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1. Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

2.1. Anaerob baktériumok szerepe a human mikrobiomban

A mikrobiomot alkoto fajok sokasaga (diverzitas) és épsége/funkcidja dontd szerepet
jatszik a gazdaszervezet egészséges homeosztazisanak fenntartasaban (Lederberg J. 2001).
Tulajdonképpen a human szervezet egy komplex bioldgiai ,,szuperorganizmus”-nak
tekinthetd, ahol a metabolikus szabalyozas egy része atkeriil a mikrobioldgiai szimbiontak
felelosségébe (Kinross JM. et al. 2011). A mai kutatasok alapjan a human bélflora egészében
a baktériumok tobb mint 99%-a obligat-, vagy fakultativ anaerob baktérium.

Az anaerob baktériumok, mint a mikrobiom dominans tagjai fontos szerepet toltenek
be a nyalkahartydk Okologiai egyensulydnak fenntartdsdban, a szimbidzis révén. Fontos
szereplik van a fiziologias homeosztazis fenntartisaban, egyes vitaminok termelése, az
Osszetett poliszaccharidok emésztése, az immunologiai kornyezet befolydsoladsa, a normal
nyalkahartya immunitas kialakitasa, az IgA termelés indukdldsa révén. Jelentéségiik van az
val6 hatassal (Borningen D. et al. 2013). Fontosak a gasztrointesztinalis patogén korokozok
elleni védelemben, sziikségesek az egészséges élet fenntartasahoz, azonban, ha ez az
okologiai egyensuly valamilyen okbol felborul, szamos esetben feleldsek lehetnek stlyos,
gyakran az életet veszélyeztetd infekciok kialakulasaért (Wallace TC. et al. 2011).

Az anaerob baktériumok altal okozott fertézések laboratoriumi diagnosztikaja egyike a
rutin bakteriologiai vizsgalatok legmunkaigényesebb és legiddigényesebb teriileteinek. Az
anaerob baktériumok igen sokféle, stulyos, gyakorlatilag barmely testtajat érintd infekciot
okozhatnak, melyek 6 jellemz6i a talyogképz6dés, a szoveti nekrozis.

2.2. Clostridioides (Clostridium) difficile

Bar az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation; WHO) jelentései
alapjan az 1980-as évektdl a korhazi kornyezetben leggyakrabban el6forduld enterdlis
patogénként tartjak szamon a toxintermeld Clostridioides difficile (C. difficile) torzseket, az
altaluk okozott infekciok csak a 2000-es évek kdzepétdl, a tobb foldrészre terjedd jarvanyos
eléfordulasuk utan keriiltek az érdeklddés eldterébe.

2016-ban a speciest a 16S rRNS gén szekvencia analizise alapjan reklasszifikaltak
(Lawson PA. et al. 2016), a fenotipusos, kemotaxondmiai és filogenetikai vizsgalatok alapjan
a species Uj genusba, a Clostridioides gen. nov. keriilt, mint Clostridioides difficile gen. nov.
comb. nov. A C. difficile altal okozott fert6zések (Clostridioides difficile Infections: CDIs)
eléfordulasaban és sulyossagaban dramai novekedés figyelhetd meg vilagszerte az elmult két
évtizedben, ami foként az ugynevezett NAP1/BI/027 epidémias torzs elterjedésével fiigg
ossze (Rupnik M. et al. 2009).

A C. difficile jellemzé tulajdonsagai, eléfordulasa, az infekcié kialakulasat elésegité
tényezok

A C. difficile obligat anaerob sporaképz6, Gram-pozitiv, egyenes lancba rendezddott
nagy palca, mérete valtozo: hossza 3 um-t6l a 16 pum-ig is terjedhet, szélessége elérheti a 1,9
pm-t. A C. difficile sporai kimutathatoak a talajban, a felszini- és szennyvizekben, a porban,
igen gyakori a kornyezetben (Al Shaif N., Brazier JS. 1996). A feln6tt emberi szervezetben a
bél mikrobiom tagjaként van jelen, azonban az egészséges mikrobiom egyensulyanak
felbomlasa eldsegiti a toxin-termeld torzsek tulszaporodasat, ezt az allapotot szdmos tényezd
elOsegitheti, ami a bélflorat karositja: tgymint antibiotikum kezelés, proton pumpa
inhibitorok szedése, kemoterapia, stb.

A toxin-termel6 C. difficile patogén szerepének tisztazasa oOta ezt tekintik a
legfontosabb enteropatogén koérokozonak az antibiotikumok okozta hasmenésben (AAD):
felelds ezek 10—-25%-aért és szinte valamennyi pseudomembranosus colitis kialakulasaért. Az
AAD kialakuldsdban szerepet jatszo egyéni tényezOk kozé a 65 évesnél iddsebb kor, az

4



dc_1706_19

immunszuppresszio, az intenziv osztalyos kezelés és a tartds hospitalizacié tartoznak
(Bagdasarian N. et al. 2015). Az antibiotikumok okozta hasmenés klinikai képe az enyhe
hasmenéstél a fulminans pseudomembranosus colitisig terjedhet, Stlyos, esetleg letalis
kimenetelli sz6vOdményei a toxikus megakolon, a perforacio és a sokk.

A toxintermeld C. difficile torzsek altal okozott nozokomialis fertézések
kialakulasanak két utja lehetséges: a korhazi apoléas soran antibiotikum és/vagy kemoterapias
kezelés miatt a betegnél sériil a normal bélflora egyensulya, amely lehetdvé teszi az endogén
toxin-termel6 C. difficile torzsek elszaporodasat. A masik Gt a koérhazi apolas soran, vagy
idések otthonaban a leromlott fizikai allapotu, valamilyen alapbetegségben szenvedd, idos,
vagy karosodott immunrendszerii beteg a korhazban perzisztald, székletszoras utjan terjedo C.
difficile torzsekkel fert6z6dik (Lamont JT. et al. 2018). Sulyos vagy elhiz6ddé hasmenések
esetén a cél a C. difficile okozta fertézések diagnosztizalasa: a diagnodzis elsésorban az A
és/vagy a B toxin kozvetleniil a székletbdl torténd kimutatasan alapszik, melyre a nemzetkozi-
hazai ajanlasokat figyelembe véve kiilonbozoé diagnosztikai modszereket alkalmazhatunk
(Urban E. 2015; Crobach MJ. et al. 2016).

A C. difficile patogenitasi tényezdi

A C. difficile torzsek enteralis infekciokban jatszott human patogén képességét
elsésorban a toxin termelésiikk okozza. A baktériumok altal termelt toxinok exotoxinok,
fehérje természetliek, a baktériumok a stacioner fazisban termelik, hére érzékenyek, a
proteolitikus enzimek tobbségiiket elbontjak és hatdsukra a szervezetben ellenanyagok
termelddnek.

A C. difficile torzsek kiilonb6z6 toxinokat termelhetnek: A toxin (TcdA); B toxin (TcdB)
és aktin-specifikus adenozin-difoszfat (ADP) riboziltranszferaz (,,binary toxin”) (CDT).

Az A ¢és B toxinok bioldgiai aktivitasok széles spektrumaval rendelkeznek, amelyek
hozzajarulnak a CDI tiineteihez. Az A és B toxin ugyanazon mechanizmus alapjan fejti ki
hatasat, mindkét toxin receptor-medialta endocitdzis révén jut be a sejtekbe. A két toxin kozti
kiilonbség a sejtekhez vald kotédésiikben van: a B toxin 1000-szer erésebb toxin, mint az A,
mivel tobb a toxin specifikus receptor stirtisége a sejten. Bar a TcdB joval hatékonyabb, mint
a TcdA, mindkettd citotoxikus a legtobb tenyésztett sejtre, ahol a kaszpaz-fliggd apoptozist
kivaltja. A toxin (TcdA): 308 kDa molekulatomegii fehérje, melynek az elsédleges klinikai
tiinetek kivaltasaban van szerepe. Az A toxin potens enterotoxin, de citotoxikus hatdsa is
bizonyitott, hatdser0ssége a koleratoxin szintjét éri el (eltéré mechanizmussal) €és extenziv
epitélialis karosodast okoz a kolonban. B toxin (TcdB): 269 kDa molekulatomegti fehérje,
amely a citotoxikus hatasért felelds. A B toxin a sejtvaz pusztuldsat okozza, a sejtek
lekerekednek, majd bekovetkezik a sejtek pusztulasa. A B toxin nem okoz enterotoxikus
hatast és az ép epitéliumot sem kérositja, csak az A toxin okozta destrukcido utan Iép
miikodésbe, az A-toxinnal szemben folyadék akkumulaciot nem okoz. Aktin-specifikus ADP
riboziltranszferaz (binary toxin: CDT): a célsejt aktin citoszkeletont karositva a sejt
pusztulasat okozza. A toxin az un. A-B toxintipusba sorolhatd szerkezet és funkci6 alapjan,
két részbdl all: egy 48 kDa molekulatomegii enzimatikus régiobol (cdtA) és egy 94 kDa
molekulatomegii koté Gn. binding régiobol (cdtB). A binary toxin citotoxikus aktivitasa in
vitro bizonyitott: a CDT altal modositott aktin karositja az aktin citoszkelont, és citopatias
hatast eredményez a sejtvonalon (Sundryial et al. 2010). A TcdA ¢és TcdB-vel ellentétben, a
binary toxint kodolo cdtA és cdtB gének nem a Paloc-ban lokalizalodnak, hanem az un.
binary toxin lokuszon (CdtLoc).

Az A és B toxinokat kodold gének egy 19,6 kb nagysagl patogenitasi szigeten, az un.
lokalizalodik. Az A és B toxint nem termel6 torzseknél a PalLoc régid nincs jelen. A toxinok
mellett szamos egyéb tényezd, igy tok, kemotaxis, adhézid, illetve a kiilonb6zd hidrolitikus
enzimek (hialuronidéz, zselatinaz, kollagendz, heparindz) is jelent0s szerepet jatszhatnak a
baktérium patogenitasaban.
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A C. difficile torzsek tipus meghatarozasai

A restrikcios endonukleaz analizis (Restriction Endonuclease Analysis: REA) alapjan
BI tipusu, a pulzaltatott mezejii gél elektroforézis (Pulsed-field Gel Electrophoresis: PFGE)
NAP1 (Nort-American pulsed-field gel electrophoresis type 1) tipusi és a polimeraz
lancreakcido (PCR) 027-es ribotipustt (RT) (BI/NAP1/027) C. difficile torzs (tovabbiakban:
027-es ribotipus) altal okozott nagy kiterjedésii jarvanyokkal a torzsek molekularis tipizalasa
is egyre nagyobb hangsulyt kapott. In vitro vizsgalatban az epidémias 027-es PCR-ribotipusu
torzsek 16-szor tobb toxin A-t és 23-szor tobb toxin B-t termelt, mint mas ribotipust C.
difficile torzsek. A 027 PCR-ribotipusu torzsek szelektalodasa elsésorban a fluorokinolonok
széles korti alkalmazasaval hozhatd Gsszefliggésbe, koriikben a fluorokinolon-rezisztencia
eléfordulasa nagyobb aranyu (Kuijper EJ. et al. 2006). A tipizalasi modszerek segitségével
kovethetjiik a C. difficile altal okozott infekciokat, elkiilonithetjiik a sporadikus eseteket és a
jarvanyokat, adatokat kaphatunk az egyes torzsek regionalis vagy globdlis terjedésérol,
kovethetd egy-egy virulensebb torzs cirkulacioja.

Az elmult években szamos molekularis tipizalasi modszer terjedt el a torzsek
tipusdnak meghatarozasara. Europaban a PCR ribotipizalas terjedt el: a modszer a 16S ¢és 23S
rRNS-t koédold gének altal kozrefogott ISR (Intergenic Spacer Region) szakaszok
amplifikalasan és a keletkezett PCR fragmentumok gélelektroforézissel —torténd
szétvalasztasan és detektalasan alapszik. A képzodott termékek mérete és szama torzsenként
eltér, az egyedi mintazat lehetdséget biztosit a torzsek epidemioldgiai célbol torténd
vizsgalataira. A PCR termékek detektalasara korabban specialis agar6z gél futtatast
alkalmaztak, ma mar a modszer jobb reprodukélhatésagit ¢és az eredmények konnyebb
kiértékelhetdségét specialis kapillaris gélelektroforézis (CE) biztosithatja.

2.3. A Bacteroides/Parabacteroides (genus) nemzetségek tagjainak f6 jellemzoi

A humdn bél mikrobiom tobb ezer kiilonbdzd baktériumfajbol all, amelynek kb.
99,9%-a obligat anaerob baktérium (Xu J. és Gordon JI. 2003) és ezek igen jelentés hanyada a
Bacteroidetes phylumba (féként: Bacteroides, Alistipes, Parabacteroides és Prevotella)
tartozik (Wexler AG., Goodman AL. 2017). A modern metagenomikai vizsgalatok a
Bacteroidetes és Firmicutes fajok intesztinalis mikrobiomban valé dominanciajat erdsitették
meg (Konnonen E. et al. 2011).

A Bacteroides/Parabacteroides genusokba tartozo speciesek obligat anaerob, epe-
rezisztens, sporat nem képz6 Gram negativ palcak. A Bacteroidaceae csaladon beliill a
Bacteroides/Parabacteroides nemzetségekbe tartozo fajok elkiilonithetéek a jellegzetes DNS
guanin-citozin dsszetételiik (40-48 mol%) alapjan. Taxonomiajuk az elmult évtizedekben igen
jelentds valtozasokon ment keresztiil, az ide sorolt speciesek szama -kdszonhetden az 1j,
molekularis  diagnosztikai  eljarasoknak-  jelenleg is  allandéan  valtozo, a
Bacteroides/Parabacteroides genusokon beliil >50 (Garett WS., Onderdonk AB. 2015).

A Bacteroides/Parabacteroides nemzetségekbe tartozo fajok tagjainak szamos
¢lettani hatasuk van a taplalkozasban: az epesavak lebontdsa, vitaminok termelése, az
emésztetlen tapanyagok tovabb bontdsa, felszivhatova tétele révén. Szerepet jatszanak az
immunrendszer érése sordn: a Peyer-plakkok és intesztindlis immunitas indukalasa, illetve a
tapcsatorna mas szervrendszerekre vald kozvetett kihatdsaban (Wexler AG. 2017). Jelentds
élettani szerepiik mellett, mint opportunista patogének képesek a bélbdl kijutva sulyos
fertdzéseket is okozni, az altaluk okozott infekciok altalaban polimikrobialisak, melyekben
fakultativ- és obligat anaerob baktériumok egyiittesen mutathatok ki. A bél mikrobiomban
nagyszamban jelenlévé Bacteroides/Parabacteroides fajok okozzak az anerob baktériumok
altal okozott human infekciok 50-60%-at.

A Bacteroides/Parabacteroides torzsek virulencia faktorai harom csoportba
sorolhatdak: melyek szerepet jatszanak (i) a szdveti adherencidban, (ii) a gazdaszervezet
immunrendszere elleni védekezésben (oxigén toxicitas és fagocitozis) és (iii) a szovetek
destrukciojaban. A B. fragilis egyik fontos patogenitasi tényezdje az enterotoxin (BFT), egy
cink metalloproteaz termelése (Kling JJ. et al. 1997; Moncrief JS. et al. 1995; Claros MC. et
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al. 2006), mely az intesztinalis epitéliumban a zonula adherensek szoros illeszkedéseit (tight
junction) karositja az E-cadherin hasitasaval, mely az epitélialis sejtek aktin-citoszkeleton
atrendez6dését és a ,.tight junction”-ok karosodasat eredményezi. Ezen a barrieren rés
keletkezik, igy hasmenés alakul ki. A BFT-t az ugynevezett enterotoxigenikus B.
fragilis (ETBF) torzsek szekretaljak, melyek a harom BFT izotipust eltérd bft locuson
kodoljak, melyek egy 6-kb nagysagi genom szegmensen helyezkednek el (Sears CL. 2001).
A BFT a ciklooxigenaz-2-termelését és a folyadék szekrécidjat indukalja a bél epitélsejtjeiben
(Kim JM. et al. 2006), egyes ujabb kutatasok szerint a BFT lehetséges karcinogén szerepet
tolt be a vastagbélrakban (Toprak NU. et al. 2006; Chung L. et al. 2018).

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok és a surveillance fontossaga

A Bacteroides/Parabacteroides fajok rendelkeznek a legmagasabb rezisztencia-
szintekkel és a legtobb antibiotikum rezisztencia-mechanizmussal az dsszes anaerob korokozo
faj koziil. Az anaerob-ellenes antibiotikumok szama eléggé korlatozott: cefamycinek (pl.
cefoxitin), B-laktam/B-laktamaz gatldé kombinaciok, karbapenemek, 5-nitroimidazolok,
clindamycin, egyes makrolidok, tetracyclinek, tigecyclin, chloramphenicol, fluorokinolonok.
Egészen az elmult évtizedekig az anaerob baktériumok terdpidja nem jelentett gondot,
a kiilonboz6 anti-anaerob szerekkel szemben. A Bacteroides fajok potencialisan rezisztensek
lehetnek az antibiotikumok széles korére, és az adott antimikrobialis rezisztencia
nagymértékben eltérhet a foldrajzi helyek és az adott intézmények kozott, igy néhany, a
multban gyakran hasznalt antibiotikum-terapia mar nem alkalmazhat6 az empirikus kezelés
soran. A rezisztencia mértéke a Bacteroides/Parabacteroides csoport kiilonb6z6 fajai kozott
is valtozhat.

Egyre tobb kozlemény szamol be -a ma még sporadikus eléfordulast- multi-drug-
rezisztens (MDR) Bacteroides spp. torzsek megjelenésérél, ami a kezelés atgondolasanak
sziikségességét veti fel (Boyanova L. et al. 2015; Husain F. et al. 2013; CDC Morbidity and
Mortality Weekly Report 2013; Hartmeyer GN. et al. 2012; Katsandri A. et al. 2006;
Nakamura I. et al. 2017). Ezek a kézlemények, az epidemiologiai adatok azt sugalljak, hogy a
klinikusoknak nem szabad kizarolag a nemzetk6zi felmérésekbdl szarmazé kumulativ
érz¢kenységi adatokra tdmaszkodniuk a betegek kezelése sordn, ismerniiik kell a helyi
rezisztencia viszonyokat és figyelembe kell venniiik a minimalis gatlo koncentracio (Minimal
Inhibitory Concentration: MIC) értékek meghatarozasan alapuld érzékenységi vizsgalatot a
sulyos fertdzések kezelésében.

2.4. A matrix-asszisztalt 1ézer deszorpcios, ionizaciés, repiilési idé6 mérésén alapulo
tomegspektrometria (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation-Time of Flight-Mass
Spectroscopy: MALDI-TOF-MS) médszer klinikai mikrobiologiai alkalmazasa

A rutin klinikai bakteriologiai diagnosztikai laboratoriumok szédmara elsddleges
fontossdgl a kitenyészett baktériumok fajszintli azonositasa (identifikalas). Ez kétféle
megkozelitéssel lehetséges: a fenotipusos jellemzokon alapuld identifikélds sordn a
baktériumtdrzs fenotipusos (pl. morfologiai, citologiai, biokémiai, fiziologiai) tulajdonsagait
hatarozzuk meg, amelyek az adott baktériumtorzs génjeir altal kodolt tulajdonsdgok
megnyilvanuldsaval jonnek létre. A genotipus meghatirozdsan alapuld modszerek soran a
baktérium genotipusat egyértelmiien meghatarozd, a genomot felépitd nukleinsavak
szekvencigjat hatdrozzuk meg, amely stabil, a kdrnyezettdl fliggetlen alland6 jellemzd.

A tomegspektrometria (Mass Spectrometry: MS) olyan kémiai/biokémiai analitikai
moddszer, amely a vizsgdlandd anyagminta atomjainak vagy molekulainak ionizéaciojat
kovetden a keletkezd kisebb-nagyobb vegyiileteket toltésegységre esd tomegiik (mass to
charge [m/z]) szerint elvélasztja. Az eredmény a keletkezd ionokat jelzd csticsokbol allo
tomegspektrum, amelyben egy-egy csucs egy adott m/z fajlagos tomegili ionizalt molekulat
jelez, a csticsok magassaga pedig ardnyos az adott molekula mennyiségével.
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A mikrobdk jellegzetes, a taxonra jellemzd fehérjeprofillal rendelkeznek, igy a
MALDI-TOF MS-vizsgalat soran keletkez6 tomegspektrum egy adott mikrobafajra (species),
illetve nemzetségre (genus) jellemzé. Az azonositasara haszndlt modszer a mikrobdk
konzervalt, riboszémalis (és bizonyos esetekben egyéb, transzlacios és transzkripcios)
proteinjeinek analizisén alapulnak, kihaszndlva azt a tényt, hogy ezek a fehérjék nagy
mennyiségben talalhatoak meg a sejtekben. A mért fehérjeprofil, illetve tomegspektrum
azonositdsa egy mar meglévd adatbazishoz torténd hasonlitds utjdn megy végbe. Az
azonosithatd mikrobdk kore elsésorban az adatbazisban talalhatdé referenciaspektrumok
szamatol fiigg, annak bovitésével a mddszer egyre tobbféle mikroba azonositasara tehetd
alkalmassa.

Az anaerob baktériumok species szinten torténd identifikalasaban szamos elénnyel jar
ez a modszer (Nagy E., Schuetz A. 2018). A hagyomanyos biokémiai probakon alapuld
identifikalas ezen baktériumok esetében akar 5—7 napig is eltarthat, vagy csak a 16S rRNS
gén szekvenaldsa ad pontos, végleges eredményt. A MALDI-TOF MS-mddszer elénye ebben
az esetben az, hogy a vegyes tenyészetben jelenlévo, de izolalt telepek is alkalmasak lehetnek
akar a tenyészetbdl kozvetleniil torténd (“direkt) species identifikalasra, masik elonye a
megtakaritott id6, mivel az adott baktériumtorzs azonositdsa kevesebb, mint egy oOra alatt
végezheto el.

Bizonyos esetekben a tomegspektrum alapjan lehet6ség van virulens és kevésbé
virulens patotipusok elkiilonitésére is. Az azonos speciesbe tartoz6 izolatumok MS csucsai
kozotti kiilonbségek melyeket a MALDI-TOF mérések lathatova tesznek lehetdséget ad a
néhany mikroorganizmus esetében a gyors és pontos szubtipus elkiilonitésre is.

A modszer igéretesnek mutatkozik a mind a klinikusok, mind a mikrobiologusok
szamara sok problémat okoz6 Cutibacterium (Propionibacterium) acnes patogén szerepének,
illetve kontaminans szerepének eldontésére egy adott klinikai helyzetben. Az ujabb,
molekularis alapokon nyugvé kutatasok Osszefiiggést talaltak a baktérium egyes filotipusai és
a patogenitasban betdltott szerepe kozott.

A Bacteroides/Parabacteroides torzsek karbapenem rezisztencidjanak kimutatasat is
elvégezhetjiik a modszer alkalmazasaval: a B. fragilis populacio két genetikailag és
fenotipusosan meghatdrozott alcsoportra oszlik (Divizié I és II), amelyekben a DNS-DNS
homologia szintek és a konstitutiv gének szekvenciai is eltérnek, €s bizonyos gének
eléforduldsa més és mas. Igy a Divizi6 I a cefalosporinazt k6dolo cepA gént, mig a Divizi6 I
a karbapenemazt kodoldo cfiA gént hordozza kizardlagosan, a genetikai kiilonbség
megmutatkozik a MALDI-TOF-MS-profilokban is, igy a karbapenemazt termel6 Divizio I1-es
torzseket is felismerhetjiik (Nagy E. et al. 2011).

3. Célkituzések

Az értekezésben szerepld kisérletes klinikai-epidemiologiai vizsgalatok kozos vonasa
az, hogy a legfontosabb, a klinikai mikrobiologiai diagnosztikai laboratoriumokban
leggyakrabban izolalt human patogén anaerob baktériumok altal okozott korfolyamatok
esetében a molekularis diagnosztika eszkozeivel, valamint in vitro koriilmények kozott
vizsgaltuk e korokozok eurdpai-magyarorszagi elterjedésének jellemzdit, antibiotikum
érzékenységi viszonyainak alakulasat, a fobb rezisztencia-, illetve egyes patogenitasért felelds
gének el6fordulasat. Vizsgalatainkat az alabbi harom témateriileten végeztiik: a C. difficile
a Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozd torzsek antibiotikum érzékenységi
vizsgalatai, egyes rezisztencia mechanizmusokért és patogenitasi tényezokért felelds
génjeinek kimutatasa és az 01j diagnosztikai médszer, a MALDI-TOF MS alkalmazhatésaga a
human klinikai anaerob izolatumok species szinten torténd identifikalasara, egyes fajok
esetében tipusmeghatarozasara.
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Ezen témateriileteken beliil kozvetlen célkitiizéseinket az aldbbiakban részletezem:

A C. difficile torzsek vizsgalatai soran célul tiiztiik ki, hogy

- mivel Magyarorszagon a C. difficile torzsek molekularis jellemzése eddig még nem tortént
meg, irodalmi adatok alapjan Gsszeallitott, sajat ,,home-made” PCR moddszerekkel vizsgaljuk
a hasmenéses székletmintakbol gyiijtott izolatumok esetében a toxinok (igy a binary toxin is)
termeléséért felelds cdtA, cdtB, tcdA és tcdB gének jelenlétét, az A toxin gén 3'-végében 1évo
deléciot, vagy inszerciot.

- Osszehasonlitsuk a kereskedelmi forgalomba bevezetett, Gj molekularis diagnosztikai
modszer eredményeit a “gold standard”-ként hasznalt szOvettenyészet -citotoxicitasi
vizsgalatanak és a kereskedelemben beszerezhetd enzimhez kotott immunfluoreszcencia
vizsgalattal (ELFA) az A és B toxinok kdzvetlen kimutatasara hasmenéses székletmintakbol.

- tanulmanyozzuk molekularis diagnosztikai vizsgalatok segitségével Magyarorszag egyes
kiilonb6zé részeib6l szarmazé C. difficile izolatumok PCR  ribotipusainak megoszlasat,
térbeli- és az elmult hisz évben az idébeli valtozasat, az adatainkat dsszevetetjiik a publikalt
nemzetkdzi adatokkal.

- vizsgaljuk a magyarorszagi C. difficile torzsek antibiotikum érzékenységét, ennek iddbeli
valtozasat, illetve vizsgaljuk a hasmenéses székletmintakbol izolalt torzsek érzékenységét az
ujonnan bevezetett antibiotikummal a fidaxomicinnel szemben.

- sajat 10 éves beteganyagunkban megvizsgaljuk az extraintesztinalis C. difficile fertézések

crer

Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo torzsek korében végzett vizsgalatok soran
célul tiiztiik ki, hogy

- kiviteleziink egy eurdpai szintii antibiotikum érzékenységi vizsgalatot standardizalt modon,
tobb orszagbol gylijtétt Bacteroides/Parabacteroides izolatumok esetén, ahol vizsgaljuk a
kiilonboz6 fajok  antibiotikum-érzékenységét: ezt Osszehasonlitjuk a CLSI  (Clinical
Laboratory Institute) illetve az EUCAST (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing) hatarértékeit alkalmazva, keressiik a fajok- és a régiok kozotti
kiillonbségeket és nyomonkovetjiik, vizsgaljuk a rezisztencia-aranyok alakulasat eurdpai
szinten az elmult 20 évben.

- vizsgéljuk a Magyarorszag kiilonboz6 teriileteir6l szdrmazd 400, klinikailag relevans
Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartoz6 izolatum antibiotikum érzékenységi
viszonyait, majd az adatainkat Osszehasonlitjuk az el6z6 hazai, illetve a nemzetkozi
adatokkal.

- a magyarorszagi gylijteményiinkbdl szarmazo klinikailag jelentds multirezisztens (MDR)
Bacteroides/Parabacteroides izolatumok antibiotikum rezisztenciajat vizsgaltuk a
prevalencia, a genetikai kifejez0dés mikéntje és a hordozd genetikai elemek jelenléte
szempontjabol.

- meghatarozzuk a hazai Bacteroides/Parabacteroides izolatumok multi-drog efflux
transzporter fehérje termeléséért felelds gén (bexA) jelenlétét.

- meghatarozzuk a B. fragilis torzsek enterotoxin gén (bft) hordozasanak aranyat, jellemezziik
ezek izotipusait, valamint a C10 és Cl11 cisztein proteaz géneket (bfpl-4, fpn) majd
Osszehasonlitottuk adatainkat az el6z6 hazai, illetve a nemzetkozi adatokkal.

A MALDI-TOF MS alkalmazasa soran az anaerob baktériumok diagnosztikdjaban,
célul tiiztiik ki, hogy megvizsgaljuk:

- a klinikailag relevans mintdkbdl nyert anaerob izolatumok milyen aranyban azonosithatok a
fajok vagy nemzetségek szintjén a MALDI-TOF MS-mddszerrel, a klasszikus biokémiai
tesztekkel ugyanazon izolatumok esetén el lehet-e fogadni az eredményeket, a 16S rRNS gén
szekvenalassal meg lehet-e erdsiteni az eltéré eredmények esetében a MALDI-TOF modszer
faymeghatarozasat.
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- a MALDI-TOF MS profilok alkalmazhatésagat a kiilonb6zd, Bacteroides/Parabacteroides
csoportba tartoz6 izolatumok species szintli identifikalasara, igy a MALDI-TOF MS modszer
esetén egy masok szamara is jol alkalmazhaté adatbazist hozzunk 1étre ezen leggyakrabban
izolalt anaerob baktérium csoport fajai kozott.

- a rutin, klinikai mikrobiologiai diagnosztikaban alkalmas-e a MALDI-TOF MS a
filogenetikailag két kiilonboz6 csoportot alkotd B. fragilis izolatumok elkiilonitésére, melyek
hordozzak a karbapenem rezisztenciaért felelds cfiA gént azoktdl a torzsekt6l, amelyek nem
(a Divizio 1 és 11).

- ¢értékeljiik az MS-alapu tipizalasi modszer eredményességét a huméan korfolyamatokbol
izolalt és a kontaminans Cutibacterium (C.) acnes torzsek esetén, 6sszehasonlitva az MLST
modszerrel.

4. Alkalmazott modszerek

Vizsgalatok C. difficile torzsekkel
A torzsek gyljtése

A SZTE AOK KMDI-be beérkezett hasmenéses székletmintakbol izolalt, valamint a
vizsgalatok kivitelezése alatt még az Intézetben miik6dd0 Human Patogén Anaerob
Baktériumok Orszagos Referencia Laboratoriumaba az orszag kiilonb6zo régidibol,
kiilonboz6 laboratoriumokbal bekiildott székletmintakbol izolalt C. difficile torzsek vizsgalata
tortént meg: egyrészt a toxinok termeléséért felelos gének kimutatasa, masrészt a torzsek
ribotipizalasa, illetve az antibiotikum érzékenységiik meghatarozasa. A hasmenést okozd
ribotipusok magyarorszagi elterjedésének-ribotipus valtasanak epidemioldgiai vizsgalatait
sajat munkacsoportunk 1998-ban, 2002-2004 kozott, 2006-2007 kozott, 2010-ben, 2014-ben
¢s 2018-ban végezte el, mig a 2011 és 2015 kozotti iddszakban évente torzsgytjtéssel
csatlakoztunk egy-egy pan-europai vizsgalathoz.

A torzsek tenyésztése

A friss/fagyasztott hasmenéses székletmintakbol a C. difficile szelektiv tenyésztését
CCFA (Cycloserine Cefoxitin Fructose Agar, Oxoid, Basingstoke, UK) és/vagy Brazier
CCEY (Cefoxitin/Cycloserine Egg Yolk, Mast Diagnostics, Bootle, UK) agaron végeztiik el,
anaerob kamraban (85% N2, 10% CO., 5% H>; Bactron; Sheldon Man. Inc. USA) 24-48 6ran
at 37°C-on. A torzsek azonositdsa a Wadsworth Manual alapjan hagyomanyos biokémiai
modszerekkel (Jousimies-Somer HR et al. 2002), APl ANA (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Fr),
illetve MALDI-TOF (Bruker Daltonik Bréma, Gr.) modszerrel tortént.

Toxin kimutatasi vizsgalatok

Az izolalt torzsek citotoxicitas vizsgalatat HeLa sejtvonal alkalmazasaval végeztiik. A
sziirt baktérium tenyészet feliiliszoinak egyrészt az eredeti higitatlan alikvotjat (20 pl) vittiik
r4 a HeLa sejtvonalra, illetve a tizszeres higitasait (1071-10%) beoltottuk a lyukakba, és
inkubdlds utan (37°C-on 5% COz-on 24 o6rén at) a citotoxikus hatést vizsgaltuk. Gyari
modszerek: a mind a székletbdl torténd kozvetlen toxin vizsgélatokat, mind a kitenyésztett
torzsbol végzett toxin vizsgalatokat VIDAS C. difficile Tox A/B (bioMérieux, Marcy-1’Etoile,
Fr) ELFA modszerrel, illetve 2010 utan a C. diff QIUK CHEK Complete (Techlab,
Blacksburg, VA, USA) A/B toxinok ¢és a specifikus glutamat dehidrogenaz (GDH) egyideji
kimutatasara alkalmas immunkromatografids modszerrel végeztiik el a gyartok eldirasanak
megfelelden.

A f6bb toxin gének, a binary toxin gén és a tcdC gén PCR vizsgalata (,,home-made” modszer)

Az adott C. difficile torzs egyetlen telepét szuszpendaltuk TES pufferben (50 mM
Tris-hidroklorid [pH 8,0], 5 mM etilén-diamin-tetraecetsav: EDTA, 50 mM NaCl), és a
szuszpenzidt 95°C-on 10 percig melegitettiik, majd 15,300 g fordulatszamon centrifugaltuk 5
percig. Az NK2 ¢és az NK3 primerek az A toxin gén nem ismétlddd szekvenciajahoz, mig az
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NK104 és az NK105 a B toxin gén szekvenciajahoz vannak tervezve. Az NK9 és NKI11
primerek az A toxin gén ismétl6dé szekvenciajahoz vannak tervezve; hogy detektaljuk az A
toxin gén 3' végét érintd deléciokat. A PCR reakciokoriilmények az irodalmi adatok alapjan
allitottuk ossze (Kato N. et al. 1991; Kato H. et al. 1998; Stubbs S. et al. 2000). A PCR-
termékeket 0,8-1,5% agardzgélben vizualizaltuk. A géleket UV fényben Kodak digitalis
fényképezdgéppel fényképeztiikk, és a Kodak 1D 3.5 szoftverrel elemeztiik. A tcdC gén
szegmensét C1 és C2 primerek segitségével amplifikaltuk (Spigaglia P., Mastrantonio P.
2002).

BD GeneOhm Cdiff vizsgalat

A BD GeneOhm Cdiff modszer gyors, gyari molekuldris diagnosztikai eljaras a C.
difficile B toxin gén (tcdB) kvalitativ kimutatasara hasmenéses székletmintakbol. A teszt
probakkal. A kapott PCR eredmények kiértékelését a SmartCycler késziilék (Cepheid,
Sunnyvale, CA. USA) automatikusan végzi. A BD GeneOhm Cdiff vizsgalatot a gyarto
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) utasitasai szerint végeztiik.

Ribotipusok meghatarozasa PCR modszerrel

A tenyésztési koriilmények és a DNS kivondsa

A PCR-ribotipusok meghatarozasahoz a torzseket Fastidious Anaerobe Agar-on
(FAA) (LabM, Heywood, Lancashire, UK) tenyésztettiik; a lemezeket 37° C-on inkubaltuk 24
oran at anaerob koriilmények kozott. A sejteket 5%-0s (w/v) Chelex-100 (Bio-Rad, Hercules,
Cal., USA) oldatban reszuszpendaltuk. A szuszpenziot 95°C-on 12 percig inkubaltuk, majd
15,000 g fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk. A PCR reakcidkat az irodalomban k6zolt
adatok alapjan allitottuk Ossze (Stubbs SL. et al. 1999), a PCR termékek kimutatasa agardz
gélelektroforézissel tortént A PCR ribotipus profilokat GelCompar képelemzd szoftverrel (4.0
verzid; Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belg) elemeztiik.

PCR ribotipusok meghatarozasa kapillaris gélelektroforézissel (CE)

A CE ribotipus meghatérozasat az ausztriai Egészségiigyi és Elelmiszerbiztonsagi
Ugynokségben (Bécs, Ausztria) végeztiik el, ahogy azt korabban leirtak (Indra A. et al.
2008). A DNS izolalashoz MagNA Pure Compact (Roche, Basel, Sw.) gyari kitet hasznaltunk
a gyarto utasitasai szerint. Az egyes csucsok méretét szoftverrel (Applied Biosystems, Foster
City, Cal. USA) szamitottuk ki. A kapott adatokat elemeztiik a webalapu adatbazis (
http://webribo.ages.at) alapjan, amelyet a CE-alapi PCR-ribotipusok eredményei alapjan
hoztak Iétre (Indra A. et al. 2008).

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az antibiotikumok: erythromycin, clindamycin, metronidazol, moxifloxacin,
vancomycin és rifampicin vizsgalata tortént meg E-teszt-el (AB BIODISK, Solna, Sv) a
gyartd eldirasainak megfeleléen. A clindamycin és a metronidazol hatarértékeinek
interpretalasa a vizsgalat elvégzésekor érvényben 1évé CLSI anaerob baktériumokra
vonatkozo ajanlasokat (CLSI 2008, CLSI 2011) vettik figyelembe, a rifampicin és az
erythromycin hatarértékei — mivel anaerob baktériumokra nem voltak abban az idészakban
hatarértékek - a CLSI Staphylococcus aureus-ra vonatkozo ajanlasok alapjan voltak értékelve.
A moxifloxacin anaerob baktériumokra vonatkozo hatarértékei Ambler kozleménye (Ambler
J. et al. 2008) alapjan lettek meghatarozva. A fidaxomicin (Astellas Pharma Ltd. Tokio, Jp)
MIC értéket agar-higitdsos modszerrel hataroztuk meg.

11


https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.46141-0#R15
https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.46141-0#R15
https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000334#R11
https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000334#R11
https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000334#R11
http://webribo.ages.at/
https://jmm.microbiologyresearch.org/content/journal/jmm/10.1099/jmm.0.000334#R11

dc_1706_19

4.2. Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsek korében
A baktériumok gytijtése és fajok meghatarozasa

Eurdpai torzsek

Az European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)
Study Group for Anaerobic Infections (ESGAI) altal koordinalt vizsgalatba 13 orszagot
(Belgium, Horvatorszag, Cseh Koztarsasag, Finnorszag, Franciaorszag, Németorszag,
Gordgorszag, Magyarorszag, Olaszorszag, Spanyolorszag, Svédorszdg, Hollandia és
Torokorszag) vontunk be. Minden orszag 3-103 egymast kovetd, nem duplikalt Bacteroides-
Parabacteroides nemzetségbe tartozO 824 relevans Klinikai izolatumot kiildott
laboratériumunkba. Abban az esetben, ha a bekiildo laboratorium és a vizsgalod laboratorium
identifikalasa nem egyezett a MALDI-TOF MS modszert is hasznaltuk az identifikalasra.

Magyarorszagi torzsek

Human klinikai mintakbol 400 Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozé torzset
gyljtottiink random 6ssze 2014 és 2016 kozott négy nagy magyarorszagi laboratoriumbol: 1:
Semmelweis Egyetem Mikrobiologiai Laboratorimumi Részleg, Budapest; 2: SYNLAB Ltd.,
Budapest; 3: Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Mikrobioldgiai Laboratoriumi Részleg; 4:
Szegedi Tudomanyegyetem Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet. A torzsek species-
szintll identifikalasa eldszor mindegyik laboratoriumban a sajat MALDI-TOF MS
késziilékiikkel (mindegyik laboratorium Bruker Daltonik, Bréma, Gr.) tortént a Biotyper
Version 3.0 software-t hasznalva, majd a SZTE KMDI-ben ismételten identifikaltuk a
torzseket MALDI-TOF modszerrel, ATB ID 32A (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Fr)
modszerrel, illetve amennyiben eltéré eredményt kaptunk szekvenalassal.

Antimikrobidlis szerek és a MIC értékek meghatarozasa

Az eurdpai torzsek esetében kilenc antimikrobialis szer MIC-értékét a CLSI irdnyelvei
alapjan “gold standard”-ként javasolt agar higitdsi modszerrel hataroztuk meg (CLSI 2006). A
vizsgalt antibiotikumok: ampicillin, cefoxitin, clindamycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Seelze, Gr), amoxicillin/klavulansav (GlaxoSmithKline, Budapest, Mo),
piperacillin/tazobaktam, tigecyclin (Wyeth Whitehall GmbH, Bécs, Au), imipenem/cilasztatin
(MSD, Budapest, Mo), metronidazol (Richter Gedeon Rt, Budapest, Mo) és moxifloxacin
(Bayer Hungary Kft, Budapest, Mo) voltak. A magyarorszagi torzsek esetében a MIC
értékeket tiz antibiotikummal szemben vizsgaltuk meg agar diliciés modszerrel. A vizsgalt
antibiotikumok:  ampicillin,  cefoxitin,  tetracyclin, tigecyclin,  chloramphenicol,
amoxicillin/klavulansav, meropenem, moxifloxacin, clindamycin és metronidazol.

A rezisztencia gének meghatarozasa PCR modszerekkel

A hazai MDR torzsek molekularis vizsgalatait a leggyakrabban eléforduld
antibiotikum rezisztencia gének kimutatasara végeztiik el: cepA, cfxA, cfiA, nim, ermB, ermF,
ermG, tetQ, tetX, tetX1, bexA, az 1S4351 jelenléte a cfiA és cfxA gének upstream régidiban, a
PCR reakcidkat az irodalomban kozolt adatok alapjan allitottuk Ossze. Az MDR torzsek
kozott a gyrA, gyrB, parC és parE gének esetében vizsgaltuk az aminosav szubsztiticiokat is.
Valo6s idejti (Real-Time: RT-PCR) PCR modszert végeztiink a cepA, cfxA, cfiA, ermF, ermB,
ermG, tetQ, tetX, tetX1, bexA, gyrA génck és az 1S4351 elem kimutatasara, végpont (End-
Point) PCR mddszert hasznaltunk a cfiA, cfxA gének upstream régioinak és az IS4351 elem
PCR vizsgalatokat a MXPro3000 (Stratagene, Santa Clara, CA, USA), vagy a StepOne
(LifeTechnologies) Real-Time PCR késziilékeken végeztiik el.

A gyrA gén szekvenalasa
A SZ38 B. fragilis torzs DNS amplikonjat (proportional scale-up to 30 pl) a Gel/PCR
DNA Fragment Extraction Kit-el (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan) tisztitottuk, a PCR
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termékek szekvendlasa az ABI BigDye® Terminator Version 3.1 kit-el a Series Genome
Analyser 3500 (Life Technologies, Carlsbad, Ca, USA) késziiléken tortént.

A bft, bfpl-4 és fpn gének meghatarozasa RT-PCR modszerrel

A Dbft gének jelenlétét RT-PCR moddszerrel mutattuk ki a vizsgalt B. fragilis torzsekbol
a korabban mar ko6zolt (Soki J. et al. 2006) modszer alapjan, bftF és bftR primereket
hasznalva. A bft gén tipizalasara a bft gén internalis fragmentjét amplifikaltuk a BTT1 és a
BTT2 primerekkel és melting pont analizist végeztiink, a PCR termékeket a Gel/PCR DNA
Fragment Extraction Kit-el (Geneaid Biotech Ltd., Tw) tisztitottuk és RFLP-vel vizsgaltuk
azért, hogy a gén kiilonb6z6 izotipusait azonositsuk (Prindiville T. et al. 2006).

A harom bft-1 és harom bft-2 gént hordozoé B. fragilis izolatum internalis fragmentjeit
ABI BigDye® Terminator Version 3.1 kit-el szekvenaltuk és a Series Genome Analyser
3500-at (Life Technologies, Carlsbad, Ca, USA) hasznaltuk a Dbft-1 és bft-2 hordozo
izolatumok esetén, hogy igazoljuk az RT-PCR melting-point analizis alapjan torténd
szétvalasztast. A bfpl-4 és fpn gének és a C10 és C11 proteazok prevalenciajat vizsgaltuk a
26 bft-pozitiv és 46 bft-negativ B. fragilis térzsben RT-PCR modszerrel, a StepOne RT-PCR
késziiléken (Applied Biosystems, Foster City, Cal. USA) végeztiik.

4.3. MALDI-TOF moadszer alkalmazasa az anaerob baktériumok identifikalasara

A torzsek tenyésztése, tarolasa

A torzseket 5% (v/v) marhavérrel, 1 mg/l heminnel és Smg/l K1 vitaminnal kiegészitett
Columbia-agaron (Oxoid, Basingstoke, UK) tenyésztettiink 2448 oran at, 37°C-on anaerob
koriilmények kozott (Bactron, Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius, Or, USA). Az
identifikaciot kiilonb6zo fenotipizalasi modszerekkel végeztiik: klasszikus biokémiai tesztek a
Wadsworth Manual ajanlasai alapjan (Jousimies-Somer H. et al., 2002) és a Rapid ID 32A
(ATB) modszer (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Fr).
Mintaeldkészités és MALDI-TOF MS mérés kivitelezése

Minden baktérium torzs egy 6nalld, izolalt telepébdl 24 oran keresztiil szubkultirat
készitettiink, majd a friss tenyészetb6l kaccsal 2-3 telephez hozzaérve 10 pl-es kacsnyi
mennyiséget Eppendorf fiolaba helyeztiik at és 300 pl bidesztillalt vizzel szuszpendaltuk.
megszaritottuk. A baktérium tartalmt pelletet 20-50 pl 70%-os vizes hangyasavban ¢és
ugyanannyi mennyiségii acetonitrilben reszuszpendaltuk. A centrifugélas utan 1 pl feliiliszot
helyeztiink a késziilék polirozott acél target lemezének minta pozicidjaba ¢és
szobahdmeérsekleten szaritottuk. Ezt kdvetden adtunk hozza a mintafolthoz 1 pl matrixot [10
mg/ml a-ciano-4-hidroxifahéjsav oldat (HCCA) 50% acetonitril/2,5% trifluorecetsavban] és
Ujra szaritottuk. A target lemezt a Microflex LT MALDI-TOF tomegspektrométerbe
helyeztiikk (Bruker Daltonik, Bréma, Gr) automatikus mérésre és adatértékelésre, minden
mintat duplikdtumban, 3-szor mértiink le. Ahol a log(score)>2,0 helyes identifikacioként
lettek elfogadva; ha a fenotipusos identifikacié eltérd volt, szekvenalast végeztiink a torzsbol.

16S rRNS gén szekvenalas az ellentmondasos izolatumok esetén

A szekvendlds ugyanabbdl az eredeti etanol extraktumbol (600 pl) tortént. A 16S
primerek tervezéséhez az Oligo 6.37 szoftvert hasznaltuk (Molecular Biology Insights). A
szekvenalas az ABI Prism BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit v. 3.1
(Applied Biosystems, Foster City, Cal. USA) és egy ABI Prism 3100 Genetic Analyzer
(Hitachi, Chiyoda, Tokyo, Tokid, Jp) alkalmazasaval tortént. A 16S rRNS gének szekvencia
adatait, a BLAST szoftver (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) GenBank adatbazissal hasonlitottuk
0ssze >98%-0s homologiat tartottunk megfelelonek a faj azonositdshoz (Song Y. 2005).
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B. fragilis cfiA Divizi6 |.-11.-be tartozo térzsek azonositasa

Az altalunk izolalt és megvizsgalt B. fragilis torzsekbdl késziilt tomegspektrumokat a
MALDI Biotyper 2.0 szoftver és adatbazis hasznalataval azonositottuk. Ezutan a cfiA-pozitiv
¢és cfiA-negativ specifikus cstucsok detektalasara a klinikai izolatumaink MSP-inek a gyarto
altal megalkotott konyvtarhoz torténd mintazati illesztését a MALDI Biotyper 2.0
alkalmazaséaval hajtottuk végre, standard beallitasokat alkalmazva. Meghataroztuk a torzsek
karbapenem MIC értékét is és a torzs cfiA-pozitivitasat ellendriztiik PCR modszerrel.

Cutibacterium acnes torzsek tipizalasa

A vizsgalatba bevont baktériumtorzsek C. acnes-nek bizonyultak a MALDI Biotyper
3.0 szoftver és adatbazis hasznalataval. A jol meghatarozott I. tipus (négy IA, egy IB és egy
IC), II. tipus (egy) ¢és III. tipus (harom) referencia torzs €s egy klinikai izolatum (76618 HU),
amire az MLST tipizalast elvégeztiik a vizsgalat elején és a II. tipusba tartozonak bizonyult,
tomegspektrum beallitasait a ClinProTools 2.2 szoftverbe (Bruker Daltonik, Bréma, Gr)
importaltuk. Ezt kovetéen a csoportra jellemzd cstcsokat kerestiink a spektrumok gondos
vizualis atnézésével. Tovabba a harom csoport kozotti csucseltéréseket a FlexAnalysis 3.3
szoftver (Bruker Daltonik, Bréma, Gr) alkalmazasaval kerestiik.

Multi Locus Szekvencia Tipizalds (MLST) analizis

A PCR termékeket PCR fragment extrakcios Kkittel tisztitottuk (Geneaid, New Taipei
City, Taiw) majd a 3500 Series Genetic Analyser (Life Technologies, Carlsbad, Ca, USA)
késziiléken szekvenaltak. Az eldallitott szekvenciakat Genomics Workbench 5.5 (CLC Bio)
szoftverrel analizaltuk; minden egyes lokuszra az 0j allélokat 1j allél szammal jeloltiik meg és
az eltérd allélikus profilok egy 0j ST szamot jeloltek ki. Minden allélszekvencia elérhetd a
(http://pubmlst.org/pacnes) weboldalon.

5. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

5.1. Vizsgalatok C. difficile torzsekkel

Tanulmanyoztuk a  kiilonb6z6  magyarorszagi  régiokbol  szarmazé C.
difficile izolatumok toxintermelését molekularis diagnosztikai modszerekkel: jaro- és
fekvobetegek hasmenéses székletmintdjabol random gylijtott torzseket vizsgaltunk, melyeket
magyarorszagi laboratoriumokban izolaltak és azonositottak (a budapesti régioban, Eszak-
Dunantulon, Szolnokon és Szegeden) 2002-ben.

A vizsgalt szaztizenkét C. difficile torzsbol az A toxin és a B toxin gének egyiittes
jelenlétét 79 torzsben igazoltuk, morfologiai valtozasokat mutattunk ki a HelLa
sejtvonalon. PCR mddszerrel harmincharom izolatum volt negativ mind az A toxin, mind a B
toxin gének esetében. A toxintermeld izolatumok nem rendelkeztek delécioval, vagy
jelenlétét: a vart 375 bp (cdtA) és 510 bp (cdtB) DNS-fragmenseket detektaltuk a binary
toxin-specifikus primer parokkal. Mindkét esetben delécio atcdA-gén 3'-végén az NK9 és
NKI11 primer parokkal nem volt kimutathatd, a sejtvonalon Kifejezett citotoxikus hatast
figyeltiink meg, a tcdA és a tcdB gének jelenléte PCR-el igazolhat6 volt. A PCR ribotipizalasi
vizsgalataink eredményei azt mutattak, hogy a torzsek a 023 és 075 ribotipusokhoz tartoztak,
IV-es toxin tipusokba tartoztak. Ebben az idészakban még nem talaltunk binary toxin-pozitiv,
A toxin- és B toxin-negativ torzseket a magyarorszagi gytijtott torzsek kdzott €s nem talaltunk
A toxin-negativ, B toxin-pozitiv torzset sem.

Az el6z6 vizsgalatainkat mintegy 10 év mulva nagyszami mintan ugyanezekkel a
modszerekkel folytattuk: az 1 371 torzs 95%-aban tudtuk kimutatni az A- és a B toxinok
termeléséért felelds géneket (1 300 torzs). A torzsek 0,2%-a, két torzs volt A toxin-negativ

14



dc_1706_19

és B toxin-pozitiv: tovabbi részletes molekularis vizsgalataink alapjan 1,2 kB delécio volt
toxintipushoz és a 017-es PCR ribotipushoz tartozott és nem hordozta a binary
toxin termeléséért felelds cdtB gént. Az Gsszes torzs 41,1%-a (534 torzs) hordozta a binary
toxin termeléséért felelds gént, ezeknek a torzseknek a ribotipus meghatarozasa tortént meg, a
torzsek 97,8%-a (522 torzs) 027-es PCR ribotipustnak bizonyult, a tobbi, tizenkét torzs koziil
hét a 078-as; harom a 023-as ketté a 045-0s PCR ribotipusba tartozott. 2010-ben a vizsgalt
601 A- és B toxin-pozitiv torzs 30,4%-a (183 izolatum) volt binary toxin-pozitiv, mig 2011-
ben a vizsgalt 699 toxintermeld torzs 50,2%-nal (351 izolatum) igazoltuk a binary toxint
kodolo gének jelenlétét.

A BD GeneOhm Cdiff Assay modszer 0sszehasonlitasa a hagyomdanyos toxin kimutatasi
eljarasokkal a toxin-termel6 C. difficile kimutatasara kozvetleniil hasmenéses
székletmintakbol

2008-ban 600 hasmenéses székletmintat gyljtottink a SZTE klinikain kezelt
fekvobetegektél és a jarobetegektdl 3 honapos mintagylijtési iddszakot alkalmazva.
Kezdetben négy minta inhibitoros volta miatt gatolta a PCR-t, am a fagyasztott lizatumok
mintainak ismételt tesztelésekor mindezen mintadk negativnak bizonyultak. A vizsgalati
idGszak alatt a mintak 9,7%-a pozitiv volt a BD GeneOhm Cdiff teszttel. A HeLa sejtvonalon
végzett citotoxicitasi vizsgalat és a Vidas C. difficile toxin A/B vizsgalat 6,3% ¢és 4,7% -0S
pozitivitasi aranyt mutatott a székletmintak kézvetlen vizsgalataval.

A kezdeti vizsgalatok soran kozvetlentil a székletmintabol 36 (6%) minta pozitiv és
536 (90%) negativ volt a PCR-el és a szovetkultira citotoxicitasi vizsgalattal. A két
modszerrel kapott ellentmondasos eredmények esetében a székletbdl célzottan C. difficile
tenyésztést  végeztink és a  kitenyésztett tOorzs toxin  statuszat  ismételten
megvizsgaltuk. Tizenhét minta volt pozitiv a BD GeneOhm Cdiff vizsgélattal, de negativ a
citotoxicitasi vizsgalattal kozvetleniil a székletbdl torténd vizsgalatnal, azonban a mintakbol
kitenyésztett torzsek minden esetben toxin-termelének bizonyultak a tovabbi vizsgalat soran.
Ot esetben a PCR vizsgélat pozitiv eredményt adott, mig a citotoxicitasi vizsgalat negativ volt
¢s a tenyészetbdl megismételt toxin teszt is negativ volt. Két minta pozitiv volt a citotoxicitasi
vizsgalatban, de negativ a PCR-el; ezeket a tenyészetek tovabbi toxin vizsgalatai valds
pozitivnak igazoltak. A citotoxicitasi vizsgalat alkalmazasaval ¢és az ellentmondasos
eredményt add mintdk esetében a mintdk tenyésztésével és a torzsek toxinstatuszanak
ellendrzésével a BD GeneOhm Cdiff assay érzékenysége 96,4%, specificitasa 99,1% ¢&s
pozitiv és negativ prediktiv értékei (PPV és NPV) 92% ¢és 100% voltak. 600 mintabol 39 a
Vidas C. difficile A/B  vizsgalattal ,,equivocal”  (kétes, hatarérték) eredményeket
adott; ezekben az esetekben a citotoxicitasi vizsgalattal és a tenyészet toxinstatuszanak
ismételt ellendrzésével erdsitettiik meg az eredményeket. A 39 széklet mintabol 30 negativnak
bizonyult a BD GeneOhm Cdiff assay-al, a citotoxicitasi vizsgalattal és a tenyészetbdl végzett
toxin-vizsgalattal, mig a kilenc minta pozitiv eredményt adott a PCR-el és a tenyészetbdl
végzett toxin-vizsgalattal. Egybehangzoé eredményeket figyeltiink meg a 20 pozitiv és 500
negativ minta esetében, hat minta volt pozitiv csak a Vidas C. difficile A/B vizsgalattal.

A C. difficile PCR ribotipusok megoszlasa Magyarorszagon 2002-2004.

A vizsgalatba Osszesen szazot, hasmenéses székletmintakbol szarmazo C.
difficile izolatumot valogattunk be azért, hogy meghatarozzuk az adott idészakban jellemzd
hazai PCR ribotipusokat: melyeket harom magyarorszagi régiobol: Szeged/Szolnok, Budapest
€s Veszprém gytijtottiink.

A vizsgalt szazot C. difficile izolatumbol 83 (79%) hordozta a tcdA és tcdB géneket,
mig 22 volt a tcdA és tcdB-gének jelenlétére negativ €s nem talaltunk A toxin-negativ és B
toxin-pozitiv izolatumot. A ribotipizalas soran 23 kiilonb6z6 ribotipust talaltunk és a 5 olyan
1) ribotipust fedeztiink fel, amelyeket eddig még nem irtak le. Ezeket az addig még
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ismeretlen, 0j ribotipusokat 161, 162, 164, 165 és 166 PCR ribotipusoknak nevezték el. Ebben
a vizsgalt id6szakban a magyarorszagi izolatumok koziil a leggyakoribb tipusok a PCR 014
(24,8%), 002 (13,3%) és 085 (8,6%) ribotipusok voltak, a toxin-negativ torzsek tobbsége
(41%) a 085 PCR ribotipushoz tartozott.

A ribotipusok eloszlasa a harom f6ldrajzi régioban jelentdsen kiilonbozott: a budapesti
régidban a dominans tipusok a 014 (29%), 002 (19,4%) és a 018 (12,9%), ribotipusok voltak,
Nyugat-Magyarorszagon a leggyakoribb szintén a 014-es ribotipus volt (28,9%), azonban ezt
kovettek a 049 (11,1%), 085 (8,9%) és 002 (8,9%) ribotipusok, illetve a 012 (20,7%), 002
(13,8%) és 014 (13,8%) volt jellemz6 Dél-Magyarorszagra. Kiilon kiemelendd, hogy a 049-es
tipus (11,1%) csak Nyugat-Magyarorszagon volt jelen, mig a 005-6s (9,7%) ribotipus csak a
budapesti régioban volt kimutathatd. Harom binary toxin-termeld torzset talaltunk: két olyan
ribotipust mutattunk ki, amelyek binary toxint termeltek, ezek a torzsek 023-as és 075-0s
ribotipustiak voltak. A binary toxin-termeld torzsek jelenlétét Nyugat-Magyarorszagon (egy
023-as ribotipust torzs) és a budapesti régioban (egy 023-as- és egy 075-0s ribotipusu torzs)
mutattuk ki, de Dél-Magyarorszagon ebben az iddszakban még nem jelentek meg binary
toxin- termel6 torzsek.

A C. difficile 027-es PCR ribotipus els6 izolalasa Magyarorszagon: 2007.

2007. juniusdban egy 53 éves, sulyos hasmenés- és hanyinger tiinetekkel rendelkezd
férfibeteg keriilt korhazba Budapesten. A kortorténetben 2 héttel a jelen felvétele elott
kérhazba keriilt a szisztémas lupus erythematosus miatt, akkor antibiotikum-kezelést
(ceftriaxon, clarithromycin és imipenem) kapott. A kolonoszkopia kimutatta, hogy az ilealis
nyalkahartya érintetlen volt, de a vastagbélben fekélyek voltak lathatoak. C. difficile toxin
kimutatas (VIDAS ® C. difficile A toxin II; bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Fr) pozitiv eredményt
adott a kezel6 intézmény mikrobiologiai laboratéoriumaban. Hat honappal késébb, a fentebb
ismertetett nemzeti C. difficile felmérés részeként a laboratériumunkban toxintermelé C.
difficile torzset sikeriilt kitenyészteniink a beteg fagyasztott székletmintajabol. Az izolalt
torzs A és B toxin-termelOnek bizonyult, molekularis vizsgalattal az A és B toxin gének,
tovabba a binary toxin termeléséért felelés gének jelenlétét igazoltuk. A tcdA gén 3'-végén
deléciot nem detektaltuk, a torzs tcdC génjének részletes szekvencia analizise egy 18 bp és
egy egyetlen nukleotidot érint6 deléciot tart fel, amelyek a 027 ribotipusra jellemzdek. A torzs
PCR ribotipus eredményét Osszehasonlitottuk a nagy-britanniai Anaerob Referencia
Referencia Laboratorium konyvtarbol (ARL Cardiff, UK) rendelkezésiinkre bocsatott 027
ribotipust kontroll térzsek mintaival, ami alapjan egyértelmii volt, hogy az izolalt torzs 027
ribotipust, ez volt az els6ként felfedezett hazai 027-es PCR ribotipus okozta eset, amely
felhivta a figyelmet a C. difficile, mint nozokomialis enteralis patogén lehetd legrovidebb idén
beliil torténd kimutatisara és az idoben torténd mikrobiologiai diagndzis fontossagara.

2006 és 2007 kozott négy nagy hazai mikrobioldgiai laboratoriumbol (Budapest,
nyomonkdvetése céljabol. Jard- és fekvobetegek hasmenéses székletmintajabol izolalt
szazotven C. difficile torzset vizsgaltunk.

A vizsgalt idészakban a torzsek 80%-abol tudtuk kimutatni mind a tcdA és tcdB gének
jelenlétét. A tcdA gén 3° végén delécidt egy torzs esetében sem detektaltunk a NK9 és NK11
primer part hasznalva, 8 izolatum (5,3%) hordozta a binary toxin termeléséért felelés cdtB
gént, ezekben a torzsekben a tcdA és a tcdB géneket is kimutattuk. Mivel ebben az
iddszakban a hipervirulens 027 ribotipusu torzsek jelentds, jarvanyszerii europai elterjedésérol
szamoltak be a kozlemények, a binary toxin-pozitiv torzseket valasztottuk ki a tovabbi PCR
ribotipizalasra. A vizsgalt 8 torzsbol csak 1 torzs (fentebb ismertetett eset) bizonyult 027-es
ribotipusunak, 4 térzs a 078-as ribotipusba tartozott, harom a 131-es ribotipusba tartozott.

2014 meghatarozott idészakaban gyujtott szazkilencvenkét toxin-termeld C. difficile
torzset vizsgaltunk kapillaris gélelektroforézis (CE) PCR ribotipus meghatarozasi
modszerrel. A torzseket hasmenéses székletmintakbol izolaltuk két laboratoriumban, amelyek
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a kozép- és délkelet-magyarorszagi régiokat képviselik: a Synlab Hungary (Budapest) és a
SZTE KMDI.

A 192 toxin-termel6 C. difficile torzs koziil 6sszesen 31 kiilonboz6 ribotipust talaltunk
¢és azonositottunk: a leggyakrabban talalt ribotipusok: 027 (33,3%), 036 (19,7%), 0 14 (6,7%)
¢és 176 (6,7%). Hat izolatum ugyanaz volt, mint az AI-3, Al-12, Al-75 és AI-83 néven ismert
osztrak ribotipusok, €és 16 izolatumot (8,3%) ,,4j” ribotipusnak tekintettiink, mivel mintazatuk
nem felelt meg semmilyen eddig ismert ribotipusnak. A 027-es ribotipus (45,8%) volt a
leggyakrabban el6fordulo ribotipus a Budapesten 0sszegyijtott izolatumok kozott, ezt kovette
a 176-os és a 036-as ribotipus. Szegeden a leggyakoribb ribotipus a 036-as (29,1%) ribotipus,
majd a 027 (20,8%) volt. A Szegeden gyijtott izolatumok kozott a talalt ribotipusok
diverzitasa sokkal szélesebb volt, sokkal valtozatosabb volt a ribotipus eloszlas, mas, csak
egy-harom izolatummal reprezentalt ribotipust sokkal gyakrabban (30,2%) talaltunk szemben
a budapesti laboratoriumban izolaltaknal, ahol ez kevesebb volt (19,8%).

2018. januar és 2018. jinius kozott szaz random gytijtott, az SZTE AOK kiilonbozd
helyi fekvébeteg osztalyairdl szarmazo hasmenéses székletmintakbol altalunk izolalt C.
difficile torzs ribotipusat hataroztuk meg, illetve vizsgalatokat végeztiink a toxin B-t kodold
gén (tcdB) és binary toxin gén A komponens (cdtA) jelenlétének kimutatasara RT-PCR
modszerrel. A torzsek ribotipus megoszldsa ebben a vizsgéilati iddszakban rendkiviil
heterogén volt, 0sszesen 25 kiilonb6zé PCR ribotipust hatdroztunk meg, melyek koziil a
leggyakrabban még mindig a 027 (40%) ribotipus fordult el6. A tobbi ribotipus el6fordulasi
aranya nem volt jelentés, a hatvan, nem 027-es ribotipust torzs 24 kiilonb6z6, egyéb
ribotipusba tartozott 5-1% kozotti megoszlassal. A 100 térzsbodl 59 esetben tudtuk kimutatni a
binary toxint kodold specifikus gén PCR termék jelenlétét, tehat a torzsek 59%-a binary
toxin-termel6 volt, ezek koziil 19 térzs nem a 027-es ribotipusba tartozott, de csak 1-2 torzs
reprezentalta a mas, binary toxin-termeld adott ribotipust.

A C. difficile torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatai

Els6 vizsgalatunkban szaz toxin-pozitiv C. difficile torzs (80-at 2006-2007-ben
izolaltunk, 20-at 2002-2003-ban) antibiotikum érzékenységi vizsgalatat végeztik el ot
antibiotikummal szemben: erythromycin, clindamycin, metronidazol, moxifloxacin és
rifampicin. Az Gsszes vizsgalt izolatum érzékeny volt metronidazolra. A kapott rifampicin
MIC értékei széles hatarok kozott valtoztak: az izolatumok tobbsége (86,3%) alacsony MIC
(0,002 mg/ml) értéket mutatott, csak 5 (6,3%) olyan torzs, melyet 2006-7-ben izolaltunk volt
rifampicin rezisztens, mig az 0Osszes 2002-3-ban izolalt torzs érzékeny volt erre az
antibiotikumra. A rifampicin rezisztens térzsek magas fokl rezisztenciaval rendelkeztek az
erythromycin, clindamycin és moxifloxacinnal szemben is. Az erythromycin, clindamycin és
moxifloxacin rezisztencia aranya a 2006-7-ben izolalt torzsek kozott 25%, 27,5% és 25% volt,
mig a 2002-2003-ban izolalt térzsek kozott még nem talaltunk erythromycin, clindamycin és
moxifloxacin rezisztens torzset. Tarsult-rezisztencia az erythromycin, clindamycin és a
moxifloxacin esetében 16,3%-ban (13 izolatum) volt kimutathatdé 2006-2007-ben és az
erythromycin rezisztens torzsek tobbsége (13 a 20 torzsb6l) szintén rezisztens volt a
clindamycinre és a moxifloxacinra, mig tars-rezisztenciat az erythromycinre ¢és a
clindamycinre csak 3 torzs esetében talaltunk.

Vizsgalatunkat 2008-2010 kozott gytijtott kétszaz toxin-termelé C. difficile torzzsel
ugyanezekkel a standardizalt modszerekkel folytattuk. Az Gsszes, ebben az idészakban
vizsgalt torzs érzékeny volt metronidazolra mind a CLSI, mind az EUCAST hatarértékei
alapjan, a MICso 0,5 pg/ml, mig a MICgo 1 pg/ml volt.

Az erythromycin, clindamycin és moxifloxacin rezisztens torzsek aranya 2008-2010-
ben 31%; 29,5% ¢és 21,5% volt. A torzsek 25,5%-a mérsékelten érzékeny volt erythromycinre,
16%-a clindamycinre és 3,5%-a a moxifloxacinra. A vizsgalt térzsek koziil 34 (17%) torzs
mutatott rezisztenciat csak az erythromycinnel és/vagy a clindamycinnel szemben, mig 18
(9%) torzs esetében tars-rezisztencia volt kimutathato a makrolid/linkozamid és a
moxifloxacin kozott. Tars-rezisztenciat makrolid/link6zamid, moxifloxacin és rifampicinre
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egyiittesen 20 (10%) torzs esetében mutattunk ki, mig 5 (2%) torzs volt rezisztens csak a
moxifloxacinra és egy (0,5%) torzs mutatott rezisztencidt a rifampicinnel szemben. A
rifampicin esetében a MIC megoszlasi tartomanyok meglehetésen széles hatarok kozott
mozogtak: <0,002->32 mg/l; azonban a térzsek tobbségének (88%) alacsony MIC értéke volt,
mig a vizsgalt torzsek 11,5%-a magas foku rezisztenciat mutatott rifampicinnel szemben.

Kovetkezé vizsgalatunkban az Gjonnan bevezetett fidaxomicinnel (sziikk spektrum,
a makrociklusos antibiotikumok egy  osztalyanak els6 tagja) szembeni érzékenységi
viszonyokat vizsgaltuk meg CDI-ben szenvedé betegek székletmintaibodl izolalt C. difficile
torzsek esetében. Komparator antibiotikumokként a metronidazolt, vancomycint,
moxifloxacint és a rifampicint alkalmaztuk.

188 toxin-termelé C. difficile torzset vizsgaltunk meg, a vizsgalatbol nem zartuk ki a
027-¢s ribotipusu torzseket, mivel a szer hatékonysagat vizsgaltuk CDI-ben szenvedé betegek
székletmintaibol izolalt torzsek esetében “in vitro”. Metronidazol és vancomycin rezisztens,
vagy csokkent érzékenységii torzset nem talaltunk, a torzsek 19,7%-a (37 torzs) volt
rezisztens moxifloxacinra és 28 torzs (14,9 %) volt rezisztens a rifampicinre. Minden vizsgalt
antibiotikum esetében a MICsg értékek viszonylag alacsonyak voltak, azonban a moxifloxacin
¢s a rifampicin MICgo értéke 32 mg/l volt. Az osszes C. difficile torzs érzékeny volt
fidaxomicinre (MIC <0,5 mg/l), az izolatumok tobbségének 0,125 mg/l, vagy alacsonyabb
fidaxomicin MIC értéke volt, csak 4 izolatum MIC-e volt 0,5 mg/l. Ezek koziil a torzsek
koziil egy volt rezisztens moxifloxacinra (MIC 32 mg/l) és egy masik torzsnek csokkent
érzékenysége volt rifampicinre (MIC 1 mg/l). Vizsgalatunkban a fidaxomicin MIC értékek
megoszlasa teljesen megegyezett az EUCAST adatbazisaban talalhato “vad” tipust torzsek
MIC értékeinek megoszlasaval (http://eucast.org).

Extraintesztinalis C. difficile infekciok

Az irodalmi adatok alapjan rendkiviil ritka az extraintesztinalis, illetve a nem
székletszorodassal Osszefliggh, bizonyitottan exogén eredeti C. difficile infekciok
elofordulasa. Bizonyitottan C. difficile altal okozott extraintesztinalis infekciot
Magyarorszagon els6ként munkacsoportunk publikédlt egy 31 éves, jo altaldnos allapotq,
egeészséges, alapbetegségben, immunhianyos allapotban nem szenvedd frissen traumatizalt
férfibeteg esetében, aki mezdgazdasdgi munka sordn szenvedett nagy kiterjedési, mély,
egészen a csont felszinéig terjedd jobb alsé végtagi sériiléseket.

A mikrobiologiai tenyésztés soran a beteg mintaibol az aerob inkubalas soran nagy
csiraszamban Bacillus subtilis, az anaerob inkubalds sordn toxin-termeld C. difficile torzs
tenyészett ki, mely a szoba johetd anaerob ellenes antibiotikumokkal szemben, a metronidazol
¢és a karbapenemek kivételével rezisztens volt. A betegnek hasmenése sem otthonaban, sem
korhazi ellatdsa soran nem volt, székletmintdjabol sem szabad toxint nem sikeriilt kimutatni,
sem C. difficile torzset nem tudtunk izolalni. Az aerob modon kitenyészett Bacillus subtilis
torzzsel torténd egyiittes eldfordulds felvetette a folddel torténd szennyezddés gyanujat.
Kés6bbi mintavételek soran mar nem sikeriilt a C. difficile torzset izolalni a beteg sebébdl.

Az izolalt térzs A/B toxin-termeldnek bizonyult, a molekularis vizsgalatokkal a torzs
mind az A toxin-termeléséért, mind a B toxin-termeléséért felelds géneket hordozta, azonban
binary toxin-negativnak bizonyult. A PCR ribotipus meghatarozas soran a torzs 014-es PCR
ribotipusunak, illetve a szekvenalasi vizsgalatok soran XVIII. toxin-tipusunak bizonyult.

Az elsé publikalt esetiink utan megvizsgaltuk a SZTE AOK klinikairol bekiildott nem
széklet mintakbdl izolalt C. difficile infekciok epidemiologiajat a 2008 és 2017 kozotti tiz
éves periodusban. Ebben az iddszakban huszonkét beteg (11 férfi, 11 nd, atlagéletkor: 55,4
¢év, 9 ho-84 év) extraintesztinalis (nem széklet) 24 mintajabdl tenyészett ki C. difficile torzs. A
betegek tobbsége komorbid, sulyos alapbetegségekkel rendelkezd beteg volt, tiz beteg
(45,5%) ¢életkora volt 65 ¢év feletti. Nyolc beteg esetében volt az infekcido valamilyen
abdominalis eredetii, hét beteg esetében borgydgyaszati talyog- sebvaladék mintabol izolaltuk
a korokozot. Erdekesség egy 38 éves nébeteg, akinél a Fog- és Szajsebészeti Osztalyon
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nyalmirigy gyulladast okoz6 infekciobdl (steril punkcioval vett sebvaladékbol) vegyes flora
tagjaként, illetve egy 54 éves nlbeteg, ahol igazolt PID-esetbdl, rendellenes méh- és
hiivelyvérzést kovetd miitét soran vett mintabol izolaltuk a torzset egyediili korokozoként.

Az 06sszes CDI eset 0,58%-a volt extraintesztinalis, az esetek szama 0-4 kozott
valtozott évente, az éves atlag 2,2 eset/év volt, 4-4 esetet talaltunk 2009-ben és 2011-ben, nem
izolaltunk extraintesztinalis infekciobol C. difficile-t 2015-ben. Csak 8 beteg volt (36,7%)
jarobeteg, ezek koziil négynek volt valamilyen bor- és lagyrész infekcidja. A legtobb esetben
a C. difficile torzset egyéb, mas aerob, fakultativ- és obligat anaerob baktériumokkal egyiitt
izolaltuk, csak 4 minta (3 beteg) esetében volt a C. difficile térzs szintenyészetben, egyediili
izolatum. A leggyakoribb tarspatogének az E. coli (6 eset) és az E. faecalis/faecium (6 eset)
voltak, négy beteg mintdjaban csak anaerob korokozod volt jelen a C. difficile mellett
tarspatogénként. A torzsek toxin-termelését 19 izolatum esetében hataroztuk meg és 15 (79%)
bizonyult A és B toxin-termelének. Ribotipizalast 14 esetben végeztiink el, ezek koziil 7
(50%) torzs tartozott a 027 PCR ribotipusba, harom torzs viszont a mas orszagokban
rendkiviil ritka el6fordulasu, 198-as PCR ribotipusba tartozott.

5.2. Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsek korében
Europai torzsek antibiotikum érzékenységének meghatarozasa

Az ESGAL altal koordinalt vizsgalatban 824 relevans klinikai izolatumot vizsgéltunk.
A legtobb izolatum B. fragilis volt (72,8%), majd ezt kovette a B. thetaiotaomicron (10,1%),
B. ovatus (5,9%) és B. vulgatus (5,1%); tovabbi 11 Bacteroides/Parabacteroides-fajt talaltunk
alacsonyabb szamban a kiilonb6z6 fert6z6 folyamatokbol szarmazo mintakban.

A CLSI és az EUCAST hatarértékek alapjan a vizsgalt torzsek 99%-a és 98%-a volt
rezisztens az ampicillinre, a kiilonb6z6 fajok kozotti 1ényeges kiilonbségek nélkiil. A B.
fragilis torzsek 8,7%-a és az Osszes Bacteroides/Parabacteroides izolatum 10,4%-a volt
amoxicillin/klavulansav rezisztens, az 0&sszes nem fragilis izolatum esetében ezen
antibiotikum rezisztencia aranya magasabb volt, mint a B. fragilis izolatumoké, 11,5% és 30%
kozott mozgott. Jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetéek a rezisztencia ardnyaiban,
amikor a CLSI vagy EUCAST hatarértékeket alkalmaztuk a piperacillin/tazobaktam MIC
meghatarozasakor: 3,1% vs. 10,3% az 6sszes izolatum esetében, 1,7% vs. 6,5% a vizsgalt B.
fragilis izolatumok esetében. Az Gsszes “non-fragilis” species joval magasabb rezisztencia
aranyokat mutatott, mint a vizsgalt B. fragilis izolatumok, mindkét hatarérték esetében. A
cefoxitin esetében az Gsszes izolatum 17,2% -a és a B. fragilis torzsek 13,7%-a rezisztensnek
bizonyult. A rezisztencia aranya a legmagasabb a P. distasonis (35,7%), a B. thetaiotaomicron
(27,1%) és a B. ovatus (24,5%) torzsek kozott volt, azonban a kevésbé gyakori Bacteroides
fajok is magas rezisztencia aranyt mutattak (26,9%).

Az 6sszes izolatum kevesebb mint 1%-a és a B. fragilis izolatumok 1,2%-a volt csak
rezisztens az imipenemre. A 22 csokkent érzékenységii torzs tiz orszagbol szarmazott,
egyenlden eloszlott a kiillonbozd régidkban, mas antibiotikummal szembeni rezisztenciat
minden csokkent imipenem érzékenységli torzsben megfigyeltink. Valamennyi vizsgalt
antibiotikum esetében -a tigecyclin kivételével- a rezisztens torzsek aranya szignifikansan
magasabb volt az imipenemre nem érzékeny izolatumok kozott, mint az imipenem érzékeny
torzsek kozott.

Az ampicillin utan a legmagasabb rezisztencia-aranyokat a clindamycin esetén
talaltunk: ez a kiilonb6z6 fajok esetében 28,5-60% kozott valtozott, a rezisztencia 32,4% volt
az 0sszes izolatum esetében és 28,5% a B. fragilis izolatumok esetében. A B. uniformis és a B.
vulgatus torzsek voltak a legrezisztensek. A CLSI rezisztencia hatarérték (> 8 mg/l) alapjan az
Osszes izolatum 13,6% -a és B. fragilis 14%-a rezisztenciat mutatott a moxifloxacinnal
szemben. A Bacteroides/Parabacteroides torzsek talnyomé tobbsége érzékeny volt a
metronidazolra, mind a CLSI (=32 mg/l), mind az EUCAST rezisztencia hatarértékeket
figyelembe véve (>4 mg/l), az Osszes izolatum esetében <1% rezisztenciat talaltunk: egy
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hemokultarabdl izolalt B. thetaiotaomicron torzs (MIC>256 mg/l) és egy talyogmintabol
izolalt B. fragilis torzs (MIC: 32 mg/l) volt rezisztens a CLSI hatarérték alapjan. Két tovabbi
B. fragilis torzs mutatkozott rezisztensnek az EUCAST hatarértékek alapjan (MIC: 8 és 16
mg/l). A 824 torzsb6l 22 olyan volt, amelynek a metronidazol MIC értéke >4 mg/l volt
(2,7%), ezek koziil mindossze hat olyan volt, amely t6bb mint két masik antibiotikummal
szemben is rezisztens volt. A tigecyclin esetében az Gsszes izolatum minddssze 1,7% -a
bizonyult rezisztensnek, mig aB. fragilis torzsek 1,8%-a, aB. wvulgatusésa B.
ovatus torzseknek volt a legmagasabb reziztencia mértéke: 4,8% és 2,0%.

Régiok kozotti kiilonbségek a rezisztencia ardnyok kozott

A résztvevé orszagokat négy Kiilonbozé régioba soroltuk: skandinav: Finnorszag és
Svédorszag, nyugati: Hollandia, Belgium és Németorszag; mediterran: Spanyolorszag,
Franciaorszag, Gorogorszag, Olaszorszag és Torokorszag és keleti: Horvatorszag, Csehorszag
¢s Magyarorszag.

Az ampicillinnel szembeni rezisztencidban nem volt kiilonbség az orszagok ¢€s régiok
kozott. Az amoxicillin/klavulansav rezisztenciaja valtozo volt: Franciaorszag 2%-t6l Belgium
18,5%, mig a piperacillin/tazobaktdm rezisztencia két szélsd értéke Hollandidban 3,1%,
Svédorszagban 19,6% volt. A cefoxitin-rezisztencia jelentésen valtozott, a legalacsonyabb
rezisztencia-aranyt Hollandiaban (3,1%) a legmagasabbat Finnorszagban (30,6%) talaltunk. A
Cseh Koztarsasagon (17,6%) és Németorszagon (19,5%) kiviil a clindamycin-rezisztencia
minden orszagban magasabb volt, mint 20%, legmagasabb Goérdgorszagban (50,7%) illetve
Torokorszagban (52,9%).

A regionalis adatok leginkabb kifejezett kiilonbségeit a clindamycin esetében figyeltiik
meg, a legmagasabb rezisztenciat a mediterran régioban (41,9%) talaltunk, melyet a keleti
orszagok kovettek (29,7%), mig a két masik régionak viszonylag alacsonyabb rezisztencia
értékei (22,5% vs. 23,2%) voltak. A moxifloxacin rezisztencia jelentésen valtozott:
Olaszorszagban nem talaltunk rezisztens torzseket, mig Svédorszagban a rezisztencia arany
28,9% volt, ezt az antibiotikumot vizsgalva a regionalis kiilonbségek igen figyelemre méltoak
voltak, a skandinav orszagokban 21,4%, a mediterran régioban pedig csak 5,4%.

Magyarorszagi centrumokbol gytijtott torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatai

A vizsgalt négyszaz magyarorszagi Bacteroides klinikai izolatumbol a torzsek 98%-
a volt rezisztens ampicillinre, minddssze  4,5%-a  mutatott  rezisztenciat
amoxicillin/klavulansavval szemben. A cefoxitin rezisztencia aranya 6,75%-0s volt, mig a
meropenemmel és clindamycinnel szemben az izolatumok viszonylag magas aranya: 7%-a,
illetve 36,5%-a volt rezisztens. A moxifloxacin rezisztencia aranya 18,5%-0s volt; az
izolatumok 65,25%-a volt a tetracyclin rezisztens. A tigecyclin igen jo hatékonysagot
mutatott: a torzsek 94,75%-a érzékeny volt, mindossze 4 torzs volt rezisztens, egy
metronidazol rezisztens torzset talaltunk, a chloramphenicolra az izolatumok 99,5%-a
érzékeny volt €s rezisztens torzset nem talaltunk.

A kiilonbozé antibiotikumokkal szembeni rezisztencia faj szerinti vizsgalatat
tekintve ampicillinnel szemben a Bacteroides speciesek 91,67-100%-a volt rezisztens. A P.
distasonis torzsek 26,67%-a amoxicillin/klavulansavval, 20%-a pedig cefoxitinnel szemben
mutatott rezisztenciat. A B. ovatus izolatumok 16,66%-a volt rezisztens meropenemmel
szemben, ugyanakkor a P. distasonis, B. uniformis és mas Bacteroides fajok érzékenyek
voltak. Clindamycinnel szemben a B. thetaiotaomicron izolatumok tobbsége (55,7%) volt
rezisztens, mikdzben a B. fragilis esetében ez az arany csak 25,75% volt.

Régiok kozotti kiillonbségek a rezisztencia aranyok kozott

A magasszintl ampicillin rezisztenciat mutaté torzsek (>64 mg/l) aranya
centrumonként jelentés eltérést mutatott: 1-es és 4-es centrum (p<0,001); 2-es és 4-es
(p<0,001); valamint a 3-as és 4-es (p=0,002) centrum kozott. A cefoxitin rezisztencia esetén
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szintén jelentds kiilonbség volt tapasztalhato a 3-as (3%) és 4-es centrum (13,0%) kozott. A
meropenem rezisztens torzsek megoszlasa viszonylag jelentds eltérést mutatott: dsszesen 28
meropenem rezisztens izolatumot azonositottunk, melyek koziil 25volt B. fragilis (89,28%).
Meglep6 eredmény, hogy ezen B. fragilis térzsek koziil 11-et, valamint 1 B. ovatust is a
szegedi centrumban izolaltuk, mas centrumokban a meropenem rezisztencia joval
alacsonyabb aranyu volt (4-7%), de szignifikans kiilonbség az 1-es és 4-es centrumok esetén
volt tapasztalhato (p<0,001). A clindamycin rezisztencia jelentés foldrajzi kiilonbséget
mutatott, féleg az 1-és a 4-es centrumok kozott volt ez szembetlind (48% vs. 27%). A
tetracyclin rezisztens torzsek legnagyobb aranyban az 1-es (63%) és a 4-es (74%) centrumbol
szarmaz6 mintakbol tenyésztek ki, de a kiilonbség nem volt szignifikans (p=0,003).

A fluorokinolon érzékenység és a MATE multidrug efflux pumpa gén (bexA) vizsgalata

A vizsgalt 400 magyarorszagi torzs koziil 18,5% volt rezisztens moxifloxacinra (a B.
fragilis torzsek 15,45%-a, a nem-fragilis torzsek 22,75%-a). A bexA gént RT-PCR
modszerrel a 400 torzsbol 82 esetében tudtuk kimutatni (20,5%), 79,5%-a a térzseknek nem
hordozta ezt a gént. A bexA gén prevalenciaja szignifikansan magasabb volt (p=0,002) a NFB
torzsek kozott, mit a B. fragilis izolatumokban, legmagasabb el6fordulasi aranyt a B.
thetaiotaomicron torzsek kozott talaltunk (80,1%), mig a mind B. ovatus mind a B. vulgatus
torzsek 14,3%-a hordozta a gént, bar a térzsek szama lényegesen kevesebb volt.

A moxifloxacinra rezisztens B. fragilis torzsek koziil csak két torzs hordozta a gént,
mig a moxifloxacin rezisztens NBF torzsek kozott ez az arany 38,9% volt. Erdekes
megfigyelés, hogy a moxifloxacin érzékeny NFB torzsek 42,4%-a (50/118) hordozta a bexA
gént; mig a moxifloxacin érzékeny B. fragilis torzseknek csak 6,04%-a (11/182). Nem
talaltunk a moxifloxacinra mérsékelten érzékeny torzsek kozott bexA gén hordozot, mig ez az
arany a moxifloxacinra mérsékelten érzékeny nem-fragilis torzsek kozott 62,5% volt: 8-bol 5
torzs hordozta a gént.

MDR Bacteroides torzsek molekularis vizsgalata

Kutatocsoportunk 2014-ben Magyarorszagon elséként publikalt egy MDR B. fragilis
torzset és részletesen jellemezte a rezisztencia mechanizmusok hatterét molekularis
diagnosztikai modszerekkel: egy 57 éves komorbid kronikus veseelégtelenség miatt dializalt
férfibeteg, aki osteomyelitis gyantjaval keriilt felvételre. Tobbszoros miitétek utan a betegnél
a korhazi bennfekvés soran sigmoid kolon tumora igazolodott, igy transzverzotomiat
készitettek. 3 hét mulva a kontrollra jelentkezett beteg szubfebrilis volt, kevés szeropurulens
valadékozast észleltek a sztoma koriil, innen mintat kiildtek mikrobiologiai tenyésztésre,
illetve hemokultira mintavétel is tortént.

A minta anaerob tenyésztése soran nagy csiraszamban (10° CFU/ml) egy B. fragilis
torzset izolaltunk, illetve aerob modon néhany telep Escherichia coli-t. A kitenyészett B.
fragilis torzs antibiotikum MIC értékei:  penicillin >256 mg/l, ampicillin >256 mg/I,
amoxicillin/klavulansav >256 mg/l, piperacillin/tazobaktam 64 mg/l, metronidazol 2,0 mg/I,
imipenem >32 mg/l, meropenem >32 mg/l, cefoxitin >256 mg/l, clindamycin >256 mg/I,
erythromycin >256 mg/l, tetracyclin >256 mg/I, tigecyclin 0,125 mg/l, moxifloxacin 0,5 mg/I.

A torzset a MALDI-TOF MS modszerrel egyértelmiien identifikaltuk, magas
log(score)-al, majd a kovetkezd 1épésben a cfiA-pozitivitast erdsitettiik meg mind a MALDI-
TOF modszerrel, mind PCR-el, a vizsgalt torzs a cfiA-pozitiv volt és a B. fragilis Divizio 1l-
be tartozott. A rezisztenciakért felelés genetikai hattér részletes molekularis feltérképezése
soran a torzs egy megfeleld helyzetben, upstream elhelyezkedd 1S1187 inszercids elem altal
aktivalt cfiA gént hordozott, ami a karbapenem rezisztenciaért, illetve egy 1S1168 elem altal
aktivalt nimA gént hordozott, mely az alacsony szintli metronidazol rezisztenciaért volt
felelds. A vizsgélat sordn a tetracyclin rezisztenciaért felelds tetQ gén jelenlétét és két
plazmid (7,0 és 11,0 kb) hordozésat igazoltuk a torzsben. A Southern-blott vizsgalat
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kimutatta, hogy a nimA gén az IS1168 elemével egyiitt a 11,0 kb nagysagi plazmidon
helyezkedett el. Az altalunk izolalt MDR torzsben feltérképezett 1S1187 elem- és a nimA-
IS1168 parok egyiittes jelenléte az eddigi irodalmi adatok alapjan rendkiviil ritka a
karbapenem és metronidazol-rezisztens B. fragilis izolatumokban.

A magyarorszagi gyijteménybdl szarmazo 400 Bacteroides torzs kozott hat: 1 B.
fragilis, 2 B. ovatus, 2 B. vulgatus és 1 B. thetaiotaomicron MDR torzset talaltunk, ezek
esetében a rezisztencidért felelds gének kimutatdsa céljabol részletes molekularis
vizsgalatokat végeztiink el. Az MDR bacteroidesek koziil 1 szarmazott a debreceni és 5 a
szegedi centrumbol, ugyanakkor a masik 2 centrumbo6l szdrmazo izolatumok kozott nem volt
MDR torzs. A B. fragilis SZ38 izolatum hordozta a cfiA gént, magas szintli rezisztenciat
mutatott ampicillinnel, amoxicillin/klavuldnsavval, cefoxitinnel és meropenemmel szemben,
cepA gént, viszont 3 torzsben volt kimutathato a cfXA gén (B. vulgatus SZ4, B. ovatus SZ9 ¢és
B. thetaiotaomicron SZ35) és a B. vulgatus SZ4 toérzs cfXA génjének 1,2 kb méretii regulator
SZ35) magasszintii clindamycin rezisztenciat (MIC>256 mg/l) mutatott, a B. ovatus D92
hordozta az ermG, mig a B. vulgatus SZ4 ¢és a B. thetaiotaomicron SZ35 az ermF gént, a B.
ovatus SZ9 mindkét gént. A B. vulgatus SZ4 és B. thetaiotaomicron SZ35 torzsben jelen volt
a teljes hosszusagu 1S4351 elem, de PCR-térképezéssel nem volt kimutathatdé semmilyen
fizikai kapcsolat ezen 1S-elem és az ermF gén kozott.

Az 6sszes MDR torzs hordozta a tetQ gént, koziilik 3 (B. ovatus D92, SZ9 és B.
fragilis SZ38) mutatott magasszint(i clindamycin rezisztenciat (MIC>32 mg/l), ezenkiviil a B.
ovatus SZ9, B. vulgatus SZ34 és a B. thetaiotaomicron SZ35 izolatumokban kimutathaté volt
a tetX gén is. Bar egyik torzs sem hordozta a nim gént, a B. ovatus D92 metronidazollal
szemben rezisztenciat mutatott. A fluorokinolon érzékenységi vizsgéalatot moxifloxacin MIC
meghatarozassal végeztiik el: négy izolatum moxifloxacin MIC-értéke >32 mg/l volt, koziiliik
csak a B. thetaiotamicron SZ35 hordozta a bexA gént, a B. fragilis SZ38 gyrA génjének
QRDR (Kinolon rezisztencia meghatarozé szakasz: Quinolone-resistance determining region)

crer

szubsztiticiot igazoltunk.

A B. fragilis torzsek jelentds patogenitasi faktorainak: enterotoxin és cisztein protedz
termeléséért felelds génjeinek vizsgalata

A gylijtott kétszaz magyarorszagi B. fragilis izolatum koziil RT-PCR vizsgalattal 26-
ban (13%) igazoltuk a bft gén jelenlétét, melyek koziil a PCR-RFLP eredményei alapjan 20
hordozta a bft-1 és 6 a bft-2 izotipust, viszont a bft-3 izotipust egyik sem. Vizsgalatunk soran
egy olyan ritka, altalunk izolalt torzset is azonositottunk (B. fragilis SZ54), amely egyszerre
hordozta a cfiA gént és a bft-1 allélt. A bfpl-4 (C10 proteaz gének) és fpn (C11 proteaz gén)
gének jelenlétének RT-PCR-rel torténé vizsgalata céljabol 72 B. fragilis izolatumot
vélasztottunk ki (26 ETBF ¢és 46 nem ETBF torzsek). A C10 protedz gének megoszlasa: 38
torzs hordozta a bfpl gént, 58 a bfp2-t, mig 17 a bfp3-at, de egyik izolatum sem volt pozitiv a
bfp4 génre. Kilenc izolatum egyszerre horozta a bfpl, bfp2 és bfp3 géneket, 22 a bfpl és bfp2
géneket, 5 izolatum a bfp2-t és a bfp3-at, 1 torzs pedig a bfpl-et és a bfp3-at. A 26 bft-pozitiv
torzs koziil 24 (92,3%) hordozta az fpn gént, ugyanakkor 46 bft-negativ izolatum koziil 36-bol
(78,3%) is kimutatato volt az fpn gén.

Osszefiiggést kerestiink a cfiA és a bfp gének egyiittes hordozasara: a cfiA-pozitiv
izolatumok koziil 3 hordozta a bfpl és 2 a bfp3 gént, ugyanakkor a cfiA-negativ torzsek koziil
35 volt pozitiv bfpl, 56 bfp2 és 17 bfp3 génekre. A 63 fpn-pozitiv torzs kozil egyik sem
hordozta a cfiA gént, igy a cfiA és fpn gének kozott szignifikans negativ korrelacio (p<0,000)
igazolodott. Szignifikans pozitiv korrelaciot talaltunk a bfp2 és fpn gének (p=0,0000803)
hordozasa kozott, ugyanakkor szignifikans negativ korrelaciot a bfp2 és cfiA gének (p=0,011)
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crer

csak kevés adatot kozoltek.

5.3. A MALDI-TOF MS alkalmazasa a human, klinikai eredetii anaerob baktériumok
azonositasaban

Az elsd vizsgalatunkban 283, random modon kivalasztott klinikailag relevans anaerob
izolatumot identifikdltunk MALDI-TOF modszerrel a Bruker Daltonik laboratériummal
(Bréma, Németorszag) egyiittmiikdodve. A 249 izolatum, amiket a MALDI-TOF MS
egyértelmiien tudott identifikalni, 14 genushoz és 35 fajhoz tartozott.

218 (77%) izolatum esetében a MALDI-TOF MS species-szint(i identifikaciot adott
log(score) >2,0 értékkel és 31 izolatumot (10,95%) genus szinten tudtunk identifikdlni
[log(score) 1,7-2,0]; azonban egy izolatum kivételével (Fusobacterium sp.) ugyanazokat a
fajneveket adta meg a Biotyper az elsd és a masodik legjobb talalat helyén. Ot izolatum
esetében (1,8%) (két Bacteroides sp. és harom Fusobacterium sp.) az MS mérés nem adott
fajszintli identifikéaciot; azonban a log(score)-ok 1,988 ¢és 2,465 kozott voltak. Harmincnégy
izolatum esetében (12,0%) a MALDI-TOF MS mérés nem adott megbizhatd identifikacios
eredményt, <1,7 log(score)-ral.

Fenotipusos modszerekkel tévesen azonositottunk a MALDI-TOF modszerrel B.
fragilis-nak bizonyuld 16 izolatumot és B. thetaiotaomicron-nak bizonyuld 7 izolatumot, ezek
azonban a szekvenalasi eredmények 99-100% hasonldsaggal erdsitették meg a MALDI-TOF
eredményeket. Két B. ovatus torzset azonositottunk MALDI-TOF modszerrel 2,261 ¢és 2,242
log(score)-okkal, amelyek azonban szekvenalassal B. xylanisolvens-nek bizonyultak (99,78%-
0S aZonossag).

Négy Clostridium ¢és hat Prevotella torzs esetében ellentmondasos species
identifikaciot adtak a konvencionalis modszerek; azonban egy eset kivételével a szekvenalas a
fenotipusos identifikalassal Peptostreptococcus spp.-ként. Kozilik ketté a MALDI-TOF
modszerrel Finegoldia magna- és Gemella morbillorum-nak bizonyult, azonban a masik négy
torzs nem anaerob fajnak bizonyult, mindegyik eredményt a szekvenalds megerdsitette. A
négy izolatumbdl, amelynek a log(score) értéke 1,7 és 2,0 kozott volt és a fenotipusos
identifikalds eredménye kiilonbozott a MALDI Biotyperrel kapott eredménytél, a
szekvenalasi adatok harom izolatumban a MALDI-TOF MS identifikaciot megerdsitették, egy
izolatumra a MALDI-TOF C. baratii [log(score) 1,727], a fenotipusos identifikalas C. fallax
eredményt adott, a 16S rRNS szekvenalas 99,77%-o0s homologiaval Clostridium sp.
eredményt adott. Az altalanos egyezés a MALDI-TOF ¢és a szekvenalasi adatok kozott azokra
a torzsekre, ahol a fenotipusos identifikacio kiilonbozott, 93,2%-nak bizonyult (41/44 torzs).
A Gram-negativ anaerob izolatumok koziil a hétb6l 6t Campylobacter ureolyticus izolatum
adott 1,750 és 1,985 kozotti log(score)-okat és a konvencionalis mddszerek ugyanazokat a
fajidentifikaciés eredményeket adtak. Ugyanez igaz a hét Actinomyces odontolyticus
izolatumbol 6tre, amelyeknek 1,730 és 1,947 kozott volt a log(score) értékiik és amelyekre a
fenotipusos identifikécid ugyanazt a fajazonositast adta.

A kovetkez6 vizsgalatunkban 277 klinikai Bacteroides/Parabacteroides sp.
izolatumot valasztottunk ki az eurdpai torzsgylijteménybdl, hogy identifikaljuk a MALDI-
TOF MS modszerrel és a klasszikus fenotipusos identifikdlo modszerekkel. A 277 izolatum
koziil 270-et egyértelmien [log(score)>2,0] sikeriilt identifikalni a MALDI-TOF MS
modszerrel.

Hét izolatum esetén nem tortént egyértelmii identifikalas, mivel nem allt rendelkezésre
megfeleld referencia spektrum a vizsgalat id6szakdban az adatbazisban [log(score) <1,7].
Mind a hét izolatum esetében elvégeztik a 16S rRNS gén szekvenalast. A szekvenalasi
adatok egyértelmiien aldtdmasztottdk a biokémiai azonositdsi eredményeket harom esetben
(P. distasonis). A harom masik izolatum, amelyet nem sikeriilt identifikalni a spektrumuk
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alapjan (amelyek a klasszikus biokémiai modszerek alapjan P. distasonis-nak és B.
thetaiotaomicron-nak bizonyultak), az ezutani megismételt mérések soran log(score) >2,5-0s
érteket adtak. A harom tovabbi MALDI-TOF-al nem megfeléen identifikalt torzs a
szekvenalas soran Bacteroides eggerthii-nek, P. goldsteinii-nek és B. intestinalis-nak
bizonyult.

Vizsgalataink soran a modszer differencialé kapacitasa reprodukalhatonak bizonyult a
tobb, parhuzamosan megismételt mérés soran. Az ijonnan leirt fajok, mint pl. a B. salyersae
¢s a B. nordii is identifikalhatok MALDI-TOF MS moddszerrel, a human patogén
Bacteroides/Parabacteroides fajok kozott egyértemiien kiilonbséget tudott tenni a modszer.

A 270, MALDI-TOF 4altal egyértemiien meghatarozott izoldtum koziil 23 esetén
kaptunk ellentmondd eredményt a klasszikus biokémiai moddszerrel végzett identifikélas
soran. A 23 izolatumbdl 11 (amelynek a MALDI-TOF MS mérés soran 2,0-2,5 kozotti
log(score)-ja volt), keriilt kivalasztasra 16S rRNS gén szekvenalasra is. A szekvenalasbol
kapott adatok alatdmasztottdk a MALDI-TOF MS eredményét 10 esetben, azonban egy
esetben (ahol a MALDI eredmény B. vulgatus volt, 2,017-es log(score)-ral), a szekvenalas
soran nem jutottunk fajszintii identifikalashoz, csak nemzetség (egy uj Bacteroides sp.-hez)
szintlihdz, a torzs a vizsgalataink alapjan kozeli rokonsagot mutat a B. uniformis, B. eggerthii
¢és B. thetaiotaomicron fajokhoz. A MALDI-TOF MS identifikalé, elvalasztdo képessége
jobbnak bizonyult a biokémiai teszteknél a B. thetaiotaomicron, B. ovatus és B. uniformis
fajok esetében.

A Magyarorszagbol gyijtott Bacteroides torzsek species szintli meghatarozas
vizsgalatban a résztvevd centrumokban tortént identifikalas és a szegedi centrumban végzett
ismételt azonositas soran a 400 torzs koziil 379 (94,75%) esetében az identifikalas korrekt,
fajszintii volt.

Huszonegy ellentmondasos, ismételt azonositasi eredményt ado torzs - 4 B. fragilis és
17 nem fragilis Bacteroides (7 B. thetaiotaomicron, 1 P. distasonis, 1 B. cellulosilyticus, 1 B.
salyersiae, 1 B. stercoris, 1 B. intestinalis, 1 B. vulgatus, 2 B. ovatus és 2 B. nordii) - esetén a
vizsgalatot 16S rRNS gén szekvenalassal és rapid ID 32A teszttel egészitettik ki. A 21
izolatum kozil 5 torzs log(score) értéke volt 2,000 alatti (1,993-1,802), 15 izolatum (71,42%,
15/21) MALDI-TOF MS és szekvenalasi eredménye megegyezett. Rapid ID 32A teszttel
mindossze 8 torzs (31,01%) esetén kaptunk kivalo (>95%) identifikalasi eredményt. Mivel a
rapid ID 32A teszt adatbazisa nem tartalmazta az ijonnan leirt B. cellulosilyticus, B. nordii, B.
salyersiae és a B. xylanisolvens biokémiai profiljat, a P. distasonis SY2 izolatumot pedig
Capnocytophaga sp-ként identifikalta, ezen torzsek esetén a fenotipusos azonositas
eredménye nem volt elfogadhato.

A szekvenalas pontossdga minden esetben >98% volt, kivéve az SY9 szamu torzset,
amely esetén ez az érték 95% lett. Az SY9, SY64 és SY81 Bacteroides torzsek esetén a
MALDI-TOF MS és rapid ID 32A modszerekkel kapott identifikalasi eredmények eltéréek
voltak. Ennek magyarazata, hogy ezen torzsek filogenetikailag annyira kozel allnak
egymashoz, hogy hagyomanyos biokémiai modszerekkel nem, vagy nehezen kiilonithetdk el
(SY9: B. intestinalis/B. cellulosilyticus; SY64: B. nordii/B. salyeriae; ¢s SY81: B. ovatus/B.
xylanisolvens). A B. fragilis SY23, B. thetaiotaomicron SY53 és a B. fragilis SE33 torzsek
esetében a szekvenalas eredményét fogadtuk el.

Egyes anaerob specieseken beliili tipusmeghatarozas lehetéségei a MALDI-TOF MS
modszerrel

A Bacteroides fragilis torzsek I.- (cfiA-negativ) és II. csoportjanak (cfiA-pozitiv) elkiilonitése

A 277 Klinikai Bacteroides sp. izolatumbol, melyeket a MALDI-TOF MS-sel

identifikaltuk fajszinten 145 B. fragilis izolatum magas log(score)-os (>2,5) spektrumat

vizsgaltuk 4t és a munkacsoportunk altal korabban mar vizsgalt és publikalt eredményeinket

felhasznalva a B. fragilis II. csoportra jellemz6 csucsokat kerestiik. A Divizio | vagy Il-be

tartozast a MALDI Biotyper 3.1 software “cfiA identification” file (a kdzos tudomanyos
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egylittmiikddésiink segitségével a Bruker Daltonik, Bréma, Gr. altal kifejlesztett modszer)
alapjan tortént. Méréseink alapjan kilenc izolatum (6,2%) tartozott a B. fragilis Il. csoportba,
mind a kilenc izolatum PCR vizsgalattal cfiA-pozitivnak bizonyult, az imipenem MIC értékiik
<0,125 és >32 mg/l kozott volt. Még a ,silent” cfiA gént hordozo izolatumokat is ki tudtuk
mutatni ezzel a modszerrel. Az alcsoportra jellemzé csticsok koziil kettd (4826 és 9649 Da)
megtalalhat6 volt mind a kilenc torzsben és egy harmadik (9375 Da) a kilenc torzs koziil
nyolcban volt jelen.

Sajat klinikai anyagunkbol hatvan B. fragilis torzset vizsgaltunk, mindegyik torzs
species-szintli identifikacioja a MALDI-TOF/MS modszerrel, majd a Divizio | vagy Il-be
tartozast a MALDI Biotyper 3.1 software “cfiA identification” file alapjan tortént. Kerestiik a
cfiA rezisztencia gén jelenlétét is PCR mddszerrel és meghataroztuk az imipenem MIC
értékeket is. A vizsgalt 60 B. fragilis torzsbél 5 tartozott a Divizid 1l-be, ezek mindegyike
hordozta a cfiA gént, azonban négy torzs érzé¢keny volt imipenemre (az egyik egy heterogén
fenotipusu torzs: B. fragilis 88768), csak egy torzs volt rezisztens. Molekularis genetikai
vizsgalataink alapjan a cfiA gén upstream régidja egy IS elemet (IS1187) hordozott, mely a
karbapenem rezisztencia gén aktivalasaért, igy a rezisztencia kifejez6déséért, a fenotipusos
megjelenésért felelds.

A magyarorszagi vizsgalatban gyiijtott torzsek kozil a MALDI-TOF Biotyper 3.1
szoftver “cfiA identification project file” segitségével megvizsgaltunk 200 B. fragilis torzset.
20 izolatum tartozott (10%) a Divizi6 1l-be és RT-PCR moédszerrel azt is igazoltuk, hogy ezek
koziil az 6sszes hordozta a CfiA gént. A modszerrel Division II-be tartozé torzsek koziik 17
volt fenotipusosan rezisztens meropenemre (MIC>16 mg/l), egy izolatum MIC értéke 8 mg/I
volt, egy masiké 4 mg/l és egy izolatum MIC értéke 0,25 mg/l volt.

A Cutibacterium (Propionibacterium) acnes 1., II. és III. filotipusok elkiilonitése

61 C. acnes izolatumot vizsgéltunk, a legtobb torzs (49) friss klinikai izolatum volt a
SZTE KMDI-bél, kiilonbdzé huméan mintakbdl szdrmaztak, figyelmen kiviil hagytuk, hogy
valddi patogén volt-e vagy hemokultira kontaminacid. A torzsek kézott volt egy altalunk mar
kazuisztikaként publikalt ritka, bizonyitottan granulomatézus traumatologiai infekciot okozo
C. acnes torzs is és egy hemokultirdbol szarmaz6, MLST tipizalassal II. tipushoz tartozo.
Tizenkét referencia torzset vontunk be kordbban publikalt ismert tipizalasi eredményekkel,
beleértve az ATCC 11828-at (II. tipus). Tizenegy C. acnes torzset: négy 1Al és 1A2 tipus
(PRP-60, P.acn33, P.acnl7, és P.acn31), egy egészséges borfelszinr6l szarmazod apatogén IB
tipus: 6609 (el6z6leg mar publikaltuk a torzs teljes genom szekvenalasat: Hunyadklirti J. et
al. 2011), egy IC tipus: PRP-38, két II tipus: ATCC11828 (el6z6leg mar publikaltuk a torzs
teljes genom szekvenalasat: Horvath B. et al. 2012) és egy klinikai izolatum ismert MLST
tipussal ezen vizsgalat kezdetétdl: 76618 HU) és harom III tipust (12S, Asnl2 és Asnl0)
ismert MLST tipusokkal valasztottunk ki az els6 mérésre.

A MALDI Biotyper rendszerrel tortént rutin mérések utan a tomegspektrumok kozotti
kiilonbségeket kerestiik. A kiilonbozd C. acnes torzsek spektrumai a csucspoziciok csak
néhany varidcigjdban mutattak nagy meértékli hasonlosdgot, azonban néhany cslcs
szignifikans varidciot mutatott és ezek dsszhangban voltak a kiilonb6zd C. acnes tipusokkal.

19 klinikai izolatumot taladltunk a MALDI-TOF méréssel a C. acnes IA tipusaba
tartozonak, azonban az IA1l és IA2 alcsoportokat nem tudtuk megkiilonboztetni, mig az
MLST tipizalasnal mindegyik IA1 altipus izolatumnak bizonyult. Olyan C. acnes klinikai
izoldtumot nem taldltunk a vizsgalat sordn, ami az IA2 altipushoz tartozott volna az MLST
tipizalaskor. Huszonegy klinikai izolatumot talaltunk IB tipustinak mind a MALDI-TOF MS-
sel mind az MLST-vel (kdztiik volt a granulomatdzus traumatologiai infekciot okozo C. acnes
torzs), nyolc klinikai izoldtum bizonyult a C. acnes II csoportjahoz tartozonak mindkét
tipizalasi modszerrel. A MALDI-TOF MS-sel vizsgalt 6t IllI-as tipust C. acnes torzsbol egy
torzsnek (Asnl0) volt a kozos (€és egyedi) Ill-as tipusu izolatumokra jellemzd csucson kiviil
(7238 Da) egy kicsit kiilonb6zé MS mintazata (a megjelend 7063 Da csuccsal minden mas II1.
tipusu torzs esetében), aminek 7004 Da csucsa volt kimutathatd. I1I/1 tipusnak jeloltiik.
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A MALDI-TOF mérést alkalmazva mind a 61 izoldtumot hat kiilén csoportba tudtuk
osztani, amelyek megfeleltek az IA, IB, IC, II, III és III-1 filotipusoknak, egy 0sszesen 71%-
os D értékkel (95% CI 65,0-76,6). A jobban megkiilonboztetd MLST megkdzelitést
alkalmazva Gsszesen 28 csoportot tudtunk elkiiloniteni, amik megfeleltek az eltéré6 ST-nek,
90%-o0s D értékkel (95% CI 83,4-94,9) (p < 0,001) ezen a sajat izolatum gylijteményen
alapulva. A két modszer kozotti teljes konkordancia a korrigalt Rand értékkel 45,6% volt
(95% CI 26,6-65,5). Mig az MLST megkozelités —mint ahogy szamitottunk ra—, sokkal
megkiilonboztetobb volt, jo korrelacidot kaptunk a két moédszer kozott, amikor csak a
filocsoport elkiilonitésre hasznaltuk és nem a torzs elkiilonitésre; habar, a toérzsek, amiket 1A
tipusnak identifikaltunk a MALDI-TOF-al, az MLST-vel IA1 és 1A2 filocsoportokba voltak
besorolhatdak. Ezen az alapon a két mddszer kozotti teljes konkordancia a korrigalt Rand
értekkel 91% volt (95% CI 81,9-100) a filocsoport elkiilonitésre.

7. Az értekezés legfobb megallapitasai, ujdonsagali

Munkam sordn a legfontosabb humdn patogén anaerob baktériumok szerepét
vizsgaltam klinikai témaban, Az értekezésben prezentalt klinikai-kisérletes munka legfébb
megallapitasai a kovetkezokben foglalhatok dssze:

Vizsgalatok a C. difficile torzsekkel:

e Munkacsoportunk Magyarorszagon elséként jellemzett nagyszamu C.
difficile térzset molekularis diagnosztikai modszerekkel: irodalmi adatok alapjan osszeallitott,
sajat ,,home-made” PCR moddszert validaltunk, majd megvizsgaltuk a hasmenéses
sz€kletmintakbol szdrmazo izolatumok esetében a toxinok (igy a binary toxin is) termeléséért
felelds cdtA, cdtB, tcdA és tcdB gének jelenlétét és az A toxin gén 3'-végében 1évo delécidt,
vagy inszerciot.

e Megteremtettik a toxin-termeld C. difficile torzsek altal okozott infekciok
magyarorszagi diagnosztikajanak alapjait. Megteremtettiik a prospektiv, folyamatos, orszagos
nyomon kovetését a sporadikus nozokomialis-, illetve behurcolt C. difficile eseteknek,
jarvanyoknak hazankban.

eVizsgalataink soran a C. difficile ribotipusok elterjedésének térbeli és iddbeli
véltozasat hasonlitottuk Ossze Magyarorszdg kiillonbozd teriileteirdl, egymast kovetd
id6szakokban gylijtott torzsek esetén. A kiilonbozo ribotipusok eloszlasaval osszefliggésben
megfigyeltiik mind a hazai, regiondlis, mind a nemzetkdzi kiilonbségeket és a kiilonb6zd
ribotipusok prevalenciajanak valtozasat az id6 mulasaval. Az 1998-as elsd, helyi vizsgalataink
soran a 087-es ribotipus volt a dominans ribotipus (toxin-termelé torzsek 50%-a), binary
toxin-termeld torzset nem talaltunk, a masodik 2002-es vizsgalatunk soran két binary toxin-
termeld torzset talaltunk. 2002-2004 kozotti vizsgalatunkban a leggyakoribb tipus a 014-es
ribotipus volt (24,8%). Ezekben az idészakokban nem talaltunk A toxin-negativ és B toxin-
pozitiv izolatumokat. Munkacsoportunk irta le, jellemezte és izolalta az els6 magyar
bizonyitott 027-es ribotipusu C. difficile torzset 2007-ben.

e KésObbi vizsgalataink soran igazoltuk az akkor mar dominans 027 ribotipus
elterjedését Magyarorszagon: 2010-ben mar a toxin-termeld C. difficile izolatumok 30,4%-a
bizonyult 027-es ribotipustunak, emellett 6t egyéb, binary toxin-pozitiv izolatumot talaltunk,
2011-ben mar az izolatumok 50,2%-a bizonyult a 027-es ribotipusunak. Ebben az idészakban
hét, mas ribotipusba tartozo binary toxin-pozitiv izolatumot talaltunk. 2014-ben a 027-es
ribotipus, bar csokkend ardnyt, de még mindig meglévé dominancidja (33,3%) mellett
jelentés kiilonbség volt megfigyelhetd arégiokban a dominans tOrzstipus aranyaban:
szignifikans kiilonbséget talaltunk a 027-es ribotipust térzsek regiondlis megoszlasa kozott. A
2018-ban gyijtott szegedi fekvobeteg izolatumaink eredményei azt mutattak, hogy a SZTE
klinikdin még mindig jelen van és domindns a 027-es ribotipus (40%-os eléfordulas), igen
jelentds a binary toxin-termeld torzsek eléfordulasa (59%), azonban a domindns ribotipus
mellett a tobbi 24 kiilonb6zd ribotipus reprezentaltsaga joval alacsonyabb volt, 1-5
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eset/ribotipus. Az el6zd vizsgalatainkhoz képest azt talaltuk, hogy helyileg a ribotipusok
diverzitasa 2018-ban mar sokkal szélesebb volt, mint az el6zd vizsgalatainkban.

e Magyarorszagon els6ként alkalmaztunk a rutin diagnosztikaban a kereskedelmi
forgalomban kaphato, j molekuldris diagnosztikai modszert és hasonlitottuk Gssze
eredményeit a “gold standard”-ként hasznalt szdvettenyészet citotoxicitasi vizsgalattal és a
kereskedelemben beszerezhetd enzimhez kotott fluoreszcencia immunvizsgalattal (ELFA) az
A ¢és B toxinok kozvetlen kimutatdsara hasmenéses székletmintakbol. Azt talaltuk, hogy a
modszer érzékenysége, specificitasa, PPV- és az NPV-érteke 96,4%, 99,01%, 92% és 100%
volt. A PCR modszer gatlasa (inhibitoros mintak) vizsgalatunkban 0,6% (4/600)
volt; hasonloképpen az irodalomban fellelhet6 adatokhoz.

eElséként vizsgaltuk és publikaltuk a magyarorszagi, hasmenéses székletmintakbol
izolalt C. difficile torzsek antibiotikum érzékenységét, ennek iddbeli valtozasat, illetve
vizsgaltuk a torzsek érzékenységét a CDI esetek kezelésére Ujonnan bevezetett
antibiotikummal a fidaxomicinnel szemben. Eredményeink azt mutattdk, hogy
Magyarorszagon a C. difficile torzsek erythromycin, clindamycin és moxifloxacin rezisztencia
aranya mindkét vizsgalt idészakban magas volt, a két idétartam alatt szignifikdns valtozast
nem észleltiink a rezisztens torzsek prevalencidjaban. Megéllapitottuk, hogy az erythromycin,
clindamycin és moxifloxacin esetében a MICsg és a MICgo értékek nem valtoztak a vizsgalati
idGszak alatt szignifikansan, azonban vizsgalataink alapjan ugy tiinik, hogy a tars-rezisztencia
a makrolid/linkézamid, moxifloxacin és rifampicin esetében megjelent és jelentdsen
emelkedett a nem 027-es ribotipusu C. difficile torzsek esetében is. A rifampicin esetében a
mért MIC sz¢élIs6 értékek meglehetdsen tag hatarok kozott valtoztak, azonban 2008-2010-ben
mar a torzsek 11,5%-a magas fokt rifampicin rezisztencidt mutatott, mig a 2006-2007-es
idészakban még csak a vizsgalt torzsek 6,25%-a volt magas szinten rezisztens. Ennek
ellentmondanak a nemzetk6zi eredmények, mas orszagokban a rifampicin rezisztens
izolatumok aranya -ha kis mértékben is- de csokkent. Az altalunk vizsgalt idészakokban a
magyarorszagi C. difficile torzsek kozott a szerek fokozott felhasznalasa ellenére sem
talaltunk metronidazol és vancomycin rezisztens torzseket.

oA fidaxomicin érzékenységi vizsgalatunk soran a vizsgalt torzsek fidaxomicin MIC
értekek megoszlasa hasonld megoszlast mutatott, mint az EUCAST adatbazisaban talalhato
,vad tipusu” torzseké. A binary toxin-termeld izolatumok esetében nem talaltunk jelentds
kiilonbséget a fidaxomicin érzékenységben az egyéb, mas ribotipusba tartozo C. difficile
torzsek kozott, hasonloan az irodalomban k6zo6lt adatokhoz.

eHazankban el6szor kazuisztikaként leirtunk egy ritka, extraintesztinalis C. difficile
infekciot, melyet egy molekularis diagnosztikai modszerekkel részletesen jellemzett, 014-es
ribotipusu, XVIII-as toxin-tipusu, A és B toxin-termeld, binary toxin-negativ torzs okozott.

eSajat 10 éves beteganyagunkban megvizsgaltuk az extraintesztinalis C. difficile
fertdzések el6fordulasat: megallapitottuk, hogy az extraintesztinalis C. difficile infekciok
eléfordulasa hazankban is ritka, 0-4 eset/év, a vizsgalt periddusban az 6sszes CDI eset 0,57%-
a. A betegek 36,7%-a volt jarobeteg, koziilik négynek volt valamilyen bor- és lagyrész
infekcioja. A legtobb esetben a C. difficile térzs a vegyes, aerob-anaerob flora tagja volt, 4
minta esetében izolaltuk a korokozot szintenyészetben, a leggyakoribb tarspatogének az E.
coli és az E. faecalis/faecium voltak, négy beteg mintaiban csak anaerob korokozo volt jelen
tarspatogénként. A torzsek toxin-termelését 19 izolatum esetében hataroztuk meg és 79%-uk
bizonyult A és B toxin-termeldnek, a 14 torzs esetében, ahol a ribotipizalast elvégeztiik a
torzsek 50%-a tartozott a 027 PCR ribotipusba, hdrom torzs viszont a mas orszagokban ritka
eléfordulast, magyarorszagi 198-as PCR ribotipusba tartozott.

Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsekkel:

e Munkacsoportunk nemzetko6zi kooperacié eredményeképpen tobb europai orszagbol
gyljtott  Bacteroides/Parabacteroides izolatumokat, majd antibiotikum érzékenységi
vizsgalatokat végeztiink standardizalt modon, vizsgaltuk a
kiilonb6z6 Bacteroides/Parabacteroides torzsek antibiotikum-érzékenységét: kerestiik a fajok

27



dc_1706_19

kozotti- illetve a régiofiiggd kiilonbségeket. Eredményeinket dsszehasonlitottuk az elmult 20
évben végzett eurOpai szintli nagy felmérések eredményeivel, igy nyomon kdovettik a
rezisztencia-aranyok alakulasat. Az évek soran az imipenem ¢és a metronidazol-
rezisztencidban nem tapasztaltunk jelentds valtozasokat, a tobbi antibiotikum esetében
azonban a rezisztencia ardnyok jelentdsen valtoztak, szamottevd kiilonbségeket talaltunk a
kiilonb6z6 fajok esetében is. A 20 év soran végzett harom eurdpai vizsgalat eredményei egy
vagy tobb anti-anaerob szerrel szembeni rezisztencia-aranyok igen jelents foldrajzi
kiilonbségeit tartak fel, valoszinlileg a kiilonb6z6 orszdgokban az altaldnos antibiotikum
hasznalat kiilonbségei miatt.

e Elsoként végeztik el nagy szamu, Magyarorszag kiilonb6zo teriileteirdl szarmazo,
klinikailag relevans Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartoz6 izolatum antibiotikum
érzékenységének vizsgalatat tiz antibiotikummal szemben, standard agar diluciés modszert
hasznalva. Vizsgaltuk az antibiotikum-rezisztencia alakulasat, adatainkat dsszehasonlitottuk a
korabban publikalt hazai, nemzetk6zi adatokkal. Tanulmanyunk bizonyitotta az ampicillin
rezisztencia magas aranyat, de az amoxicillin/klavulansavval szemben csak az izolatumok
4,5%-a mutatott rezisztenciat. Azt talaltuk, hogy a cefoxitin, tetracyclin és moxifloxacin
rezisztencia aranya erésen fajfiiggé volt, kiemelkedéen magas volt a meropenem rezisztens
torzsek aranya (7%), az izolatumok 8,58%-a hordozta a cfiA gént. Clindamycin esetén
36,75%-o0s volt a rezisztens torzsek ardnya, amely jelentds faj szerinti és foldrajzi varidciot
mutatott. A metronidazol, tigecyclin és a chloramphenicol kivalo aktivitast mutatott a vizsgalt
izolatumokkal szemben.

e A nemzetkozi szakirodalomban meglehetdsen kevés az a vizsgalat, amely a bexA gén
eléfordulasat vizsgalja human klinikai eredetii Bacteroides torzsek kozott. A vizsgalt 400
torzs 20,5%-a hordozta a bexA gént és a NBF torzsek kozott szignifikansabban magasabb volt
a gén prevalenciaja (foként a B. thetaiotaomicron torzsek kozott), mint a B. fragilis
izolatumok kozott. A moxifloxacin érzékeny NFB torzsek 42,37%-a hordozta a bexA gént;
mig a moxifloxacin érzékeny B. fragilis torzseknek csak 6,04%-a. El6z6 vizsgalatunkhoz
képest azt talaltuk, hogy mind a moxifloxacin rezisztens torzsek aranya, mind a bexA gén
prevalenciaja emelkedett és joval tobb NFB izolatum hordozta a gént.

e Elsdként irtunk le Magyarorszagon (és a Kelet-eurdpai régiodban is) és jellemeztiink
részletesen egy multirezisztens klinikai B. fragilis izolatumot, majd vizsgaltuk a
magyarorszagi MDR klinikai izolatumok antibiotikum rezisztencia génjeinek és egyéb
genetikai elemeinek jelenlétét molekularis diagnosztikai modszerekkel. A vizsgalt 400
Bacteroides izolatum koziil 6 MDR torzset azonositottunk, majd molekularis vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy az MDR izolatumok antibiotikum rezisztencidjanak molekularis hattere
torzsenként eltért.

e Vizsgélataink soran irodalmi adatok alapjan Osszedllitott, sajat ,,home-made” PCR
modszert validaltunk, majd megvizsgaltuk a kiilonb6z6é klinikai mintadkbol szarmazo B.
fragilis torzsek enterotoxin gén (bft) hordozasanak aranyat, jellemeztiik ezek izotipusait,
meghataroztuk a C10 és Cl11 cisztein proteaz géneket (bfpl-4, fpn), adatainkat
Osszehasonlitottuk az el6z0 hazai, illetve a nemzetk6zi adatokkal. Az izolatumok 13%-a
hordozta a bft gént, amely hasonld6 mértékii az altalunk korabban ko6zolt eredménnyel
Osszehasonlitva (8,7%). Az izolatumok tobbsége a bft-1 allélt hordozta, 23,1%-a a bft-2-t,
ugyanakkor bft-3 allélt egyetlen izolatum sem tartalmazta.

e Azonositottunk egy olyan ritka, kiilonleges B. fragilis torzset, amely egyidejiileg
hordozta a cfiA és a bft gént és annak izotipusat. A bft-pozitiv torzsek kozott 24 hordozta az
fpn gént, amely igazolja a fragipainnak a B. fragilis enterotoxin aktivalasaban betoltott
kulcsszerepét.

MALDI-TOF MS alkalmazasa az anaerob baktériumok diagnosztikajaban

e Hazankban el6szor alkalmaztuk a MALDI-TOF modszert anaerob baktériumok
species-szintli identifikalasara: azt talaltuk, hogy a klinikailag relevans mintakbol nyert
anaerob izolatumok esetében a MALDI-TOF MS moédszer 86,2%-ban tudta azonositani egy
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rutin diagnosztikai laboratorium mindennapos anyagabdl véletlenszertien kivalasztott klinikai
anaerob izolatumokat faji szinten. A fajszintii identifikacié a gyartd altal javasoltnal
alacsonyabb log(score)-ral elfogadasra keriilnet és ezt az eredményt a szekvenalas
megerdsitette. Ugy talaltuk, hogy a MALDI-TOF MS teljesitménye szamos tényez6tdl fiigg, a
helyes fajszintli identifikdci6 ardnyat parhuzamos mérésekkel és a teljes extrakcios
modszerrel javithatjuk, ha a kdzvetlen telepbdl elvégzett mérés alkalmazasa nem ad fajszintii
identifikaciot.

e Tanulmanyoztuk a MALDI-TOF MS profilok alkalmazhat6sagat a kiilonb6zo,
Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo klinikailag relevans izolatumok species szintii
identifikalasara. Elvégeztik a moddszer verifikalasat, 3 parhuzamos méréssel és ezek
eredményeinek Osszehasonlitdsaval, ellentmondasos eredmények esetén 16S rRNS gén
szekvenalassal egészitettiik ki az azonositast, és bizonyitottuk a MALDI-TOF MS modszer
igen nagy pontossagu, faj szerinti identifikalo képességét a B. fragilis csoport tagjai korében.

e A MALDI-TOF MS modszert alkalmaztuk olyan, filogenetikailag két kiillonbozo
csoportot alkoté B. fragilis izolatumok elkiilonitésére, melyek hordozzak a karbapenem
rezisztenciaért felelés CfiA gént, illetve amelyek nem (a Divizio I és 1I). Vizsgalataink alapjan
megallapitottuk, hogy a torzsek egy cfiA-negativ specifikus és egy cfiA-pozitiv specifikus B.
fragilis 1. és II. csoportba voltak sorolhatéak a torzs spektrum jellemzOk alapjan.
Munkacsoportunk a Bruker Daltonik céggel kutatasi egyiittmiikodés soran segitséget nyujtott
olyan MALDI Biotyper szoftver kifejlesztésében, mely vizsgalataink alapjan bizonyitotta a
modszer alkalmassagat a B. fragilis 1. és II. csoportjanak megkiilonboztetésére.

eErtékeltik az MS-alapii tipizalasi modszer eredményességét a  humaén
korfolyamatokbol izolalt és a kontaminans Cutibacterium acnes torzsek esetén €s azt talaltuk,
hogy a modszerrel torténd tipusmeghatarozasa soran az MLST-tipizalas eredményével
megegyez0 tipusok (IA, IB, II, III) azonositasara volt lehetdség a species meghatarozast
kovetd specialis tomegspektrum-analizis alapjan. A moédszer lehetdséget adhat a C. acnes-
izolatumok esetében a tipusok és szubtipusok elkiilonitése révén a kontaminans vagy valddi
patogén kérdés eldontésében mély szovetekbdl nyert, hemokultira és egyéb klinikai mintabol
torténd izolalas soran.

Az értekezésben bemutatott eredmények jelentdségét egyrészt abban latom, hogy
azok a kutatohelyen egy Magyarorszagon egyediili klinikai kutatasi témaban és részben
ujonnan  kialakitott sikeres nemzetkozi, tobb  orszadgra kiterjedd6  kooperaciok
eredményeképpen jottek létre. Masrészt maguk az altalunk kapott adatok, ill. feltart
Osszefiiggések jelentésége mind epidemioldgiai, mind diagnosztikus szempontbol, mind a

Jelenleg Magyarororszagon a kiilonbozé fekvObeteg intézményekben nincsenek
elérhet6 adatok a C. difficile torzsek ribotipusarél, valamint a 027-es ribotipust jarvanytorzs
cirkulacidjarol, eredményeink ravilagitanak arra, hogy egyes korhazakban, osztalyokon a még
mindig jarvanytorzs fokozott eléfordulasaval kell szamolni. A fentiek fokozott jarvanyiigyi
teenddk sziikségességét indokoljak, az eredményeink igazoljak, hogy iddszakosan sziikséges
az izolatumok dominans PCR ribotipusdnak meghatarozasa, majd esetenként az antibiotikum
érzékenységi vizsgalatok kivitelezése a sporadikus esetek, illetve a lokalisan el6fordulo
jarvanyok igazolasara.

Eredményeink alatamasztottak, hogy a human klinikai mintakbol leggyakrabban
izolalt anaerob Bacteroides/Parabacteroides torzsek rendszeres, antibiotikum érzékenységi
vizsgalata, a rezisztenciaért felelés gének elterjedtségének monitorozéasa rendkiviil fontos a
pontos helyi és nemzeti antibiotikum rezisztencia adatok nyerése, illetve kritikus a betegek
szdmara a megfeleld antibiotic terdpia valasztdsa szempontjabol.

Vizsgélataink alapjan egyértelmii, hogy a MALDI-TOF MS hasznalatanak egyik 6
elénye az anaerob infekciok diagnosztikajaban a megtakaritott id6, ez az idéfaktor kritikus a
sulyos alapbetegségekben szenvedd betegeknél, immunhianyos betegeknél, sebészeti, intenziv
osztalyokon fekvd, 1€legeztetett szeptikus betegeknél a helyes, célzott terapia miatt.
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9.2. Tudomanymetriai dsszefoglalo tablazat

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok *
Osszesen | Részletezve | Fiiggetlen Osszesen
I. Folyoiratcikk 2 165 --- --- ---
szakcikk, nemzetkdzi folyoiratban, idegen nyelvii - 75 1125 1363
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szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzéként 3 - 11 329 404
Osszefoglalo kozlemény --- 17 39 53
rovid kozlemény --- 27 229 288
I1. Konyv 0 --- --- ---
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzéként 0 --- --- ---
idegen nyelvil --- 0 0 0
magyar nyelvii - 0 0 0
aa) Felséoktatasi tankdnyv - 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakoétet, tankonyv 0 . - -
szerkesztoként
idegen nyelvii --- 0 - -
magyar nyelvii - 0 --- ---
bb) Felsboktatési tankonyv - 0
I11. Konyvrészlet 17 --- --- ---
idegen nyelvii --- 2 0 0
magyar nyelvii - 1 0 0
cc) Felséoktatasi tankonyvfejezet - 14 0 0
1V. Konferenciakézlemény * 2 --- 0 0
Oktatasi kozlemények dsszesen (IL.aa,bb-111.cc) - 14 0 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (I.-1V) 170 1762 2158
Tudomanyos és oktatasi kozlemények osszesen (I-1V.) 184 --- 1762 2158
V. Tovabbi tudomanyos miivek 36 --- --- ---
Tovabbi tudomanyos miivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu folyoiratokban --- 32 0 0
megjelent teljes folyodiratcikkeket is
SzerkesztOségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok --- 4 5 8
Oltalmak (szabadalmak) - 0 0 0
V1. Hivatkozott absztraktok ° 4 4 4
Osszes hivatkozas --- --- 1771 2170
Hirsch index 8 24
g index® 43
Specialis tudomanymetriai adatok Szama hi\(r::lstslf:;és
Elsd szerzds teljes folyoiratcikkek szama 2 21 126
Utolso szerzds teljes folyéiratcikkek szama 2 29 169
A tudomanyos fok.ozat. (PhD) elnyerése utani (2002) teljes 152 2087
tudomanyos folyodiratcikkek szama
Az utolso 10 év (2009 - 2919) tudomanyos, teljes, lektoralt 127 1295
tudomayos folyoiratcikkeinek szama
o - P P -

A et loroniad dento bk 5| 117
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus . 80
rendszerben
Jelentés, guideline 1 0
Csoportos (multicentrikus) kdzleményben kollaboracios 1 114
kozremiikodo 7
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10. Koszonetnyilvanitas

“Ugy érezziik, hogy amit tesziink, csak egy csepp a tengerben.
Anélkiil a csepp nélkiil azonban sekélyebb volna a tenger.”
Teréz anya

Eziton mondok koszonetet mindazoknak, akik tudomanyos kutatomunkam soran
tamogattak, akik segitsége, batoritasa nélkiil palyazatom nem johetett volna létre:

Koszonetet mondok Dr. Nagy Erzsébet Professzor Asszonynak, Kivancsisagom az anaerob
baktériumok rejtélyes vilagdnak megismerésére a Professzor Asszony kezei kozott
formalodott €s érett meg arra, hogy ez a disszertacido megsziilethessen. Koszonettel tartozom
az Onzetlen segitségéért, toretlen tamogatasaért, a szakmai ismeretek és a konyvekbdl nem
megtanulhat6 szemlélet és gyakorlati fogasok atadasaért.

Az értekezésben bemutatott kutatomunkdban tanitvdnyaim ¢&s kollégdim fontos
szerepet toltottek be. Szorgalmas, odaado és kitartd6 munkajukért, megtiszteld tamogatasukért
kiilon koszonettel tartozom Pappné Dr. Terhes Gabriellanak, Dr. Soki Jozsefnek, Dr. Sarvari
Karoly Péternek és Dr. Gajdacs Méridnak.

Ko6szonom Dr. Piukovics Klaranak és Dr. Balla Eszter PhD hallgatoimnak, hogy
tamogathattam kutatomunkajukat. Minden szakdolgozomat, TDK hallgatomat kdszonet illeti
munkajukért, segitd tdmogatasukért.

Koszonettel gondolok a Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet asszisztenseire,
kiemelten kozvetlen munkatarsaimra, hogy szorgalmas munkajukkal segitették a
kutatomunkdmat: Dedk Tiindére, Marincusné Karasz Erikéara, Redetzky Andreara.

A szdmos egylittmiikddd partner kozil kiillon koszonom dr. Nagy Istvannak és
munkacsoportjanak a rendkiviili szakmai, barati segitségiiket.

Koszonettel — tartozom  mindazoknak a  hazai és  kiilfoldi  kollégaknak,
kutatocsoportoknak, akikkel a kutatasok, kollaboraciok, mintagyijtések soran sszehozott az
¢let, kdzvetlen szakmai kapcsolatba keriilhettem veliik. Szerencsére olyan sokan vannak, hogy
nem tudok mindenkit felsorolni, senkit sem szeretnék kifelejteni, igy egylitt koszondom meg
mindannyiojuk szakmai-barati tamogatasat. Koszonom kiilfoldi tanulmanyuatjaim senior
kutatoinak a lehetdséget, hogy befogadtak Laboratériumukba, és a munkaimhoz biztositottak
a sziikséges és igen draga infrastrukturat.

Koszoném minden baratomnak, tamogatomnak azt, hogy el nem mulo szeretettel
kisértek az ¢€let folyaman, hogy er6t adtak, szeretd tdmogatasukra mindig, minden koriilmény
kozott szamithattam.

Halas vagyok csalddomnak az irdntam mutatott tiirelemért, megértésért, és mindazért a
semmihez sem mérhet6 szeretetért, amivel er6t adtak munkamhoz. K6szonom a lehetdséget és
a tamogatast, férjemnek Ernének ¢és gyermekeimnek, Dr. Zsoldi Gerdanak és Zsoldi
Adamnak.

Es végiil: a Disszertaciot ajanlom Edesapam emlékének........
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