24 Ora inkubacid utan vettiink mintat a
tenyészetbSl. A tenyészetet fiziologids séoldatban higitottuk (107 — 10) és véres agar
lemezekre (bioMérieux) oltottuk. A lemezeket 37°C-on inkubaltuk 24 oran at. Ezt
kovetden hataroztuk meg a telepek szamat. A detektalas also hatara 20 CFU/ml volt.
Szinergén hatast allapitottunk meg, ha a CFU > 2 logi, mértékkel csokkent a
colistin+SXT kombindcié hatdsara, a S. maltophilia esetében az SXT mellett, a P.
aeruginosa és az A. baumannii esetében a colistin mellett észlelt CFU szamhoz

képest.

3.4. Molekularis vizsgalatok

Az izolatumok genetikai Osszefliggdségét enterobacterial repetitive
intergenic consensus PCR (ERIC-PCR) modszerrel vizsgaltuk. A DNS izolalashoz a
baktériumokat 100 ul PCR tisztasagli vizben szuszpendaltuk, majd 15 percig 100°C-
on tartottuk. A szuszpenziot 12000 rpm fordulatszamon két percig centrifugaltuk. A
feliliszo 1-1 pl-ét hasznaltuk a PCR vizsgalatokhoz. Az ERIC1 5’-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’ ¢és ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTG
AGCG-3’ primereket (Bio Basic Inc.) és a REDTaq Ready Mix PCR reagenst (Sigma
Aldrich) hasznaltuk a PCR-hez, 50 pl végtérfogatban. A PCR program 95°C 2 perc,
majd 30 ciklus 90°C 30 masodperc, 52°C 1 perc, 65°C 8 perc szakaszokbol allt. A
gélelektroforézist 0,01% GelRed (Biotium) festéket tartalmazé 1,5%-os agaréz



(Sigma Aldrich) gélben, Tris-borsav-EDTA pufferben (Sigma Aldrich) végeztiik. Az
egy osztalyr6l szarmazd izolatumokat ugyanazon PCR amplifikdciéban és
gélelektroforézisben vizsgaltuk. A savmintazatot szabad szemmel értékeltiik. Azon
izolatumokat tekintettiik egymastol fiiggetlennek, melyek egymastol legalabb két
savban eltérést mutattak.

Az SXT rezisztenciaért felelés sull gén jelenlétét a F 5°-
ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA-3> ¢és R 5’-CTAGGCATGATCTAAC
CCTCGGTCT-3’ primerekkel, a sul2 génét a F 5’-GAATAAATCGCTCATCATT
TTCGG-3’ és R 5’-CGAATTCTTGCGGTTTCTTTCAGC-3’ primerekkel vizsgaltuk.
A PCR vizsgalat 1 x 95°C 10 perc, 30 x 94°C 45 masodperc, 64°C 45 masodperc,
72°C 2 perc, 1 x 72°C 10 perc paraméterekkel tortént. A class 1 integron
kimutatasahoz az F 5’-CAACACATGCGTGTAAAT-3* és R 5°-CTTGCTGC
TTGGATGCC-3’ primereket hasznaltuk. A PCR anellaciés hémérséklete ez esetben

55°C volt, a tobbi paraméter megegyezett a fent leirtakkal.

3.5. Statisztikai elemzés

A S. maltophilia fert6zésben szenvedd betegek egyes klinikai jellemzdinek
a letalitassal valo Osszefiiggését vizsgaltuk. Az egyvaltozos analizishez y* tesztet és
Fisher tesztet hasznaltunk. A p <0,05 értéket fogadtuk el szignifikancia szintnek. Az
egyvaltozos analizis alapjan a halalozassal szignifikdnsan Osszefiiggé valtozokat
tovabb vizsgaltuk tobbvaltozos logisztikus regresszios modellben, hogy a letalitassal
figgetleniil 0sszefliggd valtozokat azonositsuk. A 95% konfidencia intervallumhoz
(95% CI) tartozo odds ratio (OR) érték minden valtozo esetében kiszamitasra keriilt.
Ezen vizsgalat esetében is a p <0,05 értéket fogadtuk el szignifikancia szintnek. A
statisztikai vizsgalatok Stata 12 szoftverrel (StataCop LP, USA) torténtek.

4. Eredmények

A MALDI-TOF MS vizsgalat eredménye alapjan az izolatumok 74%-a S.
maltophilia, 16%-a S. maltophilia (P. hibiscicola), 7%-a S. maltophilia (P. beteli), 3%
S. maltophilia (P. geniculata) volt. A P. hibiscicola, P. beteli és P. geniculata
egyarant a Stenotrophomonas rRNS torzsagba tartoznak, a Stenotrophomonas genusba

taxonomiai atsorolasra kertiltek, ma a S. maltophilia szinonimainak tekinthet6k.



A klinikai adatok alapjan 100 betegnek volt S. maltophilia fertézése.
Esetiikben vérbol (n=25), bronchoalveolaris lavage (BAL) mintabol (n=30), trachea
aspiratumbol (n=31), kopetb6l (n=7), centralis vénas kaniilb6l (n=4), peritonealis
folyadékbol (n=3) tenyészett ki a korokozo. Hatvan beteg esetében a S. maltophilia
kolonizaloként volt jelen a perianalis torlet (n=11), vizelet (n=8), fiil- (n=6), torok-
(n=3), orr- (n=4), szem torlet (n=7), katéter (n=1), kopet (n=7), trachea aspiratum
(n=7) és seb (n=6) mintaikban. Az SXT-rezisztens S. maltophilia térzsekbdl (n=30) 2
hemokulturabol, 8 BAL mintabol, 3 trachea aspiratumbol, 3 kopetbol, 3 trachealis
tubusbol, 1 vizeletbdl, 7 perianalis -, 2 torok - és 1 fiil torletbdl keriilt izolalasra. Ezen
izolatumok tobbségét (n=23) kolonizaloként vagy kontaminansként értékelték. Hét
izolatum volt alsé 1éguti fert6zés vagy véraram fertdzés korokozoja. Tizenharom torzs

neonatalis, hat feln6tt intenziv osztalyon kezelt beteg mintaibol tenyészett ki.

4.1. Genetikai Osszefliggdség vizsgalatanak eredményei

Az ERIC-PCR vizsgalattal a korokozo és kolonizald baktériumok
csoportjaban is talaltunk megegyez6é savmintazattal birokat. A kolonizal6 izolatumok
csoportjaban két-két izolatum azonos mintazatat négy esetben, harom-harom izolatum
azonos mintazatat harom esetben fedeztiik fel. A korokozo izolatumok csoportjaban
tizenkét megegyezé mintazat fordult el (6 x 2 izolatum, 4 x 3 izolatum 1 x 5 izolatum
és 1 x 6 izolatum kozott). A genetikailag Osszefliggd izolatumok koziil a kolonizald
csoportbol 10, a korokozd csoportbol 23 izolatumot kizartunk az antibiotikum
érzékenységi eredmények értékelésekor, hogy elkeriiljik az azonos ERIC-PCR
genotipusu torzsek esetleges torzit6 hatasat.

Az SXT rezisztens torzsek korében négy azonos mintazatot talaltuk (2 x 2
izolatum, 1 x 3 izolatum és 1 x 9 izolatum kozott). Az azonos mintazath térzsek MIC
értékeikben lényegesen kiilonboztek egymastol. Ezt és az SXT-rezisztens csoport Kis
elemszamat figyelembe véve az antibiotikum érzékenységi vizsgalat eredményeinek

értékelésekor mind a harminc torzs adatait szamitasba vettiik.

4.2. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei

A mikrodilucidval, agar higitdsos modszerrel és gradiens diffuzids teszttel
kapott eredmények Osszhangban voltak. A kiilonb6z6 ERIC-PCR mintazata torzsek
(77 korokozod és 50 kolonizald baktérium) MICS50 és MIC90 értékekeit, a MIC



tartomanyokat és az interpretaldas eredményét a 1. tablazat foglalja Ossze.
Magyarorszagon minocyclin nincs forgalomban (egyedi importtal beszerezhetd), ezért
helyette a doxycyclin in vitro hatasat vizsgaltuk. Az ECOFF alatti MIC értékeket
érzékenyként interpretalva az dsszes izolatum doxycyclinre érzékenynek bizonyult. A
160 izolatumot elemezve, a genetikai Osszefliggdség figyelmen kiviil hagyasa nélkiil,
szignifikdns eltérés a tablazatban megadottakhoz képest nem mutatkozott.
Osszehasonlitottuk a kérokozo és kolonizalé izolatumok antibiotikum érzékenységét.
Mindkét csoport nagy szdzalékban érzékeny volt SXT-re. A korokozok csoportjaban,
a ciprofloxacin kivételével, magasabb volt az antibiotikumra nem-érzékeny
izolatumok aranya, mint a kolonizalok kozott. A colistin és tigecyclin nem-érzékeny

torzsek szama 1,2-1,3-szor t6bb volt a korokozok esetében.

1. tablazat: A 127 kiilonb6zé ERIC-PCR mintazat S. maltophilia térzs antibiotikum
érzékenységi vizsgalatanak eredménye. A korokozo torzsek szama 77, a kolonizald

torzsek szama 50. M. érzékeny: mérsékelten érzékeny.

Antibiotikum Izolatumok MIC (mg/l) Izolatumok %o-a
Hatarértékek (mg/l) MIC tarominy MIC50 MIC90 |Rezisztens M. érzékeny Erzékeny
SXT korokozo | <0,25->32 0,25 1 1 0 99
E<4,R>4 kolonizalo | <0,25->32 0,5 1 2 0 98
ciprofloxacin korokozo <0,5-64 2 8 54 22 24
E<0,5,R>1 kolonizald 0,5-128 2 8 76 12 12
levofloxacin korokozo 0,125-16 1 2 7 18 75
E<1,R>2 kolonizald <0,064-4 0,5 2 4 12 84
moxifloxacin korokozo <0,064-8 0,25 1 7 6 87
E<0,5,R>1 kolonizalo <0,064-4 0,125 0,5 4 6 90
doxycyclin korokozo 0,125-4 1 2 0 0 100
ECOFF 8 mg/l kolonizalo 0,125-4 1 2 0 0 100
tigecyclin korokozo 0,125-16 0,5 2 50 38 12
E<0,25,R>0,5 kolonizalo 0,125-16 05 2 14 51 35
colistin korokozo 1->256 64 >256 91 0 9
E<4,R>4 kolonizalo | 0,25->128 16 >128 77 0 23

A SXT-rezisztens torzsek antibiotikum érzékenységi eredményeit a 2.
tablazat mutatja be. Az SXT MIC értékek a rezisztens tartomanyon beliil szélesen, 8-
128 mg/l kozott oszlottak el. A csoport egy tagja sem mutatott érzékenységet
ciprofloxacinra, tigecyclinre, ceftazidimre és colistinre. A torzsek 37%-a volt

érzékeny levofloxacinra vagy moxifloxacinra. Az ECOFF alatti MIC értékeket



érzékenyként interpretalva a torzsek 50%-a doxycyclinre érzékenynek bizonyult. Az
izolatumok 13%-a volt kloramfenikol érzékeny. Két izolatum volt, mely minden
vizsgalt antibiotikummal szemben rezisztenciat mutatott. Két tovabbi csak
doxycyclinre bizonyult érzékenynek. Ezen négy izolatumon végeztiik el a 20

kiilonb6z6 antibiotikum kombinacio vizsgalatat.

2. tablazat: A SXT-rezisztens S. maltophilia torzsek antibiotikum érzékenységi

eredményei. A torzsek szama 30. M. érzékeny: mérsékelten érzékeny.

Antibiotikum MIC (mg/l) Izolatumok Y%-a
Hatarétékek (mg/l) MIC tartomany MIC50 MIC90|Rezisztens M. érzékeny Erzékeny
SXT :F<4 ,R>4 8-128 32 64 100 0 0
ciprofloxacin : E<0,5 , R>1 1-32 4 16 83 17 0
levofloxacin : E<1 , R>2 0,5-16 2 8 20 43 37
moxifloxacin : E<0,5 , R>1 0,125-8 1 4 23 40 37
doxycyclin : ECOFF 8 mg/l 0,5-64 4 16 33 17 50
tigecyclin : E<0,25 , R>0,5 0,5-8 2 4 97 3 0
ceftazidim : E<4, R>8 16-512 128 512 100 0 0
colistin : E<4 , R>4 8->512 128  >512 | 100 0 0
kloramfenikol : E<8 , R>32 8-64 16 32 44 43 13

A 2009-2017 kozotti idoszakban sajat adataink szerint az SXT rezisztens
torzsek ardnya nem valtozott. Evente 4-12 volt azon beteg szama, akiknek mintaibol
MDR S. maltophilia tenyészett. A teljes kilenc éves periddusban Osszesen 81
kiilonb6z6 SXT-rezisztens S. maltophilia keriilt izolalasra, az Osszesitett rezisztencia
rata 1,9% volt. A stagnalo 2% koriili rezisztencia biztatd tény, mely szerint sem
hatékony szelekciés nyomas nem érvényesiil, sem MDR klon vagy mobil genetikai
elem effektiven nem terjed.

A S. maltophilia mellett izolalt valamennyi P. aeruginosa és A. baumannii
colistin érzékeny volt, MIC50 1 mg/l és MIC90 2 mg/l értékekkel. Az A. baumannii
torzsek 15%-a volt SXT érzékeny (MIC50 32 mg/l, MIC90 128 mg/l). A P.
aeruginosa torzsek mutattak magas foku természetes SXT rezisztencidjukat
(MIC50 256 mg/l, MIC90512 mg/l). A ko-kultarak S. maltophilia tagjai SXT
érzékenyek (MIC50 0,25 mg/l és MIC90 1 mg/l) és colistinnel szemben rezisztensek
(MIC50 256 mg/1 és MIC90 > 512 mg/l) voltak.
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4.3. Antibiotikum kombinaciok vizsgalatanak eredményei

Az extrém rezisztens S. maltophilia torzsekkel (n=4) végzett CB vizsgalat
alapjan (a XFICI értékeket a legalacsonyabbnak talalt MIC értékekkel kiszamitva) a
legtobb kombinacié indifferens hatdst mutatott. Antagonista hatdst nem talaltunk.
Szinergén hatast a kovetkezé kombinaciokban talaltunk, legalabb egy izolatum
esetében: ceftazidim+ciprofloxacin, ceftazidim+moxifloxacin,
ceftazidim+levofloxacin, ceftazidim+colistin, colistin+ciprofloxacin,
colistin+moxifloxacin, colistin+levofloxacin, colistin+doxycyclin, tigecyclin+colistin,
SXT+moxifloxacin, SXT+levofloxacin. A  ceftazidim+moxifloxacin és a
ceftazidim+colistin volt az a két kombinacid, mely mindegyik izolatum esetében
YFICI < 0,5 értékekkel szinergén vagy parcialisan szinergén hatast volt.

A vizsgalati eredmények interpretalasakor az antibiotikumok elérhetd
szérum szintjét is figyelembe kell venni. A csucskoncentraciok a kovetkezok:
ceftazidim 60 mg/l, ciprofloxacin 1,8-4,6 mg/l, levofloxacin 5,7-8,6 mgl/l,
moxifloxacin 4,5 mg/l, colistin 5-7,5 mg/l, SXT 1-2/40-60 — 9/105 mg/l, tigecyclin
0,63 mg/l, doxycyclin 1,5-201 mg/l, kloramfenikol 11-18 mg/l. A szérum szinteket
figyelembe véve csak a ceftazidimtfluorokinolon ¢és colistint+fluorokinolon
kombinaciok szinergén hatasa fogadhatd el interpretaciora alkalmasnak. Ha az
EUCAST érzékenységi hatarértékeit is figyelembe vessziik, akkor csak a
fluorokinolonok ceftazimmel kombinalt MIC értékei (SBPlcazsmoxi = 2,125,
SBPlcaz+ev = 4,125) és a colistin moxifloxacinnal kombinalt MIC értéke
(SBPlcotsmoxi = 2,125) siillyedt az érzékenységi tartomanyba és csak egy-egy
izolatum esetében.

A S. maltophilia, MDR P. aeruginosa és MDR A. baumannii harmasokkal
végzett CB vizsgalatok eredményei szerint a colistin+SXT kombinacionak antagonista
hatasa nincs. A S. maltophilia torzsek 50%-anal, a P. aeruginosa torzsek 35%-anal,
az A. baumannii torzsek 45%-anal a kombinaci6 szinergén hatasinak mutatkozott.

A TKA modszerrel kapott eredményeket az 3. tablazat foglalja 6ssze. A
elézetes CB vizsgalattal detektalt szinergén hatas alapjan kivalogatott S. maltophilia
torzsek 70%-anal (10-bSl 7 esetben), P. aeruginosa torzsek 57%-anal (7-b6l 4
esetben) és A. baumannii torzsek 56%-anal (9-b8l 5 esetben) sikeriilt TKA-val is

igazolni a colistin+SXT szinergén hatasat.
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Ahogy a legtobb Gram-negativ baktériumok ellen haté colistint tartalmazd
antibiotikum kombinacio esetében, ez esetben is megfigyelhetd volt, hogy a kezdeti, 6
oran beliili gatlo hatas igen kifejezett, amit 24 ora elteltével jelentds visszanovekedés
kovet. Az inkubacio elsé 6 Ordja utan a S. maltophilia torzsek 86%-anal, a P.
aeruginosa torzsek 50%-anal mutatkozott a colistintSXT szinergén hatdsa. Az A.
baumannii torzseknél a szinergén hatas a 24. éra utan kifejezettebben mutatkozott. A
CB ¢s TKA modszerrel kapott eredmények 61%-ban korrelaltak egymassal, de a
YFICI értekek és a CFU csokkenés kozt Osszefiiggés nem volt. Hét S. maltophilia
(35%), négy P. aeruginosa (20%) és 6t A. baumannii (25%) torzs esetén mindkét
modszer alapjan szinergén hatasu volt a kombinacio. Osszesen két beteg harmas

baktériumcsoportjan érvényesiilt a szinergia.

3. tablazat: A TKA vizsgalat alapjan szinergén hatasu colistin+SXT kombinacio
eredményei az egyes torzseken és azok el6z6 CB vizsgalattal kapott ZFICT értékei. A
csiraszam csokkenést S. maltophilia esetén az SXT mellett, P. aeruginosa és

A.baumanni esetében a colistin mellett mért csiraszamhoz képest allapitottuk meg.

colistin+SXT | szinergén hatas logl0 csokkenés logl0 csokkenés = eloz6 CB vizsgalattal
n (%) 6 Ora elteltével 24 ora elteltével  kapott Y’ FICI érték
S. maltophilia 7(70) 59 [ 2,4 Sm#1 SFICI=0,375
r 7,7 i 38 SM#3 TFICI=0,265
r 75 f 3,9 SM#6 TFICI=0,281
I 2,4 i 47 Sm#7 TFICI=0,375
r 2,7 f 2,9 SM#9 IFICI=0,312
r 6,3 f 31 SM#10 TFICI=0,187
r 6 [ 6 SM#20 TFICI=0,125
P. aeruginosa 467 | 7 f 42 Patl SFICI=0,375
r 34 f 2,3 Pa#5 FICI=0,156
r 6,7 i 41 Pa#14 SFICI=0,375
r 7,2 f 3,7 Pa#18 SFICI=0,266
A. baumannii 5(66) 31 [ 73 Ab#2 SFICI=0,25
r 3,3 f 53 Ab#4 TFICI=0,094
r 31 f 7.3 Ab#6 SFICI=0,375
f 2,7 r 48 Ab#11 SFICI=0,375
r 3,6 i 55 Ab#12 SFICI=0,375
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4.4. Rezisztencia gének vizsgalatanak eredménye

A rezisztencia gének vizsgalatat 27 torzson végeztik el. (Harom SXT
rezisztens izolatum a tarolas soran elpusztult.) A sull gént 25 torzsben, a sul2-t két
torzsben detektaltuk. Mindkét génre egyik torzs sem volt pozitiv. Hét torzs (23%)
hordozott class 1 integront, az integraz-specifikus primerekkel végzett PCR vizsgalat

alapjan.

4.5. A klinikai adatok elemzésének eredményei

A 100 korokozo izolatum klinikai hatterének elemzésére keriilt sor. A
torzsek 70%-a intenziv osztalyon kezelt betegek mintaibol keriilt izolalasra. A betegek
62%-anak pneumoniaja volt, 12 esetben 1égzési elégtelenséggel. Szepszis 46 betegnél
alakult ki, 23 esetben a szeptikus sokk vagy tobb szervi elégtelenség stlyossagat
elérve. A szeptikus esetekb6l a S. maltophilia 12 esetben lett megnevezve etiologiai
agensként. Alapbetegségként kronikus obstruktiv l1égiti betegség (COPD) 19 betegnél,
malignus daganat szintén 19 betegnél 4llt fenn. Kilenc beteg volt immunszuppresszalt,
koziiliik harman tiidétranszplantaltak. A klinikai adatokat és azok halalozassal valo
Osszefiiggését a 4. tablazat mutatja be.

A teljes, korhazon beliili halalozasi rata 45% volt. A fatalis esetek 25%-
4ban a S. maltophilia fertézésnek kozvetlen szerepe volt a haldlozasban. Husz beteg
egyéb baktériumok ellen hatékony antibiotikum terapiat kapott, de a S. maltophilia
ellen is hatékonyat nem. Kozillik 13 beteg meghalt. A 11 colistinnel kezelt beteg
koziil kilencen meghaltak. A 29 SXT-vel kezelt beteg koziil heten hunytak el. Hat
beteg kapott ciprofloxacin kezelést (5 beteg meghalt), 17 beteg moxifloxacin terapiat
(3 beteg meghalt), 16 beteg levofloxacint (7 beteg meghalt) és egy beteg tigecyclin
kezelést (elhunyt).

A halalozas szignifikans Osszefiiggést mutatott az intenziv terapias
kezeléssel, a gépi lélegeztetéssel, a vazopresszor terapiaval, a sokszervi
elégtelenséggel (MOF) és a centralis vénas kaniil viseléssel. Kor és nem szerinti
korrekcié utan is szignifikdns maradt e valtozok Osszefiiggése a haladlozéssal. A
logisztikus regresszioval végzett tobbvaltozos analizis alapjan a valtozok koziil kettd:
a centralis vénas kaniil viselés (OR: 0,15, 95% CI: 0,03-0,59, p=0,007) és a centralis
kaniil mellett alkalmazott vazopresszor terapia (OR: 0,23, 95% CI: 0,08-0,65,
p=0,006) bizonyult a letalitas fliggetlen rizikofaktoranak.
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4. tiblazat: A 100 korokozo S. maltophilia torzs klinikai adatainak Osszefoglalasa,
prediszponalé tényezok szerint. A p értékek meghatarozisa y? teszttel vagy Fisher
teszttel tortént. A p <0,05 értékek vannak kiemelve.

Meghalt (n=45) |Gyogyult (n=55)| p érték
n (%) n (%)

Kor (év) median (tartoméany) 67 (0-88) 62 (0-88) -
Férfi 23 (51,1) 35 (63,6) 0,29
Malignus hematoldgiai betegség 3(6,6) 3(54) 0,31
El6rehaladott malignus szolid tumoros betegség 10 (22,2) 8 (14,5) 0,54
Diabetes mellitus 16 (35,5) 16 (29,1) 0,22
Szteroid terapia 4(8,8) 8 (14,5) 0,31
Kemoterapia 4(8,8) 11 (20) 0,2
Neutropenia (<0,5 G/I) 5(11,1) 2(3,6) 0,24
Traszplantacion atesett 0 5(,1) -
Kronikus szivbetegség 15 (33,3) 18 (32,7) 0,88
Kronikus vesebetegség, hemodializis 10 (22,2) 5(,1) 0,12
Kronikus tid6betegség 13 (28,8) 14 (25,4) 0,87
Kronikus majbetegség 5(11,1) 7012,7) 0,95
Hipertonia 30 (66,6) 25 (45,4) 0,05
Intenziv terapias ellatas 43 (95,5) 32 (58,2) |0,00005
Vazopresszor terapia 26 (57,7) 8 (14,5) 0,00001
Centralis vénas kaniil viselés 42 (93,3) 29 (52,7) | 0,00001
Gépi Elegeztetés 41 (91,1) 28 (50,9) | 0,00004
Sulyos szepszis, szeptikus sokk, MOF 23 (51,1) 50,1) 0,00001
Nem S. maltophilia véraram fertézés 15 (33,3) 9 (16,3) 0,08
S. maltophilia véraram fertzés 12 (26,6) 13 (23,6) 0,9
Miitét a megel6z6 egy honapban 18 (40) 12 (21,8) 0,08
Polimikrobas fertdzés 35(71,7) 33 (60) 0,09

A S. maltophilia fert6zott betegek fehérvérsejt szam értékei 0,05-37,7 G/I
kozott valtoztak, 11,2 G/l median értékkel. A CRP értékek 0,4-423 mg/l (median 86
mg/l), mig a prokalcitonin értékek 0,15-100 pg/l (median 1,6 pg/l) kozott valtoztak. A
laboratoriumi értékeket a mikrobioldgiai vizsgalathoz valdé mintavétel idépontjaban
levett vérmintakbol mérték. Ha a mintavétel napjan nem volt a betegnek fehérvérsejt
szam, CRP vagy prokalcitonin eredménye, akkor a mintavétel eldtti legkozelebbi
idépontban (legfeljebb két napon beliil) mért értékek keriiltek a vizsgalatba.

A S. maltophilia mellett a mintdk 68%-aban egyéb korokozd is

identifikalasra keriilt. Ezen izolatumok szamat és eloszlasat az 5. tablazat mutatja be.
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5. tablazat: A S. maltophilia torzsekkel egyidejiileg izolalt mikrobak szdma és
eloszlasa.

* Alcaligenes faecalis, Achromobacter xylosoxidans, Pseudomonas fluorescens.

** Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae

Izolatumok Korokozok (n=100) Kolonizalok (n=60)
n n
Gram-negativ baktériumok
Acinetobacter baumannii 7 1
Pseudomonas aeruginosa 24 7
egyéb nem fermentalo* 0 3
Enterobacterales** 17 13
Gram-pozitiv bakté riumok
koagulaz-negativ Staphylococcus spp. 4 9
Staphylococcus aureus 8 7
Enterococcus spp. 10 8
Candida spp. 36 6

5. Kovetkeztetések

1. Az SXT még mindig a leghatékonyabb antibiotikum a S. maltophilia
ellen. A torzsek 98-99%-a érzékeny az els6ként valasztando antibiotikumra. A
moxifloxacinnal és levofloxacinnal szembeni rezisztencia aranya egyel6re alacsony,
igy ezen fluorokinolonok akar magas dozisii monoterapiaként, még inkabb kombinalt
antibiotikum terapia részeként alkalmazhatok. A doxycyclin kivalo in vitro
hatékonysagunak bizonyult. Eredményeink és az irodalmi adatok alapjan valdszinii,
hogy a minocyclin hasonlé hatékonysagot mutatna S. maltophilia torzseink ellen.
Részben az SXT rezisztens torzsek, részben a sulyos allapoti kronikus léguti beteg
fertézései, részben az CLSI ajanlasa miatt indokolt lenne a minocyclin forgalmazasa
hazankban. A colistinnek a S. maltophilidra nincs gatld hatasa, monoterapiaként nem
alkalmazhaté. A S. maltophiliara specifikus, eurdpai klinikai hatarértékek
megallapitiasa és az érzékenységi vizsgalatok egységes metodikdjanak deklaralasa

sziikségszer(, a kozeljovo siirgetd feladata.
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2. A legtobb fert6zés alapbetegségeik miatt shlyos allapotd, intenziv
terapias kezelésre szoruld betegekben alakult ki. A vizsgalatunkban felderitett magas,
korhazi kezelés alatti Ossz halalozasi rata (45%) inkabb a sulyos alapbetegségekkel
volt Gsszefliggésben, mintsem magaval a S. maltophilia fertdzéssel. Ugyanakkor a
fertézéssel egyértelmiien osszefiiggd 11%-os halalozasi rata is igen magas. Kiilondsen
az intenziv terapias kezelésre szoruld betegek esetében kell szamolni a S. maltophilia
fert6zés veszélyével, ezért koriikben a S. maltophilia kolonizacio sziiré vizsgalatokkal
valo felderitése indokolt. Kiilon figyelem kell, hogy iranyuljon a centralis vénas
kaniilt viseld betegekre, mivel az S. maltophilia fertézésben a halalozas egyik
rizikofaktora.

3. A Klinikusoknak mérlegelniiik kell, hogy a S. maltophilia ko-
patogénként vagy ko-kolonizaloként vald jelenléte egy fertézésben hatassal lehet az
antibiotikum terapia sikerére és a betegség kimenetelére. A leggyakoribb ko-
patogénnek talalt P. aeruginosa esetében a S. maltophilia ronthatja a karbapenem,
cefalosporin és aminoglikozid terapia hatékonysagat. A S. maltophilia a kérnyezd
baktériumok virulenciajat novelni képes, ezért eradikalasa még akkor is indokolt lehet,
kiilonos kronikus 1éghiti betegségekben, ha az csak kolonizaloként van jelen a
betegben.

4. Az SXT rezisztens, MDR S. maltophilia eléfordulasa egyelére ritka. A
rezisztenciat meghatarozo sul gének mobil genetikai elemekhez valo kapcsolodasa
miatt az SXT rezisztencia alakulasanak folyamatos kovetése indokolt. Az MDR
torzsek korében kimutatott magasabb antibiotikum rezisztencia  klinikai
konzekvenciaval jaré eredmény: a levofloxacin és moxifloxacin egyel6re terapias
alternativat jelent MDR S. maltophilia fert6zésekben, de fluorokinolon rezisztencia
esetében mar csak egy-egy antibiotikum kombinaciéo vagy a tetracyclin csoportba
tartozo, a S. maltophilia fertdzések kezelésében egyelére klinikai evidenciat nélkiil6z6
antibiotikumok hatékonysagaban lehet reménykedni.

5. A fluorokinolonokat, elsésorban a moxifloxacint tartalmazo
kombinaciok még abban az esetben is hatékonyak, ha az izoldtum fluorokinolon
rezisztenciat mutatott. A ceftazidim, melyre az MDR t6rzsek magas foku rezisztenciat
mutatnak, in vitro jelentdsen noveli egyéb antibiotikumok hatékonysagat. Az
inhalacioés formaban alkalmazhaté antibiotikumok intravénas antibiotikumokkal

kombinalva még akkor is hatékonyak lehetnek, ha az in vitro szinergén hatas az SBPI
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alapjan nem igazolt. A kombinacios tesztek eredménye izolatum fiiggd, igy minden
esetben a szoba jovo antibiotikum kombinacidk egyedi vizsgalata sziikséges.

6. A S. maltophilia, MDR P. aeruginosa és MDR A. baumannii ko-
infekciokban a colistintSXT kombinacié az in vitro eredmények alapjan hatékony
terapia. A kombinacié antagonista hatast nem mutatott, a torzsek 20-35%-anal
szinergén hatasunak bizonyult. Az MDR A. baumannii esetén a colistin mellett

észlelhet6 visszanovekedését gatolta.
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