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Roviditések jegyzéke

Baktériumok Antibiotikumok
Ent. faecalis Enterococcus faecalis ampicillin AM
E. coli Escherichia coli amoxicillin AMC
Lb. acidophilus Lactobacillus acidophilus cefepim CN
Lb. zeae Lactobacillus zeae cefotaxim CXM
Le. lactis Lactococcus lactis ceftazidim CAZ
Ped. acidolactici Pediococcus acidolactici cefuroxim CRO
P. mirabilis Proteus mirabilis ceftriaxon CTX
K. pneumoniae Klebsiella pneumoniae ciprofloxacin CIP
Sta. aureus Staphylococcus aureus gentamicin CN
Str. pyogenes Streptococcus pyogenes imipenem IMP
linezolid LNZ
nitrofurantoin F
Biokémiai tesztek norfloxacin NOR
ONPG: o-nitrofenil-béta-D-galaktopiranozid szulfometaxozol SXT
TSI: Triple Sugar Iron teicoplanin TEC
vankomicin VA
Taptalajok

EM: eozin-metilénkék agar
MH: Miiller-Hinton agar

V: véres agar

Eevéb roviditések

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Antimikrobas
Szerekre valdé Fogékonysdgvizsgalat Eurdpai Bizottsaga)

MIC: Minimum Inhibitory Concentration (minimalis gatlé koncentracio)



I. Bevezetés — irodalmi attekintés

A hugyuti infekciok (HI) kevés kivétellel bakterialis korképek, az infekcioért felelds
korokozok foként a normal bélflora alkotoi koziil keriilnek ki. Az urogenitdlis szervek
gyulladdsai mind a parenchymas szervekben (vese, here, prosztata), mind az iireges
szervekben (vesemedence, holyag, wureter) eldfordulhatnak. Az egyik leggyakoribb
megbetegedésrdl van sz6, a fertdzd betegségek koziil a masodik leggyakoribb, amivel
orvoshoz fordulnak az emberek, gy Magyarorszdgon, mint kiilf6ldon (Schappert és
Rechtsteiner, 2008). Enyhébb esetben csak kellemetlen tiineteket észlelnek a betegek,
sulyosabb formai azonban akar szervi karosodashoz (Park, 2012) vagy korasziiléshez is
hozzajarulhatnak (Kevin, 1996). Anatémiai sajatossagaik miatt (a hugycsé nyilasa kozelebb
helyezkedik el a végbélhez, mint a férfiaknal) a ndk veszélyeztetettebbek, a fekalis eredetii
szennyezések az elsddleges okozdi a megbetegedéseiknek (Minardi és mtsai, 2011). Egyes
kutatok szerint egy nd ¢€lete soran tobb mint 30 % eséllyel Iép fel a fertdzés (Salvatore és
mtsai, 2011), mig masok akar 50 %-ra is becsiilik ennek az esélyét (Griebling, 2007). A nék
fertdzésre vald fogékonysagat a hormondlis fogamzasgatlok is ndvelhetik (Sonnex, 1998), és
a hiivelyben megtelepedd baktériumok is okozhatnak problémat a hagycsdbe jutva, ha az
egeészséges hiivelyflora egyensulya felborul (Dielubanza és Schaeffer, 2011). Sok esetben
visszatérd jelenségrdl van szd, a fertdzés megjelenése utani egy-két éven beliil akar tobbszor
is tlineteket észlelhet magan a gyogyultnak hitt paciens (Tolkoff-Rubin és mtsai, 2008). A
férfiak ugyan nehezebben betegednek meg, de koriikben a komplikaciok szdma magasabb.

A betegséget okozo baktériumok kétféle uton juthatnak el a hugyivarszervekbe: a

vérereken keresztiil, vagy felszallo fertdzés formdjaban a hugyvezetéken at (1. abra).
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A fertdzések kialakulasdban a felszalld fertézés a leggyakoribb. A hdlyagba bejutod
korokozok a holyag nyalkahartya felszinének antibakterialis védohatasa révén, a vizelet
alacsony PH-ja, magas vagy alacsony ozmolaritasa miatt nem minden esetben tudnak tartosan
¢letben maradni. Azonban ha képesek megtapadni a hugyhdlyag belsé felszinén és ott
biofilmet tudnak 1étrehozni, akkor mar jelentésen nagyobb a fertézés veszélye (Anderson és
mtsai, 2003). A n6knél 30-50%-ban tovabb terjedhet a fertézés a higyvezetéken at a vesébe.

A hematogén, vagyis vérerek utjan terjedd fertézés ujsziilott korban fordul eld
leggyakrabban. A baktériumok altaldban a szervezetben eléforduld fertézéses gocokbol,
gyulladasos folyamatokbol, vagy altalanos fert6zé megbetegedésekbdl keriilnek a véraramba.
Ritka esetekben eléfordulhat limfogén fert6z€s, ekkor a korokozdkat a nyirokkeringés juttatja
el a hagyutakba ill. a vesékbe a kornyezetben 1évé gocokbol.

A fertdzést lefolydsa alapjan lehet komplikdlt €és nem komplikalt. Ezeknek a
megkiilonboztetése igen fontos, mivel a kezelés eldtti és az ezt kdvetd vizsgalatok, valamint
az antibiotikus kezelés tipusa és ideje kiilonbdzik. A komplikalt megbetegedés altalaban
férfiaknal fordul eld, anatomiai adottsagaik miatt (hosszabb hugycsd).

A baktériumok altal okozott hugyuti infekcidkat antibiotikumokkal kezelik, amihez a
vizeletbdl kitenyésztett korokozdknak meg kell allapitani az antibiotikum érzékenységét. Erre
azért is nagy sziikség van, mert az antibiotikum rezisztencia ezen patogének korében is
folyamatosan terjed (Pallett és Hand, 2010). Emiatt els6sorban a nd1 paciensek kezelésében,
gyogyitasdban nagy szerepe lehet egyéb gydgymodoknak, igy pl. a tejsav baktériumoknak,
mivel ezek képesek lehetnek a hiivelyi fert6zé gocok megsziintetésére (2. abra; Reid és Bruce,
2003). Szintén hatékony lehet a tézegafonya kivonata, amelybdl a patogének htigyutakban

valo megtapadasat gatldo metabolitok keletkeznek az emberi szervezetben (Jass és Reid, 2009).
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Mivel a lakossadgnak jelentds hanyadat érinti, a htigytti fertdzések diagnosztizalasa és
gyogyitasa jelentds emberi ¢és anyagi erOforrasokat kovetel meg az egészségligytol.
Mindamellett egy igen érdekes kutatasi teriilet is, hiszen a patogéneknek az 4ltalanossagban
hasznalt antibiotikumokkal szemben mutatott rezisztencidgja 0j kihivasok elé allitja a
kutatokat.

Laboratoriumi munkdm legnagyobb részét a Matrai Gyogyintézet Kozponti
Laboratoriuménak bakteriologiai részlegén (Matrahdza) végeztem. A laboratoriumi munka
mellett a feldolgozott mintak eredményeinek 6sszegzését, értékelését €s elemzését készitettem
el a 2011.09.01-t61-2011.08.31-1g tart6 iddintervallumra vonatkozdan. A laboratorium igen
sokrétli €s nagyszamu diagnosztikai tevékenységet végez, besorolasa 1. kompetencia szint+
POCT. Evente tobb mint 190 000 minta feldolgozasa torténik itt a klinikai kémia,
hematolégia, immunkémia, szeroldgia €s bakteriologia teriiletén. A bakteriologiai részleg
klinikai vegyes anyagok feldolgozasat végzi (kb. 8 000 vizsgalat/év). A vizsgalati mintak az
ellatasi teriilet haziorvosaitdl, az intézmény szakrendeléseirdl és fekvobeteg ellatod osztalyairdl
érkeznek. A bakteriologia részleg a kozegészségiigyi-jarvanyligyi Utmutatd alapjan végzi a
beérkezd mintak feldolgozasat.

Az antagonizmus vizsgalatokat az Eszterhdzy Karoly Fdiskola Egerfood Regionalis

Tudaskdzpontjanak mikrobioldgiai laboratoriumaban végeztem.



I1. Célkituzések

Munkdm soran a hagyuti infekcidkban leggyakrabban eldforduld uropatogén kérokozo

baktériumokat tanulmanyoztam, célkitlizéseim az alabbiak voltak:

1. Megéllapitani, hogy egy klinikai vegyes anyagot feldolgoz6 bakteriologiai laboratoriumba
bekiildott vizeletmintak kozott milyen ardnyban fordulnak elé patogén baktériumokat
tartalmazok (amelyek hugyuti infekciora utalnak).

2. Biokémiai tesztekkel azonositani az uropatogén korokozokat, ha lehet faj, de legalabb
nemzetség szintjén; egyuttal megallapitani az egyes fajok eléforduldsi aranyat.

3. Kiértékelni a kitenyésztett korokozok antibiotikummal szembeni rezisztenciajanak
mértékeét, kiilonos tekintettel az esetleges 0j rezisztenciak feltiinésére.

4. Tejsav termeld mikrobdk antagonisztikus hatasdnak felmérése az altalunk izolalt patogén

fajok egy-egy torzsével szemben.



III. Anyag és modszer

Az alabb felsorolt anyagok és eljarasok a rutin klinikai mikrobiologiai vizsgalatok
soran hasznalatosak, ebbdl kifolydlag eltérés mutatkozhat a kutatd laborokban hasznalt
modszerekhez képest. Igy pl. a mikrobdk azonositasakor a standard biokémiai tesztekre
hagyatkoztunk, noha kutatd laboratériumokban manapsdg mar mindennapos gyakorlat a
DNS-alapu vizsgalat (16s rDNS szekvencia alapjan torténd azonositas, vagy fajspecifikus

primerek hasznalata).

3.1 A vizeletminta levétele, tarolasa

A mintavételre legalkalmasabb a reggeli vizelet. Mintavétel elott nagyobb
folyadékbevitel nem célszerti, mivel a vizelet felhigulasaval a csiraszam csokken. A mintat
mindig kozvetleniil a bakteriologiai vizsgalatra hasznalt steril edénybe vagy csObe vetettiik le
a paciensekkel. A vizelet elsd részét hagyniuk kellett kiiirtilni, majd a vizelet folydsat meg
kellett szakitaniuk a k6zéps6 porciobol és 4-5 ml-nyit steril edénybe kellett felfogniuk tgy,
hogy kdzben az edény szdja semmihez se érjen hozza.

A vizeletet, levétele utan 2 6ran beliil feldolgoztuk, vagy legfeljebb 24 6ran at taroltuk
4-6 °C-on hiitdszekrényben. A vizeletvételt megismételtiik, ha a mintat levétel utan két oran

tul, hiités nélkiil taroltak.

3.2 A vizeletbdl izolalhatd mikrobak tenyésztésének célja, kivitelezése

A laboratoriumi vizsgalat célja a pyuria (gennyvizelés) €s a bakteruria fennallasdnak
igazolasa vagy kizarasa. A pyuriat a vizelet liledék mikroszkopos vizsgalataval lehet igazolni,
10 sejt/ml feletti leukocyta szam pyuriat jelez.

A Dbakteruria, vagyis a hugyuati infekcido diagnozisdnak tenyésztéssel torténd
felallitasdhoz szemikvantitativ, vagy kvantitativ csiraszdm meghatarozast kell végezni. A
vizelet-tenyésztés a ndk akut, nem komplikalt cystitisénél altaldban nem sziikséges, mert a
korokozok ¢és antibiotikum-érzékenységiik megjosolhatdo. A csiraszdm megadasanak csak

uropatogének esetében van jelent0sége. A szignifikans bakteruriara utaldo csiraszam, iiritett
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vizelet esetében nagyobb vagy egyenlé 10° CFU/ml.

A laboratériumba beérkezett vizeletmintakat kdzvetlentil a feldolgozas elétt gondosan
megkevertiik. A szemikvantitakiv modszer kivitelezése: kalibralt muanyag kaccsal vagy
automata pipettaval a jol elkevert centrifugalatlan vizeletb6l 10ul-t egy nem szelektiv véres
(V) és egy szelektiv-differencialdo eozin-metilénkék (EM) taptalaj felszinének egyharmadara
oltottunk és szélesztettiink. A leoltott taptalajokat 18-24 6rén &t 36+1 °C-on inkubaltuk aerob
moddon. A kitenyészett telepek szamat figyelembe véve adjuk meg a becsiilt csiraszdmot. A

vizeletet felhasznalas el6tt nem szabad duasitani.

3.3 A mikrobak tenyésztésére hasznalt taptalajok

Véres agar (V) (Biolab): Gram-pozitiv €s Gram-negativ baktériumok egyarant képesek
rajta ndvekedni, morfolégiai elkiilonitésiikhoz és az antagonizmus vizsgalatokhoz hasznaltuk.
A felolvasztott alaptaptalajt (Biolab) a vér hozzaadasa elott kb. 45 °C-ra lehiitottiik, hogy a
vérben 1év0 vorosvértestek ne karosodjanak, majd a dermedési hdfokot megkozelitd
hémérsékletii taptalajbol lemezt Ontottiink. A baktériumok felismerésében segitséget nytjtott a
pigmentaltsdg, morfologia, kiilonféleképpen jelentkezé vordsvértest-oldo képességik (a-, B-,
v-hemolizis).

Eozin-metilénkék agar (EM) (Biolab): szelektiv differencidlod téptalaj. Natrium-
szulfatot tartalmaz, amely a Gram-pozitiv baktériumok ndvekedést gatolja, igy. a Gram-
negativ baktériumok tiszta szubkultiraja tenyészthetd. Laktozt tartalmaz, ezért a laktézbontd
baktériumok esetében a képzddott sav kicsapja az eozint, a csapadékot a metilénkék megfesti,
¢s igy a telepek a lila valtozd arnyalataira szinezddnek (pl.: E. coli, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp.). Ez a savképzés csak a telepek alatt mutatkozik, igy a lakt6z bontasara
nem képes baktériumok is felismerhetdek szintelen telepeik alapjan.

Miiller-Hinton agar (Biolab): az antibiotikum rezisztencia (korongdiffuziés modszer)
¢s antagonizmus vizsgalatokhoz hasznaltuk.

Paradicsomlé-kivonattal kiegészitett agar: véres agar 1 % paradicsomlé-kivonattal

dusitva, az antagonizmus vizsgalatokhoz hasznaltuk.
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3.4 A mikrobak azonositasara hasznalt modszerek

3.4.1 Komplex ureum-indol proba

Az ureumbdl az uredz NHi-t és COj-ot szabadit fel, melyekbdl a taplevesben
(NH4),COs keletkezik, igy ezzel a vizsgalattal elkiilonithetéek az uredzzal rendelkezd €s nem
rendelkezd baktériumok. Az indol préba alapja, hogy a baktériumok a pepton bontasa soran a
triptofant hidrolizaljak és deaminaljdk, ezt a reakciot (vagy a hidnyat) a Kovacs-féle indol
reagenssel lehet kimutatni.

A kombinalt, gyarilag elkészitett folyékony taptalajba (Biolab) a szintenyészetbdl 1-2
telepnyi baktériumot szuszpendaltunk, majd 36+1 °C-on 24 6rdn at inkubaltuk CO,-mentes

kozegben.

Az ureum proba értékelése:

- erdsen pozitiv uredz reakcio: a taptalaj ¢lénkvords, az indol reagens hozzdadasa soran
gaz- ¢s kodképzOdes tapasztalhato (pl. P. mirabilis).

- pozitiv uredz reakcio: a taptalaj kevésbeé €lénkvoros szinti, gadz- és kodképzddés nincs
(pl. K. pneumoniae).

- negativ ureaz reakcio: a taptalaj sdrga vagy narancsszinii (pl. E. coli).

Az indol proba értekelése:
- pozitiv indol proba: a feliilusz6 reagens piros (pl. E. coli).

- negativ indol préba: a feliiluszé reagens sarga (pl. P. mirabilis).

3.4.2 Citratbontas vizsgalata

Ha a téaptalajban szénforrasként csak szerves sav, nitrogénforrasként csak szervetlen
ammonium so6 all a baktérium rendelkezésre, a bontas kizardlag oxidativ uton folyik,
végtermékként pedig CO, keletkezik. A baktérium szaporoddsa sordn a taptalaj lagos
kémhatasu lesz, amit indikator jelez. Ezt hasznaljuk ki a szerves savak soinak (pl. citrat)
hasznositasanak a vizsgalatakor.

A gyarilag elkészitett natrium-citratot és indikatort tartalmazé folyékony taptalajba
(Biolab) 1-2 telepnyi baktériumot szuszpendaltunk, majd 361 °C-on 24 o6ran keresztiil
inkubaltuk. Pozitiv reakcid soran a téaptalaj €lénk rozsaszin elszinezddést mutat (pl. P.
mirabilis), mig negativ reakcid soran a taptalaj szinvaltozast nem mutat (pl. £. coli).
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3.4.3 Mozgasvizsgalat

Baktériumok szart tenyészetét vizsgaljuk ezen a modon. Nem tapanyagigényes,
fakultativ anaerob baktériumok (pl. az Enterobacteriaceae genus tagjai) mozgasat, agar
taptalajpan valé vandorlasuk alapjan hatarozhatjuk meg, amely segit a fajszinti
azonositasban. Pozitiv a teszt, ha diffuz novekedést tapasztalunk az egész taptalajban (pl. E.

coli), mig negativ, ha novekedés csak a beoltott felszinen van (pl. Klebsiella sp.).

3.4.4 Oxidaz-proba

A citokrom-oxiddz enzim jelenlétére utal a mikrébdban, mely enzimmel csak aerob,
fakultativ anaerob és mikroaerofil baktériumok rendelkeznek.

A vizsgaland6 baktériumot, oxidaz reagenssel atitatott sziirlapra (Biolab) helyezziik.
Pozitiv teszt esetén az oxidaz reagenssel azonnal reagdld baktérium pirosra szinezédik (pl.
Pseudomonas sp.), mig a 30 mp mulva reagald baktérium halvanypiros elszinez6dést mutat
(pl. Haemophilus sp.). Negativ teszt esetén az oxidaz reagenssel nem reagald baktérium nem

szinezddik el (pl. E. coli).

3.4.5 ONPG (o-nitrofenil-béta-D-galaktopiranozid) teszt

Ez a teszt a kései laktozbontas kimutatdsara szolgal, mivel a lassan bontdk csak
intracellularis B-galaktozidazt termelnek, ennek detektalasara alkalmas az ONPG proba. Ha az
enzim jelen van, akkor az ONPG sarga szinii orto-nitrofenolld hidrolizalodik.

Steril csObe desztilallt vizet tettiink, majd a folyadékba 1-2 telepnyi baktériumot
szuszpendaltunk, majd belehelyeztiikk az ONPG tartalmii korongot (Biolab). Ezt kovetéen 24
oran at 361 °C-on inkubaltuk a csdvet. Pozitiv teszt: sarga szinvaltozas lathato (pl. E. coli).

Negativ teszt: nincs szinvaltozas (pl. Proteus sp.).

3.4.6 Katalaz proba

A baktériumok légzésének végterméke egyes fajoknal H,O,, amely mérgezd lenne a
baktériumra, hogyha az nem termelne katalazt, ami képes a hidrogén-peroxidot vizre ¢€s
oxigénre bontani.

30 %-os hidrogén-peroxid oldatot targylemezre cseppentiink, majd egy masik
targylemez sarkaval 1-2 telepnyi baktériumot a cseppbe keniink. Pozitiv a proba, ha erdteljes
gazképzOdeést tapasztalunk (pl. Sta. aureus), mig negativ proba esetén nincs gazképzdodeés (pl.

Ent. faecalis).
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3.4.7 TSI proba (Triple Sugar Iron)
A fermentativ baktériumok meghatarozasara hasznaljak. A proba (Biolab) haromféle

cukrot (glukéz, laktoz, szachar6z), fenolvords indikatort, vasszulfatot és natrium-tioszulfatot
tartalmaz. A téaptalajt a kémcsOben tgy szilarditjak meg, hogy az alsé magas rész €s a felso
ferde rész egyenld magassagu legyen. Alkalmas cukorbontas vizsgélatara, kén-hidrogén ¢€s
egyeéb gazképzeés kimutatasara.

Gyarilag elkészitett taptalajba (Biolab) oltottunk 1-2 telepnyi baktériumot, majd a
szuszpenzidt 37 °C-on inkubaltuk 24 6ran at. Pozitiv eredmény: ha vizsgalt torzs bontja a
glukozt, laktozt vagy szachardzt, savas szinelvaltozas lathato a taptalaj also és felsd részén
egyarant (pl. E coli). A taptalaj teljes magassagaban a ligos szin (piros) nem fermentalo
baktériumra utal (pl. Pseudomonas sp.) Ha a torzs kén-hidrogént termel, az alsé ¢€s felsd rész
hataran fekete elszinez6dés mutatkozik (pl. P. mirabilis). A gaztermelést a gazbuborékok
jelenléte vagy a taptalaj szétrobbanasa jelzi (pl. E. coli). Negativ eredmény: a taptalajban

elvaltozas nem torténik.

3.4.8 Szénhidrat bontds

A kiilonboz6 szénhidratok bontdsa soran keletkezett savak és gdzok kimutatdsa a
leggyakrabban alkalmazott probak kozé tartozik a klinikai gyakorlatban. A taptalaj peptonviz,
amelyben kiilonb6z6 szénhidratok (dextréz, mannit, szachardz, inozit, laktdz) vannak oldva.
A szénhidrat bontast a megfeleld indikator jelzi.

Gyarilag elkészitett adott szénhidratot tartalmazo (dextrdz, mannit, szachardz, inozit,
lakt6z) taptalajba (Biolab) szuszpendaltuk a baktériumokat, majd 37 °C-on inkubaltuk a
tenyészetet 24 Oran at. Pozitiv teszt: a taptalaj sarga szintire valtozik. Negativ teszt: a taptalaj

szine nem valtozik.

3.4.9 Eszkulin-hidrolizis
Az eszkulin hidrolizisének végtermékeként eszkuletin és gliikoz keletkezik. Az

eszkuletin - koncentraciojatol fliggden- sotétbarna vagy fekete komplexet képez a taptalajban
1évé vasionokkal. A D-csoportit Streptococcusok és Enterococcusok szamara taurokolat
(epesavas-s0) vagy natrium-azid hozzdadasaval szelektivve teszik.

A kisérlet soran makszemnyi tenyészetet oltottunk a taptalajba (Biolab), majd 36+1
°C-on inkubaltuk 24 6rén at. Pozitiv proba: fekete vagy barna elszinezddést latunk (pl. Ent.

faecalis). Negativ proba: szinelvaltozas nincs (pl. Str. pyogenes).
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3.4.10 SLIDEX Strepto Plus teszt

A legtobb Streptococcus csoportspecifikus antigénekkel rendelkezik, amelyek
kivonhatok ¢€s a latex agglutinacids eljarads soran azonosithatok (a specifikus antiszérumhoz
kotott latex részecskék a megfeleld antigénhez kotddnek, amely a latex részecskék szemmel
lathato kicsapodasat okozza). A SLIDEX Strepto Plus teszt (Biolab) a Lancefield-féle A, B,
C, D, F, G csoportba tartozd Streptococcusok meghatarozasara szolgal. Pozitiv eredmény:

agglutinaci6 lathato. Negativ eredmény: agglutinacido nem lathato.

3.4.11 API20E Gram-negativ baktériumok azonositasara szolgalo rendszer

A Dbaktériumok automatizalt mikromodszerekkel (API = Automated Profile
Identification) vald azonositdsara szolgald eljards. Az API20E az Enterobacteriaceae
nemzetség tagjainak €s egyéb nem tdpigényes Gram-negativ palcdknak az azonositdsara
szolgélo rendszer. Az API20E dehidratalt szubsztratokat tartalmaz6 mikrocsovekbdl all. Az
inkubalas soran a bakterialis anyagcsere szinvaltozast idéz eld, amely vagy spontan vagy
reagensek hozzdadasara kovetkezik be. A szinvaltozas nemzetség- vagy akar fajszinta
azonositast tesz lehetdveé.

Sml steril desztilldlt vizbe 1 kacsnyi telepet szuszpendaltunk, majd a szuszpenziot
homogenizaltuk. Steril Pasteur pipettaval egyenletesen, buborékmentesen a mikrocsdvekbe
pipettaztuk a baktérium szuszpenziot. Az L-arginin (ADH), L-lizin (LDC), L-ornitin (ODC),
kén-hidrogén (H,S) és ureum (UREA) tesztek esetén anaerob koriilményeket biztositottunk
paraffinolaj hasznalataval. A csoveket 36+1 °C-on inkubaltuk 18-24 oran at. Az értékeld
adatlapon feltiintettiik az egyes reagensekhez tartozo6 szineket (a szinreakciokat az 1. melléklet
mutatja be), melyek egy 7 szamjegybdl allo adatsort eredményeztek. Ezen szamsor alapjan a

baktériumot az ,,apiweb” szoftver segitségével azonositottuk.

3.5 Az antibiotikum rezisztencia meghatarozasa

3.5.1 Korongdiffuzios modszer

A gyorsan ndvé aerob baktériumok antibiotikum érzékenységének vizsgalatara
alkalmas szemikvantitativ modszer, melynek helyes kivitelezésénél elengedhetetlen, hogy a
vizsgalat az EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

ajanlasainak megfelelden torténjen (internet 1. hivatkozas). E modszernél Miiller-Hinton
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taptalajon készitettiik el a baktérium pazsitot. A taptalaj rétegvastagsdganak pontos betartasa
(4 mm) ennél a modszernél kiilondsen fontos, mert a diffuzid6 a korong kornyezetében
radialisan zajlik. Vékonyabb réteg esetén nagyobbak, vastagabb réteg esetén kisebbek lesznek
a zonak.

Osszesen 16 antibiotikummal (ampicillin, amoxicillin, cefepim, cefotaxim, ceftazidim,
cefuroxim, ceftriaxon, ciprofloxacin, gentamicin, imipenem, linezolid, nitrofurantoin,
norfloxacin, szulfometaxozol, teichoplanin, vankomicin) végeztiik el a vizsgalatot, az

eredmények alapjan pedig felallitottuk az egyes korokozok antibiogram profiljat.

Az antibiotikum rezisztencia kisérleteket az EUCAST szabdlyok eldirasa szerint az aldbbi
moddon végeztiik el:
1. A baktérium szuszpenzidt nem szelektiv, antimikrobas szert nem tartalmazo, de
differencialo taptalajon kindtt telepekbdl készitettiik. A szuszpenzid denzitdsa 0,5
MCcF, 0,85% fiziologias sooldatban.
2. A tovébbi lépéseket a ,,15 perces szabaly” betartasaval végeztiik el, vagyis minden
elvégzett folyamat utan 15 perc sziinetet tartottunk.
A szuszpenzio elkészitését kovetden a baktériumokat szélesztettiik a taptalajon, majd
elhelyeztiik az antibiotikum korongokat a pazsiton.

3. A lemezeket 16-20 6ran keresztul inkubaltuk 35+1 °C-on.

3.6 Tejsav termelé mikrobak antagonisztikus hatasdnak vizsgalata

Az alabbi kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy tejsav termeld baktériumok milyen
mértékli bakteriosztatikus vagy baktericid hatast fejtenek ki az altalunk izolalt uropatogén
mikrobak egy-egy véletlenszertien kivalasztott torzsére. Az alabbi tejsav termeld torzsekkel
végeztik a kisérletet: Lb. acidophilus 1 (sajat izolatum), Lb. acidophilus 2 (sajat izolatum),
Lb. acidophilus 3 (sajat izolatum), Lb. acidophilus NCAIMB 01132, Lb. zeae DSM 20178,
Le. lactis ATCC 7830, Lc. lactis ATCC 11454, Ped. acidilactici ATCC 8042.

3.6.1 Antagonisztikus hatas vizsgalata baktérium pazsit felszinén
A vizeletbdl kitenyé€sztett uropatogén mikrobakbdl szélesztettiink véres agarra,
valamint paradicsomlé-kivonattal kiegészitett véres agarra. A pézsitra a tejsav termeld

torzsekbdl oltokaccsal csikot huztunk, majd a tenyészeteket anaerob médon inkubaltuk 37 °C-
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on. A kiértékelés soran a tejsav termeld torzsek koriili feltisztulasi zonat meértiik.

3.6.2 Antagonisztikus hatas vizsgalata agardiffuzios kisérletekben

A vizeletbdl kitenyésztett uropatogén mikrobdk szuszpenzidit Miiller-Hinton agarba
kevertiik és lemezt Ontottiink. A lemezekbe dugédfurdvat 4-4 lyukat fartunk, majd ezekbe
belemértiink 100-100 pl-t minden tejsav baktérium 16 6ras tenyészetének szuszpenzidjabol,
illetve sejtmentes feliiliszojabol. A lemezeket ezutdn anaerob modon inkubaltuk 37 °C-on. A

kiértékelés soran a lyukak koriili feltisztulasi zonat mértiik.
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IV: Eredmények és értékelésiik

4.1 Tenyésztési €s azonositasi vizsgalatok

A Matra Gyogyintézetben eltoltott 1 évem alatt Gsszesen 1188 vizeletminta érkezett be
a laboratoriumba. Ebb6l 467 minta (39,3 %) volt pozitiv (vagyis valamilyen uropatogén
korokozot tartalmazott), mig 721 minta (60,7 %) negativ volt. Ez az eredmény 6sszhangban
van a nemzetkozi felmérésekkel, miszerint a hiigyuti fertézések eldkeld helyen szerepelnek a
betegségek ranglistajan.

Az izolatumokbol tisztatenyészetet készitettiink, majd biokémiai tesztekkel
azonositottuk a baktériumokat. A leggyakoribb kérokozo az E. coli volt (282 minta, 60 %), ezt
sorrendben a P. mirabilis (85 minta, 18 %), Klebsiella sp. (62 minta, 13 %) és az Ent. faecalis

(38 minta, 8 %) kovették. A korokozok megoszlasat a 3. abra szemlélteti.

W E. coli

Proteus mirabilis
m Klebsiella sp.
W Ent. faecalis

3. abra Vizeletmintabol kitenyésztett uropatogén korokozok szazalékos megoszlasa

A vizeletmintak 90 szdzalékabodl csupan egy korokozot, mig 10 szazalékaban két vagy
tobb patogént sikeriilt kitenyészteni. A Klebsiella izolatumok fajszintli azonositasara nem

kerilt sor.

4.2 A leggyakrabban kitenyésztett baktériumok antibiogramjanak jellemzése

4.2.1 Az Escherichia coli izolatumok antibiogramja
Az E. coli elsddlegesen érzékeny minden B-laktam antibiotikumra, az érzékeny torzsek

aranya: ampicillin - 50 %, amoxicillin/clavulansav - 73 %, cefepim - 93 %, ceftazidim - 92 %,
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cefuroxim - 91%, cefotaxim - 91%, ceftriaxon - 91%. Ugyanugy elsddlegesen érzékeny az
aminoglikozidokkal (gentamicin - 86%), fluorokinolonokkal (ciprofloxacim - 78%,
norfloxacim - 78%) €s a szulfonamidokkal (szulfometaxozol - 73%) szemben (4. abra). A nék

nem komplikalt hugyuti fertdzéseiben rendszerint ilyen antiobiogramui E. coli tenyészik ki.

Az E. coliizolatumok antibiogramja
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4. abra Az E. coli izolatumok antibiogramja.

4.2.2 A Proteus mirabilis izolatumok antibiogramjanak kiértékelése

A Proteus genusba tartozd speciesekre egységesen jellemzO a polymixinnel, a
colistinnel és a tetraciklinnel szembeni természetes rezisztencia. A Proteusok érzékenyek
minden f-laktdm antibiotikumra, az érzékeny torzsek ardnya: ampicillin - 80%,
amoxicillin/clavulansav - 80%, cefepim - 93%, ceftazidim - 94%, cefuroxim - 93%, cefotaxim

- 93%, ceftriaxon - 95% (5. abra).

A P. mirabilis izolatumok antibiogramja
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5. abra A P. mirabilis izolatumok antibiogramja
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4.2.3 A Klebsiella izolatumok antibiogramjanak kiértékelése

A B-laktaméaz enzim kovetkeztében természetes rezisztencidval rendelkeznek az
aminopenicilinekkel (ampicillin) szemben, de a tobbi B-laktam antibiotikumra érzékenyek. Az
altalunk izolalt torzsek kozott az érzékenyek aranya: amoxicillin/clavulansav - 66%, cefepim -

87%, ceftazidim - 89%, cefuroxim - 89%, cefotaxim - 82%, ceftriaxon - 89% (6. abra).

A Klebsiella izolatumok antibiogramja
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6. abra A Klebsiella izolatumok antibiogramja

4.2.4 Az Enterococcus faecalis izolatumok antibiogramja
Az Enterococcusok természetes rezisztenciat mutatnak valamennyi cefalosporinnal,

klindamicinnel, és a metronidazollal szemben (7. abra).

Az Ent. faecalis izolatumok antibiogramja
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7. abra Az Ent. faecalis izolatumok antibiogramja
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A penicillin és szarmazékai irant sokkal kevésbé érzékenyek, mint az igazi
Streptococcusok. Az aminoglikozidok is csak mérsékelten hatékonyak az Enterococcusokkal
szemben (gentamicin - 66%), viszont az altalunk izolalt torzsek 100%-ban érzékenynek
bizonyultak a glikopeptid antibiotikumokra (teicoplanin - 100%, vankomicin - 100%) (7.
abra).

4.2.5 Az antibiogram eredmények dsszegzése
A 2. melléklet tablazataban lathatd, hogy melyek azok az antibiotikumok, amelyekkel

szemben az egyes mikrobak torzseinek legalabb 85 %-a érzékenynek bizonyult.

4.3 Tejsav baktériumok antagonista hatasanak vizsgalata

4.3.1 Vizsgalatok véres agaron és paradicsomlé-kivonattal kiegészitett véres agaron
Az uropatogén baktériumokbol szélesztett pazsitra leoltott tejsav baktériumok nem
tudtak kifejteni antagonista hatdst, mert a tenyésztés soran a patogén torzsek egyszeriien

talndtték dket (8. abra).

8. abra Tejsav baktériumok antagonizmusanak vizsgalata szélesztett
uropatogén mikrobak telepein. A fekete szinnel irt mikrobakat szélesztettiik
a lemezekre, mig a fehér nyilak a tejsav baktériumok leoltasa utan lathato

csikot jelzik.
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4.3.2 Vizsgalatok Miiller-Hinton agaron

A korokozo6 baktériumokat tartalmazo lemezekbe dugdfurdval furtunk lyukakat, majd
ezekbe pipettaztunk 100-100 ul-t a tejsav  baktériumok 16 oOras tenyészeteinek
szuszpenzidibol, valamint sejtmentes feliiliszoikbol. Az €16 sejtekkel tortént leoltasok soran a
Lb. acidophilus 1. valamint a Lb. acidophilus NCAIMB 01132 jelii torzsek fejtettek ki
kiilonb6zé mértékli (de altalaban meglehetdsen csekély) gatldo hatdst (9. dbra) mindegyik

patogénre.

9. abra Tejsav baktériumok €16 sejtjei antagonista hatasanak vizsgalata uropatogén baktériumok tenyészetén.

A fehér szinnel irt nevek a lemezt alkotd patogének; 1. Lb. acidophilus 1. torzs sejtjeinek leoltasi helye; 2.

Lb. acidophilus NCAIMB 01132 leoltasi helye. A fekete nyilak mutatjak az észlelt feltisztulasi zonakat.

A baktériumok sejtmentes feliiliszoival végzett kisérletekben a fentieknél jobb
hatasfokot tapasztaltunk. Osszesen 3 tejsav termeld torzs, a Lb. acidophilus 1., a Lb.
acidophilus 3. ¢és a Lb. acidophilus NCAIMB 01132 feliluszéit tartalmazé lyuk koriil
alakultak ki feltisztulasi zonak, melyeknek a kiterjedése meghaladta az el6 sejtes
kisérletekben tapasztalt zondk méretét. Erdekes modon a feliiluszok még a korabbi, €16 sejtes

kisérletben tapasztalt csekély mértékii gatlast sem fejtettek ki az Ent. faecalisra (10. abra).
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10. abra Tejsav baktériumok sejtmentes feliiliszoi antagonista hatasanak vizsgalata uropatogén
baktériumok tenyészetén. A fehér szinnel irt nevek a lemezt alkotd patogének; 1. Lb. acidophilus
1. torzs feliiluszojanak pozicidja; 2. Lb. acidophilus NCAIMB 01132 feliiluszéjanak pozicidja, 4.
Lb. acidophilus 3. torzs feliiluszojanak pozicidja. A fekete nyilak mutatjak az észlelt feltisztulasi

zbénakat.
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V. Osszefoglalas

A hugyti fertézések a népesség jelentds hanyadanak jelentenek napi szintti problémat.
Ezek az infekciok kevés kivétellel bakterialis korképek, a patogének foként a normal bélflora
tagjai koziil kertilnek ki. A n6k anatomiai adottsagaik révén (a hugycsd nyiladsa kozelebb van a
végbélhez, mint a férfiaknak) konnyebben megfertézédnek, mint a férfiak, de utdbbiak
korében tobb a komplikacid, koszonhetden a hosszabb hagycsének. Erdeklédésemet azért
keltette fel a hagyuti infekciok vizsgdlata, mert szdmottevd kozegészségligyi probléma,
amelynek kezelésében, gyodgyitasiban minden kis eldrelépés nagy segitséget jelenthet a
betegeknek. Munkam soran a Matrai Gyogyintézet mikrobiologiai laboratériuméaban ¢és az
Eszterhdzy Karoly Fdiskola Egerfood Regiondlis Tudaskdzpontjaban végeztem el azokat a
vizsgalatokat, amelyekbdl dolgozatom megsziiletett.

A bevizsgalt vizeletmintdk 39,3 %-aban (467 pozitiv / 1188 megvizsgalt minta)
talaltunk korokozokat, amely igen komoly szamarany, kevés olyan betegség van, amely
ennyire elterjedt a lakossag korében. A mikrobdk azonositasa biokémiai modszerekkel tortént,
¢s a Klebsiella torzsek kivételével sikertilt fajszinten meghataroznom a patogén izolatumokat.
Noha az azonositasnak ez a tipusa robusztus és megbizhatd, véleményem szerint a
molekularis diagnosztika (PCR) elterjedésével egyszeribbé (¢és talan koltséghatékonyabba is)
lehetne tenni ezt a fajta vizsgalatot. A patogének 60 %-a E. coli, 18 %-a P. mirabilis, 13 %-a
Klebsiella sp, 8 %-a pedig Ent. faecalis volt, amely jol mutatja, hogy a végbél €és kornyeke az
elsddleges szennyez0 forras.

Az egyes patogének antibiotikum rezisztenciajat antibiotikum korongokkal vizsgaltuk.
Az eredményeket részletesen bemutattam a 4.2 fejezetben, az 0sszegzést pedig a 2. melléklet
mutatja be. Ennek alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk izolalt térzsek kozott nem
talalhatd olyan, amely az altalanosan elfogadott értékekhez képest fokozott rezisztenciaval
rendelkezne az antibiotikumokkal szemben. Ez jo hir a betegeknek és a kezeldorvosoknak
egyarant, mivel az antibiotikum rezisztencia az utobbi években terjedében van és tobb, sulyos
lefolyasu betegség (pl. TBC) kezelését is megneheziti.

A patogén korokozoknak nem csak a hugyuti fertézések kialakulasdban van szerepe,
hanem ndéknél a hiively egyes megbetegedéseit is okozhatjak. Az egészséges hiivelyflora
védelmi vonalat jelentds részben tejsav baktériumok, foként Lactobacillusok alkotjak. Ezek a
fajok elsOsorban szerves sav termelésiik révén gatoljdk a patogén mikroorganizmusok

elszaporodéasat, de szamos kisérlet eredménye azt mutatja, hogy fehérje természetii
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antibakterialis anyagokat, az Gn. bakteriocineket is szamos torzs termel. Kisérleteinkben azt
tapasztaltuk, hogy az agardiffizids kisérletekben a tejsav baktériumok sejtmentes feliiluszoja
erOteljesebben gatolta a patogéneket, mint az ¢l6 sejteket tartalmazd szuszpenzio. Ez
valdszinlileg annak kd&szonhetd, hogy az €16 sejtek szaméra kevésbé kedvezdek voltak a
novekedési feltételek az agarlemezbe furt lyukakba tortént beoltas utan, igy tovabbi kisérletek
sziikségesek ahhoz, hogy az optimalis koriilményeket meg tudjuk hatdrozni. Mindazonaltal,
Osszesen 3 olyan Lactobacillus torzs volt, amely gétld hatast tudott kifejteni. A tejsav
baktériumok szélesztett patogén baktériumokra vald leoltasa értékelhetetlen eredményt adott,

a patogének gyorsan tulndtték dket, igy itt is tovabbi optimalizalasi 1€pésekre lesz sziikség.

A fenti kisérletekben nem tudtuk sem megerdsiteni, sem kizdrni a bakteriocin fehérjék
jelenlétét, ezért a késObbiekben szeretnénk ebbe az iranyba is 1épéseket tenni. Terveink kozott
szerepel a bakteriocin fehérjék kozvetlen kimutatasa 2D SDS-gélelektroforézissel, valamint a
fehérjéket kodolo gének kimutatasa PCR-rel. Tervezziik tovabba Ujabb, hiivelybdl izolalt
tejsav termeld baktériumok patogénekre kifejtett antagonisztikus hatdsanak vizsgalatat.
Amennyiben sikeriil olyan torzseket taldlnunk, amelyek eredményesen gatoljak a
leggyakoribb uropatogén fajokat, az megteremtheti az alapjat Ujabb intimhigiénés

készitmények létrehozasanak.
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Mellékletek

1. melléklet Az API20E teszt pozitiv és negativ reakcioinak dsszegzése.

Teszt | Hatonyag Eredmény
Negativ Pozitiv

ONPG | 2-nitrofenil-B-D-galaktopiranozid szintelen sarga
ADH | L-arginin sarga vOrds/narancs
LDC L-lizin sarga vOrds/narancs
ODC | L-ornitin sarga vOrds/narancs
CIT trinatrium-citrat halvanyzold/sarga kékeszold/kék
H2S Na-tioszulfat szintelen/sziirkés fekete lerakodas/vékony

vonal
URE ureum sarga vOrds/narancs
TDA | L-triptofan TDA/azonnal sarga vOrdsesbarna
IND L-triptofan James/azonnal szintelen, rdzsaszin

halvanyzold,sarga
VP Na-piruvat VP1+VP2/10perc szintelen, r6zsaszin/vords
halvanyrdzsaszin

GEL zselatin nincs diffazio fekete festék diffuzio
GLU | D-gliikoz kék/kékeszold sarga
MAN | D-mannit kék/kékeszold sarga
INO inozit kék/kékeszold sarga
SOR D-szorbit kék/kékeszold sarga
RHA | L-ramnéz kék/kékeszold sarga
SAC D-szachardz kék/kékeszold sarga
MEL | D-melibiéz kék/kékeszold sarga
AMY | amigdalin kék/kékeszold sarga
ARA | L-arabinoz kék/kékeszold sarga
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2. melléklet A patogén mikrobak torzseinek antibiotikum érzékenysége. A ,,

( 23]

jel azokat az antibiotikumokat jeloli, amelyekre az adott faj izolatumainak legalabb 85 %-a

érzékeny.

Antibiotikum
Patogén AM | AMC | CAZ | CIP | CN | CRO | CTX | CXM FEP | IMP | LNZ | NOR | SXT | TEC | VA
E. coli ° ° ° ° ° °
Ent. faecalis ° ° ° °
Klebsiella sp. 4 ° ] ° °
P. mirabilis ° ° ° ° ° °
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