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1. Az értekezésben hasznalt roviditések jegyzéke

AAD
ADP
AmpC
AST
ATCC
BEXA
BFT

bp
Caco-2
CAT
CCEY
CCFA
CDAD
CDls
CDT
cdtA
cdtB
CdtLoc
CE
CFB phylum
CFU
CLSI
CM bouillon
CodY
CSPG4
CT
Da-kDa
DMSO
DNS
DOT-MGA
DSM
ECDC
ECOFF
EDTA
EIA
ELFA
eMLST
ENRIA
ESBL
ESCMID
ESGAI
ETBF
EUCAST
FAA
FAD
FAM
GDH
GLC
GTP
HCCA
HT-29
IC

Antibiotikum asszocialt hasmenés

Adenozin-difoszfat

Kromoszomalisan kodolt B-laktamaz, cefalosporindz enzim
Antibiotikum érzékenységi vizsgalat

American Type Culture Collection

Bacteroides Exporter A

Bacteroides fragilis enterotoxin

Bazispar

Heterogén human epitélialis colorectalis adenokarcinéma sejtvonal
Chloramphenicol acetiltranszferaz

Cefoxitin-cikloszerin egg yolk agar
Cikloszerin-cefoxitin frukt6z agar

Clostridioides difficile asszocialt hasmenés
Clostridioides difficile infekciok

C. difficile binary toxin

C. difficile binary toxin enzimatikus domént kodol6 gén
C. difficile binary toxin receptork6té domént kodolo gén
C. difficile binary toxin géneket hordozo 16kusz
Kapillaris elektroforézis
Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides-phylum
Telepképzo egység

Clinical Laboratory Standard Institute

Husleves taptalaj

Transzkripcios regulator

Chondroitin szulfat proteoglikan 4

Konjugativ transzpozon

Dalton-kiloDalton

Dimetil-szulfoxid

Dezoxi-ribonukleinsav

Mikrodoplet novekedési vizsgalat

Német Mikrobiologiai és Sejtkultura Gytlijtemény
Eurépai Betegségmegeldzési és Jarvanyvédelmi Kozpont
Epidemiologiai “cut-off” érték
Etilén-diamin-tetraecetsav

Enzim-immuno-assay

Enzimhez kotott immunfluoreszcencia vizsgalat
Kiterjesztett Multilokusz Szekvencia Tipizalas

Europai haldzat az anaerob baktériumok gyors azonositasara
Kiterjesztett spektrumt f-laktamaz

Eurdpai Klinikai Mikrobiologiai és Infektologiai Tarsasag
ESCMID Anaerob fertézések vizsgalati csoportja
Enterotoxikus Bacteroides fragilis

Eurépai Antimikrobialis Erzékenységvizsgalati Bizottsag
Fastidious Anaerobe Agar

Flavin-Adenin-Dinukleotid

Karboxi-fluoreszcein

Glutamat dehidrogenaz

Gaz-folyadék kromatografia

Guanozin-trifoszfat

a-ciano-4-hidroxi fahéjsav

Emberi vastagbélrak sejtvonal

Immun-kromatografia
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ICE

IgA

IS

ISR

IVD

LPS
MALDI-TOF-MS

MATE
MDR
meso-DAP
MetaHIT
MIC
MLSg
MLST
MLVA
MRSA
MS
MSP
NAP1
NFB
NNSR
NPV
PalLoc
PBP
PBS
PCR
PFGE
PID
PPI
PPV
PVRL3
PYG
QRDR
RAC1
REA
RFLP
RND
rRNS
RT
SDS
ST
SZTE AOK KMDI

tcdA
TcdA
tcdB
TcdB
TES
TAE
uv
VPI
WGS
WHO

Integrativ és konjugativ elem

Immunglobulin A

Inszercios szekvencia

Kodolo gének altal kozrefogott szakaszok

In vitro diagnosztikai mindsitésii

Lipopoliszacharid

Matrix-asszisztalt 1ézer deszorpciods, ionizacids, repiilési idé mérésén
alapul6 tomegspektrometria

Multidrog és Toxikus Compound Extrusion

Multidrog rezisztens

meso-Diamino-pimelinsav

Metagenomics of the Human Intestinal Tract
Minimalis gatlo koncentracio
Makrolid-link6zamid-streptogramin B tipusu rezisztencia
Multilokusz Szekvencia Tipizalas

Multilokusz variabilis szamu tandem ismétlddés analizis
Methicillin rezisztens Staphylococcus aureus
Tomegspektrometria

Fo tomegspekrum

North American pulsed-field gel electrophoresis type 1
Nem-fragilis Bacteroides sp.

Nemzeti Nozokomialis Surveillance Rendszer

Negativ Prediktiv Erték

Patogenitasi sziget

Penicillin-kot6 fehérje

Foszfattal pufferelt fiziologias NaCl oldat

Polimerdz lancreakcio

Pulzaltatott mezeju gélelektroforézis

Kismedencei gyulladasos betegség

Proton pumpa inhibitor

Pozitiv Preditiv Erték

Poliovirus receptor-like protein 3

Pepton-gomba kivonat gliikdzos leves
Kinolon-rezisztenciat meghatarozo régid

Ras-al 6sszefliggd C3 botulinum toxin szubsztrat 1: aktin regulalt GTPaz
Restrikcios endonukleaz analizis

Restrikcios fragmenthossz polimorfizmus
Rezisztencia-nodulacios divizio

Riboszomalis ribonukleinsav

Ribotipus

Natrium-dodecil szulfat

Szekvencia tipus

Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Klinikai
Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet

C. difficile A toxint kodolo gén

Clostridioides difficile A toxin

Clostridioides difficile B toxint kodold gén
Clostridioides difficile B toxin

Tris-hidroklorid puffer

Tris-acetat-EDTA puffer

Ultraibolya sugarzas

Virginia Polytechnic Institute

Teljes genom szekvenalas

Egészségiigyi Vilagszervezet
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2. Bevezetés
2.1. Anaerob baktériumok szerepe a human mikrobiomban

A human mikrobioldgiaban régota ismeretes az tigynevezett ,,normal flora” fogalma:
normal flordnak neveztiik a testfelszinen és a testiiregekben allanddan, vagy atmenetileg
jelenlevé és az egészséges emberben betegséget nem okozd baktériumok Osszességét
(McFarland LV. 2000). Ma mar, koszonhetben a modern molekularis mikrobioldgiai
diagnosztikai kutatdsoknak a szakirodalom a normal flora elnevezés helyett a mikrobiom
kifejezést hasznalja. A kifejezést Joshua Lederberg amerikai kutat6 alkotta meg, aki az emberi
testben €16 mikroorganizmusok human ¢életmiikddésekre és a kiillonbozo betegségekre gyakorolt
hatasanak fontossagat vizsgalta (Lederberg J. 2001). A mikrobiom hasznalatat, a ,,genom”
mikroorganizmusok okoldgiai kozossége, amely sz6 szerint osztozik testiink tertiletén...” (,,The
ecological community of commensal, symbiotic, and pathogenic microorganisms that literally
share our body space...”). A mikrobiom mikroorganizmusok (baktériumok, virusok, gombak)
Osszessége, amelyek veliink, benniink, rajtunk élnek, taplalnak, védenek, hasznalnak,
kihasznalnak benniinket. Egyes tudomanyos kozleményekben megkiilonboztetik a
,mikrobiomot” ¢és a ,mikrobiotat” attol fliggéen, hogy az egy kornyezeti niche-ben
elhelyezked6 mikroorganizmusok kollektiv genomjaira vagy magukra a mikroorganizmusokra
kivannak utalni. Az egészséges emberi szervezetben a mikrobdk elenyészo kisebbsége korokozo
(patogén), tobbségilik semleges vagy szimbiotikus kapcsolatban él veliink. A mikrobiomot
alkoto fajok sokasaga (diverzitas) és épsége/funkcidja dontd szerepet jatszik a gazdaszervezet
egészséges homeosztazisdnak fenntartdsdban. A human mikrobiom szerepérél egyre
intenzivebben folynak a kutatdsok, mindezidaig sok tanulmény sziiletett a szervezetiink részét
képzé baktériumflora egészségiinkre, életfolyamatainkra, illetve kiilonb6zo betegségekre
gyakorolt hatasarol. Az eddigi kutatdsok eredményeibdl most kezdjlik megismerni a mikrobiom
variabilitasat, stabilitasat, fejlodését, Osszetételének megvaltozasat és a gazdaszervezetre
gyakorolt pozitiv és negativ élettani hatasait.

Sokaig tartotta magat az a vélemény, hogy az emberi sejtek szamahoz (10'%) képest a
mikrobdk szdma egy nagysigrenddel nagyobb a human szervezetben (10'*) és szazszor tobb a
mikrobialis gén, mint az emberi. Ezek az adatok egy 1972-es becslésen alapultak (Luckey TD.
1972), amelyet 2016-ban feliilvizsgaltak (Sender R. et al. 2016). Az ujabb kutatasok alapjan a
human és mikrobiom sejtek ardnya sokkal inkabb 1:1, a kordbban vélt 10:1-hez képest. A
kiilonboz6 testrészeken a mikrobdk szdma és fajgazdagsaga eltérd, a legvaltozatosabb és
leggazdagabb az emésztdrendszerben, a bél mikrobiom Gsszetétele mindenkinél olyan egyedi,
akar az ujjlenyomat. Az Gsszetétel €s a mennyiség valtozik az emésztOrendszeren belill is, a
gyomorban a legkevesebb szamu és legszegényesebb Gsszetételll, mig a vastagbélben a legtobb
¢s leggazdagabb baktériumflora taladlhato (Clarke G. 2014). Az egész human mikrobiom dontd
hanyada a bélrendszerben talalhatd, ez az Osszes baktériumsejt mintegy 90%-at jelenti.
Manapsag a legtobb informacionk az itt kialakult bél-mikrobiomrél van, mely mennyiségét,
Osszetettségét ¢és hatdsait tekintve is kiemelkedik a tobbi, emberi testen kialakuld
mikrobakozosség koziil. Vizsgélatara kiilon projekt szervezddott, tobb eurdpai kutatdintézet
bevonasaval: a MetaHIT (Metagenomics of the Human Intestinal Tract) program
(http://www.metahit.eu/) —a teljes bélflorat vizsgalva— a bélbaktériumok és az egészséges,
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valamint a koéros allapotok kozotti kapcsolatok feltarasara jott 1étre, kiilonos tekintettel az
idegrendszerre gyakorolt hatasokra és a kronikus bél gyulladasra, valamint az elhizasra,
amelyek nemcsak Europaban jelentenek egyre nagyobb problémat.

Természetesen az egyéni ¢életlink sordn a bél mikrobiom mind sokféleségében
(diverzitas), mind ardnyaiban véltozik. A normal bélflora stabil, az adott egyénre jellemzd,
alacsony diverzitdsu a nagyobb filogenetikai egységekben, de faji szinten mar nagy a diverzitas.
A székletben a baktériumszam 10'-10%/gramm, mely egy Kiterjesztett genomot,
multigenomikus szimbiozist jelent, amely kifejezodik a gazdaszervezet proteomikus ¢és
metabolomikus szintjén is. Tulajdonképpen a human szervezet egy komplex biologiai
»szuperorganizmus”-nak tekinthetd, ahol a metabolikus szabalyozas egy része atkeriil a
mikrobiologiai szimbiontak feleldsségébe (Kinross JM. et al. 2011). A mai kutatasok alapjan a
human bélflora egészében a baktériumok tobb mint 99%-a obligat-, vagy fakultativ anaerob
baktérium.

A béltraktus mikroflérdja a sziiletés utan lassan, fokozatosan alakul ki, szoros ko-
evolucio feltételezhet a szervezet és a mikrobiom kozott. A sziiletés utani elsé hetekben
kisszadmu species mutathato ki és a mikrobioldgiai k6zdsség még meglehetdsen instabil, majd
az ¢let els6 honapjai sordn gyakran jelentds valtozasok torténnek. Az els hat honapban a
csecsemOk mikrobiomja kozott is vannak eltérések, attol fliggden, miként kovetkezik be a
kolonizacid, amely tulajdonképpen mar a sziilési folyamat sordn megkezdddik. Hiivelyi uton
torténd sziilésnél egyes vizsgalatok szerint az ujsziilottnél Lactobacillus, Prevotella és Sneathia
speciesek dominalnak, az anya vaginalis florajatol fiiggden. A csaszarmetszéssel vilagra
jotteknél a bor karakterisztikus mikrobai talalhatok: Staphylococcus, Corynebacterium,
Cutibacterium (Dave M. et al. 2012). Egyéves korban mar a Firmicutes és a Bacteroides
taxonok domindlnak. A leglijabb kutatasi eredmények szerint a felndttek bélrendszerében tobb,
mint 1000 féle mikroorganizmus él, a leggyakoribb csoportok: Firmicutes, Bacteroidetes,
Archaebacteria (Methanobrevibacter), kevésbé gyakoriak: Proteobacteria, Actinobacteria,
Fusobacteria, Verrucomicrobia. A vékonybél (duodenum, jejunum) mikroflorajahoz tartoznak:
streptococcusok, lactobacillusok, az ileumban és foként a kolonban: az Enterobacteriales,
Enterococcus,  Bifidobacterium,  Peptococcus,  Peptostreptococcus,  Ruminococcus,
Clostridiales, Lactobacillus (Bik EM. et al. 2009) fajok dominalnak.

Az anaerob baktériumok human patogén szerepe

Napjainkban jelentésen megvaltozott a szemlélet az anaerob baktériumok human
patogenitasban jatszott szerepét illetéen. Az anaerob baktériumok, mint a mikrobiom dominans
tagjai fontos szerepet toltenek be a nyalkahartydk okologiai egyenstulyanak fenntartdsdban, a
szimbidzis révén. Fontos szereplik van a fiziologids homeosztazis fenntartdsdban, egyes
vitaminok termelése, az Osszetett poliszaccharidok emésztése, az immunologiai kornyezet
befolyésolasa, a normal nyalkahartya immunitas kialakitasa, az IgA termelés indukalasa révén.
differencialodasara vald hatassal (Borningen D. et al. 2013). Fontosak a gasztrointesztinalis
patogén korokozok elleni védelemben, sziikségesek az egészséges élet fenntartasahoz, azonban,
ha ez az 0kologiai egyenstly valamilyen okbol felborul, szamos esetben feleldsek lehetnek
stlyos, gyakran az életet veszélyeztetd infekciok kialakulasaért (Wallace TC. et al. 2011).
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Az anaerob baktériumok altal okozott fertdzések laboratériumi diagnosztikéja egyike a
rutin bakteriologiai vizsgélatok legmunkaigényesebb ¢és legiddigényesebb teriileteinek. Ezen
infekciok néhany klasszikus infekciotol -mint pld. a clostridiumok altal kivaltott, féként toxin-
medialta korképektdl- eltekintve, vegyes, komplex fertdzések, ahol anaerob, aerob és fakultativ
anaerob baktériumok egyiittes eléfordulasaval kell szamolni. Az esetek dontd tobbségében a
szervezet sajat anaerob baktériumai keriilnek a szokvanyos eldfordulasi helylikrél a szdmukra
kedvez0, alacsony redoxpotenciallal rendelkez6, alacsony oxigenizaltsagu szovetek kozé. Az
anaerob baktériumok igen sokféle, gyakorlatilag barmely testtajat érint6 infekciot okozhatnak,
melyek 6 jellemz6i a talyogképzddés, a szoveti nekrozis. Hasi, négyodgyaszati, szajsebészeti
miutéteket kovetden kialakuld fertdzések, aspiracidos pneumodnia, osteomyelitis, kronikus
sinusitis, ham- és/vagy lagyrész infekciok soran a vegyes aerob, anaerob flora olyan komplex,
hogy meglehetdsen hosszl iddbe telik, mig a laboratdrium az egyes torzseket szintenyészetben
izolalni, majd species szinten identifikalni tudja, illetve meg tudja hatarozni az egyes izoldtumok
antibiotikumokkal szembeni érzékenységét. Az anaerob baktériumok hosszabb generacios ideje
miatti lassi szaporoddsa €s az a tény, hogy szigoru oxigénmentes koriilményeket kell biztositani
szamukra a tenyésztésiik soran, még inkdbb megneheziti a laboratérium feladatat a minél eldbbi
antibiotikum érzékenységi adatok kozlése szempontjabol. A klinikus igy legtobb esetben
empirikus terapiat indit, tgy, hogy a mikrobiologussal szoros egylittmitkddésben ismernitik kell
az infekci6 helyét, az adott anatomiai lokalizacidban lehetséges patogén anaerob baktériumokat,
azok természetes és szerzett rezisztenciajat, a helyi-orszagos-nemzetkozi rezisztencia adatokat
¢s az infekcio stlyossagat.

Az anaerob baktériumok altal okozott korképek laboratoriumi diagnosztikai lehetéségei
jelentds valtozdson mentek keresztiil az utdbbi évtizedekben. Ezek a valtozasok kdszonhetdek
a korszer(ibb, modern inkubalasi lehetéségeknek (automatizalt anaerob kamrak), a diagnosztikai
eljarasok fejlédésének és a szemléletvaltozdsnak, mind a klinikusok, mind az anaerob
diagnosztika teriiletén dolgozé mikrobiologusok részérdl. Az 1960-as évekig anaerob fertdzés
alatt csak egy szlik spektrumu, tobbnyire clostridiumok okozta exogén infekciokat értették, mara
ez a szemlélet jelentdsen megvaltozott. Az azota szélesebb kdrben megismert, illetve Gjonnan
felfedezett nem sporas anaerob baktériumok jelentds szerepet jatszhatnak szamos, endogén
eredetii fert6zésben, ma mar egyre tobb olyan korkép, fert6zés esetében deriil ki anaerob
baktériumok koroki szerepe, melyek korabban nem tartoztak az anaerob baktériumok altal
okozott infekciok korébe.

2.3. Clostridioides (Clostridium) difficile

Bar az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation; WHO) jelentései
alapjan az 1980-as ¢vektdl a korhazi kornyezetben leggyakrabban eléforduld enteralis
patogénként tartjak szamon a toxintermelé Clostridioides difficile (C. difficile) torzseket, az
altaluk okozott infekciok csak a 2000-es évek kozepétdl, a tobb foldrészre terjedd jarvanyos
eléfordulasuk utan keriiltek az érdeklddés eldterébe. Magat a pseudomembranosus colitis-
korképet 1893-ban Finney irta le eldszor egy ndbeteg miitét utani hasmenése kapcsan post
mortem, azonban a korképért felelds korokozot még nem ismerte (Finney JMT. 1893). El6szor
1935-ben Hall és O’Toole izolalta és fedezte fel akkor még Bacillus difficile-nek nevezett C.
difficile-t (Hall IC, O’Toole 1935). A C. difficile nevét a nehéz azonositasa és hagyomanyos
taptalajokon torténd nehéz tenyésztése miatt kapta, a latin ,,difficilis” nehéz, makacs szobol
eredeztetve. 1974-ben Tedesco irta le a clindamycin kezelést kovetéen kialakuld hasmenést,
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vagyis az antibiotikum kezelés kovetkeztében kialakuld hasmenéses eseteket (Antibiotic-
Associated Diarrhea: AAD) (Tedesco FJ. et al. 1974). 1974-ben Hafiz kornyezeti mintakbol
izolalta a C. difficile-t, megfigyelte majd PhD téziseiben részletesen leirta a baktérium
legfontosabb biokémiai jellemzdéit, koztiik a specifikus glutamat dehidrogenaz (GDH), mint
koz0s antigén jelenlétét mind a toxint termeld, mind a toxint nem termeld térzsekben (Hafiz S.
1976). Bartlett igazolta a toxin-termel6 C. difficile torzsek enteralis patogén szerepét 1977-ben,
majd 1980-t6l egyre nagyobb figyelmet kapott a C. difficile nozokéomialis kornyezetben valo
terjedése (Bartlett JG. 1978).

2016-ban a speciest a 16S rRNS gén szekvencia analizise alapjan reklasszifikaltak, a
legkozelebbi rokonsagot a Clostridium mangenotii-val talaltak (94,7% egyezés), mindkét faj
filogenetikusan inkabb a Peptostreptococcaceae genushoz all kozelebb, mint a Clostridium
“sensu stricto ” speciesekhez (Lawson PA. et al. 2016). Mind a C. difficile mind a C. mangenotii
nagymennyiségii Hz gazt termel a PYG (Peptone Yeast Extract Glucose Medium) levesben
torténd szaporodas soran és a fo végtermékiik a palmitinsav (C16:0) mellett szamos rovid
szénlancu telitett és telitetlen zsirsavat is. A sejtfal peptidoglikan meso-DAP-ot (diamino-
pimelinsav) tartalmaz, mely fontos diagnosztikus diamino-sav. A fenotipusos, kemotaxondémiai
és filogenetikai vizsgalatok alapjan a species 01j genusba, a Clostridioides gen. nov. keriilt, mint
Clostridioides difficile gen. nov. comb. nov. A C. difficile altal okozott fertézések (Clostridioides
difficile Infections: CDIs) eléfordulasaban és stulyossagaban dramai novekedés figyelheté meg
vilagszerte az elmult két évtizedben, ami féként az igynevezett NAP1/BI/027 epidémids torzs
elterjedésével fiigg 6ssze (Rupnik M. et al. 2009).

A C. difficile jellemzé tulajdonsagai

A C. difficile obligat anaerob sporaképzd, Gram-pozitivan fest6dd, egyenes lancba
rendez6dott nagy palca, mérete valtozod: hossza 3 um-t6l 16 um-ig is terjedhet, szélessége
elérhetia 1,9 um-t. A C. difficile torzsek székletbol torténd szelektiv tenyésztését leggyakrabban
CCFA (Cikloszerin-Cefoxitin Fruktoz Agar) taptalajon végzik, 24-48 6ra anaerob koriilmények
kozott torténd inkubalas utan. Ez a taptalaj a C. difficile szelektiv differencialé taptalaja,
amelynek a szelektivitasat a cikloszerin és a cefoxitin antibiotikumok biztositjak. A szelektiv
taptalajon valo tenyésztés soran a C. difficile telepek nagysaga és morfologiaja igen eltéro lehet,
jellegzetes szagot mutatnak, mely fenotipusos vonas abbdl adodik, hogy a baktérium képes a
tirozint p-krezolla fermentalni, mely egy fenolos vegyiilet, emellett a baktérium elkiilonitését
segiti a fluoreszkalod képessége: UV fényben (A=366 nm) sargas-zold fluoreszcenciat mutat
(Curry SR. 2010). A baktériumok anyagcseréjének végtermékei vagy az anyagcsere
folyamatokban részt vevd enzimek meglétének vizsgalata eldsegiti a baktériumok azonositasat.
A tenyészetek végtermékén végzett gaz-folyadék kromatografias (Gas Liquid Chromatography:
GLC) vizsgalatok kimutattak, hogy palmitinsavat, ecetsavat, vajsavat, propionsavat,
izovajsavat, valeriansavat, izovaleriansavat és kapronsavat termelnek (Delmée M. 2001).

C. difficile el6fordulasa, az infekcio kialakulasat elésegit6 tényezok

A C. difficile sporai kimutathatoak a talajban, a felszini- és szennyvizekben, a porban,
igen gyakori a kornyezetben; talajmintakbol 21%-ban, haziallatok fekaliaibol 7%-ban, korhazi
kornyezeti mintakbol 20%-ban, folyovizbol 87%-ban, tavakbol 47%-ban, Gszomedencékbil
50%-ban, nyers zoldségekbdl 2,4%-ban izolaltak (Al Shaif N., Brazier JS. 1996). A kiilonb6z6
kutatasok valtozé aranyban talaltak feln6tt egészséges hordozokat nem epidémias idészakban:
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irodalmi adatok alapjan Japanban 4,2-15%-ban (Kato H. et al. 2001), mig Svédorszagban csak
1,9%-ban (Aronson B. et al. 1985). Ujsziilottekben a hordozasi arany a sziil6helyek
fiiggvényében elérheti a 60%-ot is. Az ujsziilottek és az 1-8 honapos csecsemdk toxin-termeld
torzseket hordoznak, de tiinetmentesek, csak hipotézis, hogy a toxin-receptorok a kolonban még
nem alakultak ki, vagy a receptorok maszkirozva vannak, a hordozas gyakorisaga 2-3 éves
korban mar csak néhany szazalék (Lees EA. et al. 2016). A felndtt emberi szervezetben a bél
mikrobiom tagjaként van jelen, azonban az egészséges mikrobiom egyensulyanak felbomlasa
elOsegiti a toxin-termeld torzsek thlszaporodasat, ezt az allapotot szamos tényezo eldsegitheti,
ami a bélflorat karositja: ugymint antibiotikum kezelés, proton pumpa inhibitorok (PPI) szedése,
kemoterapia, stb. A karosodast csaknem minden antibiotikum kivalthatja, de leggyakrabban az
ampicillin, clindamycin és a cefalosporinok alkalmazéasakor alakul ki, a kialakulés fiiggetlen a
szer adagolasi modjatol és mennyiségétél. Az AAD kialakulasaban szerepet jatszo egyéni
tényezok kozé a 65 évesnél idGsebb kor, az immunszuppresszio, az intenziv osztalyos kezelés
¢és a tartos hospitalizacio tartoznak (Bagdasarian N. et al. 2015). Az antibiotikumok okozta
hasmenés klinikai képe az enyhe hasmenéstdl a fulminans pseudomembranosus colitisig
terjedhet. Az utobbit vizes hasmenés, laz (az esetek 80%-aban), leukocitozis (80%), és az
endoszkopia soran lathat6é pseudomembranosus nyalkahartyakép jellemzi, Stlyos, esetleg letalis
kimenetelii sz6v6dményei a toxikus megakolon, a perforacio és a sokk.

A toxin-termeld C. difficile patogén szerepének 1978-as tisztazasa ota ezt tekintik a
legfontosabb enteropatogén korokozonak az antibiotikumok okozta hasmenésben: felelds az
antibiotikumok okozta hasmenések 10-25%-aért és gyakorlatilag szinte valamennyi
pseudomembranosus colitis kialakulasaért. A CDI, a jelentés megbetegedési és halalozasi
kovetkezmények miatt, napjainkban prioritasként kezelt népegészségiigyi probléma, az
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) kiemelt népegészségiigyi teriilete.
A CDI novekvd problémat jelent a korhazak, idésotthonok és mas, hosszabb egészségiigyi
ellatasra szakosodott intézmények esetében, ugy a diagnosztika, mint a terapia vonatkozéasaban.
Sajat, hazai vizsgalataink alapjan is igen jelentGs tobblet terheket jelent az intézmények szamara
az apolas tekintetében és anyagi vonatkozasban egyarant (Gulacsi L. et al. 2013). Két megyei
korhazban illetve a SZTE klinikan végzett felméréseink alapjan 1999-2000 kozott a fekvobeteg
osztalyokon mar el6fordultak CDI esetek, azonban a klinikusok még meglehetdsen ritkan
gondoltak a C. difficile patogén szerepére nozokomialis enteralis infekciokban (Tusnadi A. et
al. 2000; Urban E. et al. 2000; Urban E. et al. 2002). A SZTE 1. Szamu Belgyogyaszati Klinika
Infektologiai Osztalyan a C. difficile fertozések novekvo jelentéségét tapasztaltuk: mig 2005-
ben és 2006-ban a leggyakoribb akut gastroenteritist okozo korokozok a Salmonella torzsek és
a Campylobacter speciesek voltak, 2009-re aC. difficile vezeté patogénné Iépett elG.
Vizsgalataink alapjan az utobbi években a fert6zések sulyosbodtak és halaloki tényezdként
jelentek meg, a prognoézist a gyulladasos laboratoriumi paraméterek és az életkorral novekvo
gyakorisagu tarsbetegségek befolyasoltak (Fodor D. et al. 2012).

A toxintermel6 C. difficile torzsek altal okozott nozokomialis fertézések kialakulasanak
két utja lehetséges: a korhazi dpolds soran antibiotikum és/vagy kemoterapids kezelés miatt a
betegnél sériil a normal bélflora egyensulya, amely lehetdvé teszi az endogén toxin-termeld C.
difficile torzsek elszaporodasat. A masik Ut a korhazi apolas soran, vagy idések otthonaban a
leromlott fizikai allapotu, valamilyen alapbetegségben szenvedd, idds, vagy karosodott
immunrendszerii beteg a korhazban perzisztalo, székletszoras utjan terjedé exogén C. difficile
torzsekkel fert6z6dik (Lamont JT. et al. 2018). A C. difficile okozta hasmenés jelentkezése
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esetén a higiénés intézkedéseket (egyagyas kortermek, kesztylihasznalat és gyakori Szappanos
kézmosas) kovetkezetesen kell alkalmazni a kezelés soran, annak érdekében, hogy megel6zziik
a korokozo6 atvitelét.

Sulyos vagy elhtizodd hasmenések esetén a cél a C. difficile okozta fertézések
diagnosztizalasa: a diagnozis elsdsorban az A és/vagy a B toxin kozvetleniil a székletbdl torténd
kimutatasan alapszik, melyre a nemzetkozi-hazai ajanlasokat figyelembe véve kiilonb6zo
diagnosztikai modszereket alkalmazhatunk (Urban E. 2015; Crobach MJ. et al. 2016). A C.
difficile okozta hasmenésben szenvedé betegek 20%-a esetében kiGjulnak a panaszok.
Tobbségiik reagal az ujabb metronidazol- vagy vancomycin kezelésre, de a betegek 5%-a
szamos relapszust szenved el, azaz az ¢ kezelésiik kérdéses. Mivel az antibiotikumok okozta
hasmenést tobbnyire a természetes bélflora egyensulyanak megbomlasa okozza, a kutatas a bél
mikrobiom €16 mikroorganizmusokkal (probiotikumok, bioterdpias  hatdanyagok,
széklettranszplantacio) valo helyreallitasara iranyul.

A C. difficile patogenitasi tényezéi

A C. difficile torzsek enteralis infekciokban jatszott human patogén képességét
elsdsorban a toxin termelésiik okozza. A baktériumok 4altal termelt toxinok exotoxinok, fehérje
természetiiek, 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:
e Atoxin (TcdA)
e B toxin (TcdB)
e Aktin-specifikus adenozin-difoszfat (ADP) riboziltranszferaz (,,binary toxin”’) (CDT)

A C. difficile A és B toxin-termelésért felelds genomjanak felépitése analdg a botulinus-
¢és tetanustoxin-génekével és a C. perfringens UV-indukalt P1 promoterével. A két toxin
feltinden nagy, egyetlen lancot alkot6 molekula, hasonléan a C. novy a-citotoxinjahoz (250
kDa) és a C. sordelli hemorragias toxinjahoz (300 kDa). Mindkét toxin N-terminalis vége az
enzimatikus (gliikkozil-transzferaz) domén, mely kozeli rokonsagban van a C. sordelli
hemorragias toxinjanak analég doménjaval. Mindkét toxinnak van egy centralis hidrofob
szekvencidja membrankotd sajatsaggal és egy C-terminalisa, mely a receptorkoté domén (1.
abra). A két toxingén egymas szomszédsagaban helyezkedik el a C. difficile kromoszomajan, s
e toxinkazettat patogenitasi szigetnek (Pathogenecity Locus: Paloc) nevezik és eredetét
horizontalis transzfernek tételezik fel. Az A és B toxinok biologiai aktivitasok széles
spektrumaval rendelkeznek, amelyek hozzajarulhatnak a CDI tiineteihez. Az A és B toxin
ugyanazon mechanizmus alapjan fejti ki hatdsat, mindkét toxin receptor-medialta endocitdzis
révén jut be a sejtekbe. A két toxin kozti kiilonbség a sejtekhez valo kotddésiikben van: a B
toxin 1000-szer erésebb toxin, mint A, mivel tobb a toxin-specifikus receptor stirlisége a sejten.
A szakirodalom 2 fehérje receptorrol szamol be TcdB esetében, melyek a polivirus receptor-like
protein 3 (PVRL 3, vagy mas néven nectin 3) és a chondroitin szulfat proteoglikan 4 (CSPG4).
A PVRL 3 nagymértékben expresszalodik a human vastagbél epitélsejteken, és feltehetden
nélkiilozhetetlen a TcdB-mediélta toxicitdsban, mig a CSPG4 a human bél szubepitélialis
myofibroblasztjaiban expresszalodik és hozzajarul az epitélsejtek pusztulasahoz (Smits WK. et
al. 2016; Abt CM. et al. 2016). Bar a TcdB joval hatékonyabb, mint a TcdA, mindkettd
citotoxikus a legtobb tenyésztett sejtre, ahol a kaszpaz-fliggd apoptdzist kivaltja. A
citoszkeleton toxinok altal kivaltott megszakitasa citopatias hatasokat eredményez a tenyésztett
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sejtekben a toxinhatas utan és ezt a hatast a Racl (Ras-al Osszefiiggé C3 botulinum toxin
szubsztrat 1: aktin regulalt GTPaz) inaktivacio kozvetiti. A citopatias hatas az aktin
filamentumok dezintegralédasaban nyilvanul meg, a tamadaspont nem kozvetleniil az aktin,
hanem a mindkét toxin N-terminalisan lokalizalodé monogliikozil-transzferaz tulajdonsaga
lévén kovalensen modositjia a Rho proteineket, melyeknek funkcioja a citoszkeleton
proteinaktivitas elvesztéséhez és az F-aktin G-aktinna alakulasahoz vezet, ezek egyiittesen
eredményezik a human szovetkultura sejtek lekerekedését, majd nekrdzisat. A TcdA és a TcdB
hatasos proinflammatorikus aktivitassal is rendelkezik, képesek az intesztinalis epitélialis sejtek
¢s immunsejtek stimulalasara, citokinek, kemokinek eléallitasara (Sun X. et al. 2010).

A toxin (TcdA): 308 kDa molekulatomegii fehérje, melynek az elsédleges klinikai
tiinetek kivaltasaban van szerepe. Potens enterotoxin, de citotoxikus hatasa is bizonyitott,
hataser6ssége a koleratoxin szintjét éri el (eltér6 mechanizmussal) és extenziv epitélialis
karosodast okoz a kolonban. Elszor a mikrovillusok csucsai, majd a kefeszegély epitéliuma
karosodik neutrofil infiltracio mellett, majd karosodnak a szoros (tight) junctiok is. Az A toxin
hatasara infiltraci6 jon létre az ileumban, megvaltozik a membran permeabilitasa és gyulladas
alakul ki. Kisérleti allatoknal az ileum és a kolon A-toxin érzékenysége eltér, a toxin hatasara
az ileumban a villusok nagymértékben karosodnak, kiterjedt hemorragias nekrozis alakul ki,
véres, proteinben gazdag luminalis folyadék képzdédik. A kolon teriiletén az A-toxin hatasa csak
a felszini epitéliumra terjed ki, intersticialis hemorragiaval, kevés proteint tartalmaz6 luminalis
folyadék képzddésével. Kimutathatoan emelkedik az A-toxin altal stimulalt makrofagok citokin
termelése (tumor nekrézis faktor, leukotrién, interleukin), az ileumban neutrofil leukocitas
infiltracio jon létre és gyulladas alakul ki. B toxin (TcdB): 269 kDa molekulatomegii fehérje,
amely a citotoxikus hatasért felelds. A sejtvaz pusztulasat okozza, a sejtek lekerekednek, majd
bekovetkezik a sejtek pusztulasa. A B toxin nem okoz enterotoxikus hatast és az ép epitéliumot
sem karositja, csak az A toxin okozta destrukci6 utan 1ép mitkddésbe, az A-toxinnal szemben
folyadék akkumulaciot nem okoz.

1. abra: C. difficile toxin A és B sematikus szerkezete (A, B) és hatismechanizmusa (C)
(Cox MA. et al. 2017)
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Aktin-specifikus ADP riboziltranszferaz (binary toxin: CDT): A célsejt aktin
citoszkeletont karositva a sejt pusztulasat okozza. Ismert, hogy szamos Clostridium faj képes
binary toxint termelni; ezek a torzsek altalaban gyomor-bélrendszeri betegséget okoznak. A C.
spiroforme-t nyul bélgyulladasbol és human hasmenésbdl izolaltak, és az allati enterotoxémiat
tarsitottak az E tipust C. perfringens-hez (Braun M. et al. 2000).

A binary toxin az un. A-B toxintipusba sorolhaté szerkezet és funkcio alapjan, két
részb6l all: egy 48 kDa molekulatomegii enzimatikus régiobol (cdtA) és egy 94 kDa
molekulatomegli k6té un. binding régiobol (cdtB). A kotd régid a célsejten a receptor
felismerését, majd a receptorhoz kotddését végzi, mig az enzimatikus komponens a célsejtbe
vald bejutast biztositja. A binary toxin citotoxikus aktivitasa in vitro bizonyitott: a CDT altal
modositott aktin karositja az aktin citoszkelont, és citopatias hatast eredményez sejtvonalon
(Sundryial A. et al. 2010). Eukariota sejtekben a cdtA ribozilalja az aktint, ami megakadalyozza
a tovabbi polimerizaciot, valamint indukélja az F-aktin depolimerizacidjat és ezzel a sejt
apoptozisat. A cdtB felelés a target sejten a receptorhoz vald kapcsoldodasért, tovabba az
endoszomakon porusokat képezve eldsegiti CdtA atjutdsat a citoszolba (2. abra), a
baktériumtorzs megndvekedett adherencidja a target sejtekhez mikrotubulus protruzionok
formacidja révén torténik. A két alegységet két kiilon gén kodolja: cdtA és cdtB. (Giilke I. et
al. 2001; Perelle S. et al. 1997). A TcdA és TcdB-vel ellentétben, a binary toxint kodold cdtA
¢és cdtB gének nem a Paloc-ban lokalizalodnak, hanem az n. binary toxin l6kuszon (CdtLoc).
nagysagu deléciot hordoznak. A binary toxinokat termeld torzsek harom f6 csoportra oszthatok:
mind a toxin A, mind a B toxin-pozitiv, mind a toxin A, mind a B toxin-negativ, valamint a
toxin A negativ és a toxin B pozitiv (Rupnik M. 2001/a), ezek alapjan ma mintegy 34
ugynevezett toxin-tipust (0, I t61 XXXIV) kiilonitenek el (Rupnik M. 2010; 2016). E toxin
szerepe (kiillondsen, ha az izolatum mind toxin A, mind toxin B pozitiv) a gyomor-bélrendszeri
fertézésekben egyelére még nem vilagos, de a sejtvonalra gyakorolt citopatids hatds és a
hasonlésag mas clostridium binary toxinokkal azt sugallja, hogy a C. difficile binary
toxinja tovabbi fontos virulencia faktor. Irodalmi adatok, felmérések alapjan nem jarvanyos
eléfordulas alatt a C. difficile torzsek 5-8%-aban mutathatok ki a binary toxin-termeléséért
felelos gének jelenléte.

A toxin varians torzseket pl.: TcdA negativ, TcdB pozitiv korabban mar tobben is
leirtdk; ezen torzsek koziil az A toxin- negativ és B toxin-pozitiv torzsek a legismertebbek,
amelyek  nem  rendelkeznek atcdA gén3’ régidjaban  lokalizalodo — ismétlddo
szekvenciaval. Ezek a torzsek fals negativ eredményt adnak olyan kereskedelmi enzim
immunoassay-ekkel, amelyek csak az A toxin jelenlétét mutatjak ki. Az ilyen torzsek ugyan
termelnek A toxint, de a karboxi-terminalison lokalizalodo receptork6té domaint a Kiterjedt
delécio miatt elveszitik és minthogy ez az immunodominans régid, az A toxin-specifikus
tesztekben hasznalt antitestek nem ismerik fel ezt a megvaltozott szerkezetli fehérjét. Ezzel
szemben a citotoxicitasi vizsgalatok pozitivak, mivel a B toxin, amely egy igen hatékony
citotoxin, intakt, jelen van.
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2. abra: A C. difficile binary toxin hatasmechanizmusa (Smits WK. et al. 2016).
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Az A ¢és B toxinokat kodolo gének egy 19,6 kb nagysagu patogenitasi szigeten, az un.
PaLoc régioban helyezkednek el (3. abra), a legtobb torzsben a PalLoc a kromoszéma azonos
lokalizalodik. A Paloc 6t gént tartalmaz; koziiliik ketté két nagy fehérjetoxint kodol
(tcdAaz A toxintéstcdBa B toxint), harom tovabbi gén vesz részt a szekréciojuk
szabalyozasaban (tcdR és tcdC) és feltételezett modon a toxin transzportjaban (tcdE). A tcdR
egy alternativ szigma faktor, mely nélkiilozhetetlen a TcdA és TcdB termel6déséhez, mig a tcdC
funkcionalis szerepe még nem teljesen tisztazott (Smits WK. et al. 2016). A tcdD pozitiv
regulatora az A és B toxin gén expresszionak, mig a tcdC negativ regulatora ezeknek a
géneknek, a tcdE pontos szerepe még nem ismert. Az A és B toxint nem termel6 térzseknél a

Pal.oc régid nincs jelen.

3. abra: Az A és B toxinok szabalyozasa a C. difficile a PaLoc régioban
(Fernandez-Garcia L. et al. 2017)
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Ugy vélik, hogy a PaLoc altal kodolt transzkripcié két szabalyozoja a tcdR és a tcdC
iranyitjia a tcdA és atcdB promoterek expresszidjat. A tcdR gén egy pozitiv hatasu
szigma faktort kodol, amely a toxin promoterek és a sajat promotere transzkripcidjat
szabalyozza (Mani N. et al. 2001; Mani N. et al. 2002), ezzel szemben a tcdC a toxin szintézis
negativ szabalyozojanak kodolasara alkalmas (Carter GP. et al. 2011; Hundsberger T. et al.
1997; Matamouros S. et al. 2007). A tcdC-aktivitasat alatimasztd bizonyitékok k6z¢é tartozik a
jarvanytorzsek megjelenése: a delta vagy frame-shift mutaciokkal a tcdC-ben, vagy a tcdC gén
LC. et al. 2005; Warny M. et al. 2005).

Ezen tanulmanyok szerint az epidémias 027-es PCR ribotipus (lasd kovetkezo fejezet)
egy ,,nonsense” mutaciot hordoz a tcdC génen beliil, ami hipervirulenssé teszi a torzset azaltal,
hogy a tcdC gén inaktivalodik és ezzel a toxin-gének felszabadulnak a represszio alol. A

crer

crer

baktérium kozvetlen kornyezetében szignifikansan csdkkenti a toxintermelést, tovabba szintén
a baktérium kozvetlen kérnyezetében talalhatd bizonyos aminosavak — mint példaul a cisztein
¢s prolin — a CodY nevi transzkripcids regulator hatdsa révén represszaljdk a toxintermelést
(Smits WK. et al. 2016; Abt CM. et al. 2016). Ugyanakkor sem a teljes tcdC gén torlése,
sem tcdC frame shift mutaciok helyreallitasa nem valtoztatja meg a toxin szintézist (Bakker D.
et al. 2012; Cartman ST. et al. 2012), ami arra utal, hogy aC. difficile toxin
szabalyozas mechanizmusa mas kulcsfontossagu szabalyozo elemeket is tartalmazhat. Egyes
kutatasok szerint ez a szabalyozd molekula elsdsorban egy 1j tiolakton-kvorum-szenzing peptid
lehet és ez a szabalyozas fiiggetlen a tcdC-kozvetitett Szabalyozastol (Darkoh C. et al. 2015).

A C. difficile legfébb patogenitasi faktorai a toxinok, de ezek mellett szamos egyéb
tényez0, igy tok, kemotaxis, adhézio, illetve a kiilonb6z6 hidrolitikus enzimek (hialuronidaz,
zselatinaz, kollagendz, heparinaz) is jelentds szerepet jatszhatnak a baktérium patogenitasaban:

Tok: A baktérium altal termelt poliszacharid tok a gazdaszervezetben a fagocitdzissal
szembeni védelmet biztositja. Kemotaxis: Borriello megfigyelései szerint a bél mukozaja
kemoattraktansként szolgalhat a baktérium szamara, mely elésegiti a lumenbdl az epitél sejtek
felé torténd mozgast és a sejt felszini receptorokhoz valo kapcsolodast. A C. difficile motilitasat
flagellumok Dbiztositjak, a kiilonbozé torzsek tisztitott flagellinje 39 kDa molekulatomegii
fehérje, a flagellint kodold gén 60%-os homologiat mutat a Bacillus subtilis hag flagellin
génjével (Borriello SP. 1998). Adhézié: A patogén mikroorganizmusok szamara, igy a C.
difficile esetében is alapvetd fontossagu a gazdaszoveten valo adhézid, amely legkifejezettebb
az ileum és a coecum teriiletén. Az erdsen virulens torzsek altaldban jobban adheralodnak, mint
a kevésbé virulensek, amely bizonyitja hogy a patogenezisben a folyamat jelentds szerepet
jatszik. In vitro human bélsejteken (pld. Caco-2, HT-29, Vero) torténd adhézidban virulencia
faktorként két hd-stimudlt proteint azonositottak, de ezek mellett részt vesz a baktérium
fizikokémiai sajatsaga is, mig a fimbridk, flagellumok szerepe egyenlére még nem bizonyitott
(Janoir C. 2016). Hidrolitikus enzimek: A hidrolitikus enzimek a bél szdveti integritasat
megbontva elésegitik a baktériumok terjedését és hozzdjarulnak a késébbi folyadék
akkumuléaciohoz. A fokozottan virulens torzsek enzim produkcido szempontjabol sokkal
aktivabbak, mint a kevésbé virulens torzsek. Igy pl.: a kollagenaz termelés a legtSbb torzsnél
mérsekelt, mig az er@sen virulens torzseknél ez kiemelkedden magas.
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A C. difficile torzsek tipus meghatarozasai

A 2000-es évek elejétdl kezdve az el6szor Eszak-Amerikaban, majd Nyugat-Eurépaban
¢s késobb egész Eurdpaban elterjedd, kiemelt epidemioldgiai jelentdséggel bird,
hipervirulensnek tartott C. difficile torzsekre (pl. 027- vagy 078 PCR-ribotipus) jellemz6, hogy
stilyosabb lefolyasi megbetegedést okozhatnak és magasabb a halalozasi arany, mint mas
tipusok esetében (Kuijper EJ. et al. 2006). Ezekben a torzsekben az A és B toxinok
expresszidjanak negativ szabalyozésa csokkent, vagy hidnyzik, ami az A ¢és B toxinok
hiperprodukciojahoz vezet, ezaltal a torzsek fokozott toxintermelésre képesek. In vitro
vizsgalatban a 027-es PCR-ribotipus 16-szor tobb toxin A-t és 23-szor tobb toxin B-t termelt,
mint mas ribotipusu C. difficile torzsek. Gyors elterjedéséhez feltételezhetéen hozzajarult, hogy
sporatermel képessége is fokozott. A 027 PCR-ribotipust torzsek szelektalodasa elsdsorban a
fluorokinolonok széles korli alkalmazasaval hozhato 6sszefliggésbe, koriikkben a fluorokinolon-
rezisztencia el6fordulasa nagyobb aranyd. A hazai, Nemzeti Nosocomialis Surveillance
Rendszer (NNSR) jarvanymoduljaban 2011-t6l a kotelezben bejelentett korhazi jarvanyok,
illetve C. difficile okozta fert6zések moduljaban bejelentett egyedi esetek elemzése alapjan is
megfigyelhet6 a CDI esetek szamanak hazai emelkedése. A sporadikus esetek bejelentése 2012
oOta kotelezd, ennek soran 2012-ben 84 korhaz 4 506 CDI esetet jelentett 22,3%-o0s halalozassal.
A korhazi kornyezetben terjedé CDI esetek mellett ma mar a nemzetkozi szakirodalomban egyre
tobb kozlemény szamol be a koérhazon kiviili hasmenéses esetek hatterében is a toxintermel6 C.
difficile koroki szerepérol.

A restrikcios endonukledz analizis (Restriction Endonuclease Analysis: REA) alapjan BI
tipust, a pulzaltatott mezejli gél elektroforézis (Pulsed-field Gel Electrophoresis: PFGE) NAP1
(Nort-American pulsed-field gel electrophoresis type 1) tipust és a polimeraz lancreakci6 (PCR)
027-es ribotipusu (ribotipus: 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. A tipizaladsi modszerek segitségével nyomon kovethetjiik a C.
difficile altal okozott infekciokat, elkiilonithetjiik a sporadikus eseteket, esethalmozodasokat és
a jarvanyokat, reinfekciokat, rekurrens infekciokat, adatokat kaphatunk az egyes torzsek
regiondlis vagy globalis terjedésérdl, kovethetd egy-egy virulensebb torzs cirkulécioja.

Koszonhetéen a hipervirulens torzs elterjedésének az elmult mintegy 20 évben szamos
molekularis tipizalasi mddszer terjedt el a torzsek tipusanak meghatarozasara. Minden esetben
az alkalmazott modszert ugy kell megvalasztani, hogy a torzsek nagy része tipizalhato, az
alkalmazott mddszer megfeleléen diszkriminativ, reprodukalhaté és konnyen kivitelezhetd
legyen. A moddszerek alapvetden két nagy csoportba sorolhatok: az 1980-as években a
fenotipizalasi, majd késObbiekben a genotipizalasi modszerek terjedtek el. A fenotipizalasi
modszereket elsdsorban alacsony reprodukalhatosaguk, alacsony diszkriminativ tulajdonsaguk
miatt kiszoritottdk a genotipizalasi modszerek, amelyek alapvetéen két nagy csoportba
sorolhatok: a “band”-alapti mddszerek, melyek az 1990-es években és a szekvencia alapu
modszerek, melyek a 2000-es évektdl terjedtek el szélesebb korben. A “band”’-alapi modszerek
koziil a legismertebb a hagyomanyos vagy kapillaris PCR ribotipizalas, a REA, PFGE, toxin-
tipizalas, MLV A (Multilocus Variable-Number Tandem Repeat Analysis). A szekvendlas alapi
modszerek koziil az MLST (Multilocus Sequence Typing) és a felszini (surface layer) proteinA
szekvencia tipizalasa a legismertebb, mig a teljes genom szekvenalas (Whole Genome
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Sequencing: WGS), ugyan igéretesnek mutatkozik, de a jelenlegi koltségei miatt, egyenlére még
korlatozott az elérhetésége a diagnosztikai laboratoriumok szamara (Kilgore G. et al. 2008).

A C. difficile torzsek tipizalasara szamos, molekularis technikan alapulé modszer
elérhetd, azonban kereskedelmi forgalomban kaphatoé in vitro orvosdiagnosztikai (IVD)
mindsitésli, tipizalasra alkalmas teszt jelenleg nincs forgalomban, ezért a nemzetkdzi
tapasztalatok alapjan valasztja ki az adott laboratorium a szamara legmegfelelébb modszert.
Eurdpaban a PCR ribotipizalas terjedt el, foként egyszeriisége, a tobbi mddszerhez képest
alacsonyabb koltsége és gyors kivitelezhetésége miatt. A modszer alapjait Giitler és munkatarsai
raktak le (Giitler V. 1993), majd Stubbs és munkacsoportja modositottak C. difficile-re (Stubbs
SL. et al. 1999): a PCR a 16S és 23S rRNS-t kodold gének altal kozrefogott ISR (Intergenic
Spacer Region) szakaszok amplifikdlasin ¢és a keletkezett PCR fragmentumok
gélelektroforézissel torténd szétvalasztasdn és detektalasan alapszik. A képzddott termékek
mérete €s szama torzsenként eltér, az egyedi mintazat pedig lehetdséget biztosit a torzsek
epidemioldgiai célbol torténd vizsgalatara.

A PCR ribotizalasi modszer alkalmazéasa esetén cél az egyes, f6ként a dominans PCR
ribotipusok foldrajzi elterjedésének vizsgalata, azonban ez szamos nehézségbe iitk6zott, mivel
univerzalis, mindenki szamara elérhetd és fejleszthetd konyvtarra van sziikség. Tobb év
tapasztalata soran vilagossa valt, hogy ennek a konyvtarnak a létrejotte nehézkes, ugyanis a
laboratoriumok jelentds része a kidolgozott modszert sajat laboratoriumara adaptalva
finomitasokat végzett, amely az egyes ribotipusok mintazataban valtozasokat eredményezett.
Miutan az irodalmi adatok alapjan nyilvanvald, hogy az egyes ribotipusok foldrajzi megoszlasa
eltér, sOt egy-egy région beliil idészakonként, jaro-és fekvObeteg csoport szerint is eltér a
ribotipusok eléfordulasa, a PCR-ribotipizalast helyi esethalmozodas vagy jarvany esetén
javasolt alkalmazni. Ilyen esetben a tipizalast végzd laboratorium, az altala adaptalt PCR-
ribotipizalasi modszerrel a sajat adatbdzisdban végez Osszehasonlitdsokat annak a
megallapitdsdra, hogy az adott iddszakban ¢és adott helyen cirkulald térzsek azonosnak
tekinthetdk-e.

A PCR termékek detektalasara kordbban specialis agar6z gél futtatast alkalmaztak,
azonban Indra és munkatarsai  Kifejlesztettek egy nagyfelbontast Kkapillaris gélalapu
elektroforézis (Capillary Electrophoresis: CE) PCR ribotipizalasi-modszert, azért hogy
Osszehasonlithatobb adatokat nytjtson, igy kikiiszobolje a klasszikus agaroz gél alapu
modszerrel végzett torzstipusok eredményeinek laboratoriumi 6sszehasonlitasaval kapcsolatos
problémakat (Indra A. et al. 2008). Az eurdpai referencia laboratériumokban az agardzgél-alapu
¢és CE-ribotipusok széles korben elterjedt alkalmazasaval most mar eurdpai szintli megfigyelési
tanulmanyokat lehet végezni a fébb ribotipusok, kiemelten a 027-es PCR-ribotipus terjedésének
értékelésére a kiillonboz6 eurdpai orszagokban (BarbutF. et al. 2007; Freeman J. et al.
2010, 2015; 2019; Bauer MP. et al. 2011).

2.4. A Bacteroides/Parabacteroides (genus) nemzetségek tagjainak fé jellemzoi

A bevezetdben részletesen targyalt human bél mikrobiom t6bb ezer kiillonb6zo
baktériumfajbol all, amelynek kb. 99,9%-a obligat anaerob baktérium (Xu J., Gordon JI. 2003)
és ezek igen jelentés hanyada a Bacteroidetes phylumba (foként: Bacteroides, Alistipes,
Parabacteroides ¢s Prevotella) tartozik (Wexler AG., Goodman AL. 2017). A modern
metagenomikai vizsgalatok a Bacteroidetes és Firmicutes fajok intesztinalis mikrobiomban valo
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dominanciajat erésitették meg (Wexler HM. 2007; Koénnénen E. et al. 2011). A
Bacteroides térzsek az anyatdl szarmaznak hiivelyi sziilés soran és ezaltal az élet legkorabbi
(sziiletés utan kb. 10 nappal) szakaszaban valnak a mikrobiom részévé (Reid G. 2004). A
Bacteroides/Parabacteroides genusokba tartozé speciesek obligat anaerob, epe-rezisztens,
sporat nem képz6 Gram negativ palcak. A Bacteroidaceae csaladon beliill a
Bacteroides/Parabacteroides nemzetségekbe tartozo fajok elkiilonithetoek a jellegzetes DNS
guanin-citozin 0Osszetételiik (40-48 mol%) alapjan. A szaccharolitikus metabolizmusuk
végtermékei: ecetsav, borostyankdésav és izo-valeriansav. Szfingolipidben-gazdag membranjuk
menakinonokat: foként MK-10 és MK-11-et, a peptidoglikanjuk mezo-diaminopimelin savat
tartalmaz. Taxonémiajuk az elmult évtizedekben igen jelentds valtozasokon ment keresztiil, az
ide sorolt speciesek szama -kdszonhetden az 10j, molekularis diagnosztikai eljarasoknak-
jelenleg is allanddan valtozo, a Bacteroides/Parabacteroides genusokon beliil >50 (Garett
WS., Onderdonk AB. 2015) (1. tablazat).

1. tablazat: A Bacteroides-Parabacteroides nemzetségek tagjai (Wexler HM. 2007
és http://www.bacterio.net/bacteroides.html)

Bacteroides sp. Parabacteroides
sp.

B. acidifaciens B. eggerthii B. luti B. salanitronis P. chartae
B. barnesiae B. gracilis B. massiliensis B. salyersiae P. chinchillae
B. caccae B. faecis B. nordii B. sartorii P. distasonis
B. caecicola B. finegoldii B. oleiciplenus B. sedimenti P. faecis
B. caecigallinarium | B. fluxus B. ovatus B. stercoris P. goldsteinii
B. cellulosilyticus B. fragilis B. paurosaccharolyticus B. suis P. gordonii
B. cellulosolvens B. galacturonicus B. plebeius B. tectus P. johnsonii
B. clarus B. gallinaceum B. propionifaciens B. thetaiotaomicron | P. merdae
B. coagulans B. gallinarium B. putredinis B. uniformis P. goldsteinii
B. coprocola B. graminisolvens B. pyogenes B. vulgatus
B. coprophilus B. helcogenes B. rodentium B. xylanisolvens
B. coprosius B. intestinalis B. reticulotermitis B. xylanolyticus
B. dorei B. heparinolyticus | B. rodentium B. zoogleoformans

A Bacteroides/Parabacteroides nemzetségekbe tartozo fajok fontos tagjai a human
mikrobiomnak, egészséges koriilmények kozott szamos élettani hatasuk van a taplalkozasban:
az epesavak lebontasa, vitaminok termelése, az emésztetlen tapanyagok tovabb bontasa,
felszivhatova tétele révén. Szerepet jatszanak az immunrendszer érése soran: a Peyer-plakkok
¢s intesztinalis immunitas indukalasa, illetve a tdpcsatorna mas szervrendszerekre valo kozvetett
kihatasaban (Wexler AG. 2017). Jelentds élettani szerepiik mellett, mint opportunista patogének
képesek a bélbol kijutva (transzlokacio, ruptura, sériilések, mutétek, sth.) stlyos fertézéseket is
okozni, az altaluk okozott infekcidk altaldban polimikrobidlisak, melyekben fakultativ- és
obligat anaerob baktériumok egylittesen mutathatok ki. A Bacteroides/Parabacteroides
nemzetség torzsei altal okozott legsulyosabb fertdzések: hasiiri talyogok, appendicitis
gangrenosa, ndgyogyaszati, bor- és lagyszoveti infekciok, agytalyog, szepszis (Kénnonen E. et
al. 2011). Bacteroides izolatumok gyakran kitenyésztheték ovarium, petevezeték és Bartholin
mirigy talyogokbol, a B. thetaiotaomicron a kismedencei gyulladasos betegségben (Pelvic
Inflammatory Disease: PID) t6lt be patogenetikai szerepet (Heinonen PK., Leinonen M. 2003).
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A bacteroidesek csak ritkan okoznak kozponti idegrendszer infekciokat (agytalyog, szubduralis
vagy epiduralis empiéma és meningitis), endocarditist és pericarditist (Brook 1. 2002/a; 2202/b).
A bacteroidesek okozta szeptikus artritis és osteomyelitis gyakran hematogén uton alakul ki,
protézis, reumatoid artritis, trauma hajlamositanak ezekre a korképekre (Senneville E. et al.
2006).

A nemzetségen beliil a leggyakrabban izolalhato fajok a régebbi nomenklatira szerint
az un. ,B. fragilis csoport”-ot alkotjak, a bél mikrobiomban nagyszamban jelenlévd
Bacteroides/Parabacteroides fajok okozzak a mikrobiologiai diagnézissal bizonyitott, anerob
baktériumok altal okozott human infekciok 50-60%-at. A B. fragilis az ugynevezett “tipus-
organizmusa’ az anaerob baktériumoknak ¢és egy a torzsfejlodés soran koran elvalt bakterialis
torzsnek, a Bacteroidetes phylumnak (korabban Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides—CFB-
phylum). A B. fragilis a legpatogénebb fajuk, a leggyakrabban vizsgalt és legtobb potens
virulencia faktorral rendelkez6 anaerob Gram-negativ palca, melyet a bacteroidesek altal
okozott human fertézések csaknem 60-80%-abol izoldljak, azonban ezzel ellentétben a
bélfloraban csak 0,5% koriili az aranya.

A Bacteroides/Parabacteroides fajoknak anaerob anyagcseréjiik mellett tobb, sajatos
bioldgiai vonasuk is van: egy kiilon torzsét (Bacteroidetes phylum) alkotjak mas egyéb rokon
fajokkal (Porphyromonas, Prevotella, Flavobacterium, Cytophaga) az eubacteriumoknak,
ezaltal genetikajuk is sajatos. Promotereik eltérdek a tobbi eubacterialis fajéitol, inszerciods
szekvencia (Insertion Sequence: IS) elemeiknek fontos szerep jut az antibiotikum rezisztenciaért
felelds gének kifejez6désében (Soki J. 2013/a). Kisebb-nagyobb szamban hordozhatnak kis
molekulatdmegii plazmidokat, amelyeknek a bacteroidesek €letében betoltott szerepe még nem
egészen tisztazott, igy ezeket ugynevezett ,.rejtett”, vagy ,,cryptic” plazmidoknak is nevezik.

A bél mikrobiomban mint antibiotikum rezisztencia faktor rezervoarok szerepelhetnek,
gyakran szdmos antibiotikum rezisztenciat kodold specidlis, transzferabilis genetikai elemek
(kis és nagy plazmidok, mobilizalhatd6 és konjugativ transzpozonok) hordozasaval. A
nagyszamu génnel rendelkezd baktérium fajok, mint a bacteroidesek néhany gén
expressziojaval (pld. anyagcserét befolyasolo, toxikus anyagokat kipumpaléd efflux pumpak,
sejtfelszini epitopok) kommenzalis baktériumbol veszélyes patogénné valhatnak (Gilmore MS.
et al. 2003). A kiilonféle rezisztencia-nodulacio-divizié (Resistance-Nodulation-Division:
RND) efflux pumpék expresszidjanak mértéke erdsen fligg az izolalasuk helyétdl, ami tovabbi
bizonyiték arra vonatkozoan, hogy a B. fragilis képes befolyasolni efflux rendszereit a kiilsé
kornyezettdl figgden (Pumbwe LC. et al. 2007).

A Bacteroides/Parabacteroides torzsek virulencia faktorai harom csoportba
sorolhatdak: melyek szerepet jatszanak (i) a szOveti adherencidban, (ii) a gazdaszervezet
immunrendszere elleni védekezésben (oxigén toxicitas és fagocitozis) és (iii) a szovetek
destrukciojaban. A B. fragilis fimbriai és agglutininjei adhezinként funkcionalnak, mely
lehetévé teszi szamukra, hogy a gazdaszovetekbe bekeriiljenek. A lipopoliszacharid kapszula:
LPS, és a termelt enzimek sokasdga megvédi a baktérium torzseket a gazdaszervezet
immunvalaszatol, a B. fragilis tok anyaga felelds a talyogképzésért. A hisztolitikus enzimek
(hialuronidaz, kollagenaz, foszfolipaz A, fibrinolizin, heparinaz, peroxidaz, kétkomponensii
hemolizin: HlyA és HlyB, neuraminaz) a szoveti destrukciokért feleldsek.
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A B. fragilis egyik fontos patogenitasi tényezdje: az enterotoxin

A B. fragilis enterotoxin (fragilizin: BFT) egy cink metalloproteaz (Kling JJ. et al.
1997; Moncrief JS. et al. 1995), mely az intesztinalis epitéliumban a zonula adherensek szoros
illeszkedéseit (tight junction) karositja az E-cadherin hasitasaval (Wu S. et al. 1998), mely az
epitélialis sejtek aktin-citoszkeleton atrendezédését és a ,tight junction”-ok karosodasat
eredményezi. Ezen a barrieren rés keletkezik, igy vastagbélgyulladas, hasmenés alakul ki a
betegnél. Az enterotoxin-termel6 B. fragilis izolatumok metalloproteaz aktivitasa a HT29/C1
sejtvonalon ezen torzsek potencialis invazivitasat feltételezi kiilonboz6 infekcidkban, azonban
nem ismert, hogy ezek a torzsek tartalmaznak-e olyan egyedi genetikai tényezoket, amelyek
virulenciat biztositanak az extraintestinalis korképben. A jelenlegi kutatasok ramutattak arra,
hogy ez a mechanizmus akkor alakul ki, amikor a BFT egy, az E-cadherintdl kiilonbdz6
specifikus receptorhoz kotédik (Wu S. et al. 2006). A BFT-t az tugynevezett
enterotoxigenikus B. fragilis (ETBF) torzsek szekretaljak, melyek a harom BFT izotipust
eltéré bft locuson kodoljak, melyek egy 6-kb nagysag genom szegmensen helyezkednek el. Ez
a genom szegmens kizarélag az ETBF torzsekben talalhato meg és B. fragilis patogenitasi
szigetnek (,,pathogenicity island”) nevezik (Franco AA. et al., 1999; Sears CL. 2001). Ma mar
egyre tobb bizonyiték van arra, hogy az enterotoxin termeléséért felelds gén patogenitasi szigete
egy Uj konjugativ transzpozonban taldlhatd, ez a patogenitasi sziget mobilizalé fehérjéket
kodolo génekkel szomszédos és igy atvihetk a nem-toxigén torzsekbe (Franco AA. 2004).

A B. fragilis torzsek enterotoxin-termelésének kimutatisa munkaigényes folyamat:
lehetséges modszer a toxin-termeléséért felelds gének (bftl-3) kimutatasa molekularis
diagnosztikai modszerekkel: PCR-el (Shetab R. et al. 1998), vagy a BFT protein biologiai
hatasanak kimutatdsa sejt tenyészeten (erre a célra csak olyan sejtek hasznélhatok, amelyek
képesek polarizalodni in vitro koriilmények kozott, pl. HT-29, Caco-2, HCT-8). Német és
kaliforniai kutatok vizsgalatai alatdmasztottdk, hogy a hemokultira-izolatumok sokkal
gyakrabban hordozzak az enterotoxin gént, mint az egyéb klinikai izolatumok (Claros MC. et
al. 2000). Egy 2006-ban késziilt tanulmany szerint a hemokultirabol szarmazoé torzsek 57%-a
tartalmazta a BFT termeléséért felelds patogenitasi szigetet és/vagy a szomszédos
génszegmenseket (19%-uk mindkettdt, 38% csak a szomszédos génszegmenseket), mig az
egyéb klinikai mintakbol szarmazo torzsek esetén csak a torzsek 10%-a tartalmazta a
patogenitasi szigetet és a szomszédos génszegmenseket egyiittesen, 43%-ukban csak a
szomszédos génszegmensek voltak jelen, 47%-ban pedig egyik genetikai elem sem. A szerzok
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a patogenitési sziget és a szomszédos génszegmensei a B.
fragilis torzsek fontos altalanos virulencia faktorai lehetnek (Claros MC. et al. 2006). A BFT a
ciklooxigenaz-2-termelését s 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/a; Chung L. et al. 2018; Bao Y. et al. 2019.

A cisztein-proteazok olyan fehérje-bontod enzimek, melyek katalitikus centrumaban két
cisztein alkot egy konnyen felhasadni képes tiol-kotést. Eddig 72 cisztein proteaz csaladot irtak
le, ezek koziil 43 csalddot soroltak 9 szupercsaladba (klanba): a CA, CD, CE, CF, CH, CL, CM,
CN és CO klanokba (Cambra I. et al. 2010). Ezen enzimek széles korben elterjedtek a ndvények,
allatok, emberek, baktériumok és parazitak korében is. A C10 cisztein protedz csalad 4 tagja
tartozik a CA szupercsaladba, amelyet B. fragilis torzsekben fedeztek fel, ezek valosziniileg
szerepet jatszanak a gyulladasos bélbetegségek ¢és az irritabilis bél szindroma patogenezisében
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(Choi VM. et al. 2016). Nemrégiben azonositottak egy olyan ortolog génbdl alld panelt, amely
C10 proteazokat kodol a Bacteroidetes torzsekben, ideértve a B. fragilis-ben négy paralogén
génkészletet (bfpl-4 néven) (Thornton RF. et al. 2010). A C10 proteazok papainszerii cisztein
protedzok, és magukban foglaljak a Streptococcus pyogenes pirogén exotoxin B-jét (SpeB) és
a Prevotella intermedia Interpain A-jat. Mindkét enzim szerepet jatszik a virulenciaban: a SpeB
hasitja a citokineket, aktivdlja az MMP-9 gazda matrix metalloprotedzjat és felszabaditja a
kinint a kininogénbdl, ily mdédon a SpeB hozzajarul a szovetkarosodashoz és aS.
pyogenes invazidjahoz a  gazdaszervezetben. Az  Interpain A  hozzajarul aP.
intermedia fert6zések patogeneziséhez azaltal, hogy inaktivalja a komplement kaszkadot a C3
komplement faktor lebomlasan keresztiil.

Ezen ortologok nyilvanvald parhuzamos funkcioéi ellenére a Bacteroides-proteazok
aktivitasat és a virulenciahoz valé hozzajarulasuk potencialjat még meg kell hatarozni. Utdbbi
id6ben irtak le a B. fragilis torzsekben azt a kiilonleges, fragipainnak (Fpn) nevezett proteazt,
amely a C11 csalad és a CD szupercsalad tagja. A fragipain sziikséges a fragilizin aktivalasahoz,
¢s Choi és munkatarsai feltételezik a fragipainnak a szepszis patogenezisében betdltott
lehetséges szerepét (Choi VM. et al. 2016). A BFT hozzajarul a szepszishez, azonositottak a B.
fragilis proteazt a fragipaint (Fpn), amely sziikséges a BFT endogén aktivalasahoz az auto-
inhibitor prodomain eltavolitasa révén. Az Fpn szerkezeti elemzése egy His-Cys katalitikus
diadot mutat, amely jellemz6 a C11 csalad cisztein protedzaira, amelyek konzervaltak szamos
patogén Bacteroides spp-ben és Clostridium spp-ben. Az enterotoxigén B. fragilis térzsekben
az Fpn-hianya csokkenti a torzs szepszist kivalto képességét, azonban az Fpn nélkiilozhetetlen
a B. fragilis kolitiszben, ahol a gazda proteazok kozvetitik a BFT aktivacidjat. Az fpn gén
expresszidja toxinogén és nem toxinogén torzsekben egyarant azt sugallja, hogy ez a proteaz
hozzajarulhat az anaerob szepszishez a toxin aktivalasdban betoltott szerepén til, potencidlisan
célpontjaként szolgal a betegség modosulasara. Ezen jonnan leirt patogenitasi faktorok szerepe
még nem kelléen tisztazott, eléfordulasukrol a B. fragilis torzsekben még nagyon kevés adat all
rendelkezésiinkre.

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok és a surveillance fontossaga

A Bacteroides/Parabacteroides fajok rendelkeznek a legmagasabb rezisztencia-
szintekkel és az irodalmi adatok alapjan a legtobb antibiotikum rezisztencia-mechanizmussal az
Osszes anaerob korokozo faj koziil. Az anaerob-ellenes antibiotikumok szama eléggé
korlatozott: cefamycinek (pl. cefoxitin), B-laktam/B-laktamaz gatld6 kombinaciok,
karbapenemek, 5-nitroimidazolok, clindamycin, egyes makrolidok, tetracyclinek, tigecyclin,
chloramphenicol, fluorokinolonok. Egészen az elmult évtizedekig az anaerob baktériumok
terapiaja nem jelentett gondot, azonban mara mar egyre t6bb kézlemény szamol be az anaerob
fokozodik a rezisztencia a B-laktdm antibiotikumokkal, a tetracyclinnel, a clindamycinnel
szemben.

A Bacteroides/Parabacteroides fajok  potencialisan rezisztensek lehetnek az
antibiotikumok széles korére, és az adott antimikrobidlis rezisztencia nagymértékben eltérhet a
foldrajzi helyek és az adott intézmények kozott, igy néhany, a multban gyakran hasznalt
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antibiotikum-terapia mar nem alkalmazhat6 az empirikus kezelés soran. A rezisztencia mértéke
a Bacteroides/Parabacteroides csoport kiilonb6z6 fajai kozott is valtozhat.

Az elmult 20 évben csak néhany eurdpai és orszagos vagy korhazi szinten végzett
tanulmany (Wybo I. et al. 2007; Piérard D, et al. 1989; 1996; Betriu C. et al. 2008; Behra-
Miellet J. et al. 2003; Boyanova L. et al. 2015) jelent meg és két nagyobb vizsgalat eredményeit
kozolték az USA-bol  (Snydman DR. et al. 1999; 2007), melyek a
Bacteroides/Parabacteroides torzsek  antibiotikum  érzékenységének  epidemioldgiajat
vizsgaltak. Emellett néhany tanulmany jelent meg egyéb foldrészekrol: Argentina: Fernandez-
Canigia L. et al. 2012; Costa-Rica: Cordero-Laurent E. et al. 2012; Taiwan: Wang FD. et al.
2014; Kuwait: Jamal W. et al. 2015; Japan: Takesue Y. et al. 2017.

A Bacteroides/Parabacteroides izolatumok antibiotikum-érzékenységére vonatkozo
elsé jelentds tobb centrumos eurdpai szintli vizsgalat 1988-1989-ben tortént (Philips 1. et al.
1992), a masodik vizsgalat 1999-2001-ben (Hedberg M., Nord CE. 2003). Mar ezekben a
kozleményekben szamos hagyomanyos anti-anaerob antimikrobialis szerrel és néhany Gjabb [3-
laktam antibiotikummal szembeni regiondlis eltérésekrdl és egyre ndvekvd rezisztencidrol
szamoltak be. A kiilonbozé Bacteroides fajok esetében és a kiilonboz6 klinikai forrasokbol
szarmazé izolatumok kozott egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia-kiilonbségeket
észlelték.

Az elmult évtizedben csak néhany kazuisztikaként kozolt multi drug rezisztens
(MDR) Bacteroides/Parabacteroides torzsek altal okozott esetet publikaltak az Egyesiilt
Allamokbol (Sherwood JE. et al. 2011; Husain F. et al. 2013; CDC Report 2013, Merchan C. et
al. 2016), az Egyesiilt Kiralysagbol (Wareham DW. et al. 2005), Gorogorszagbol (Katsandri A.
et al. 2006), Japanbol (Nakamura 1. et al. 2017) és Daniabol (Sydenham TV. et al. 2015). Egy
Osszefoglalé dan tanulmanyban 5 olyan, hemokulturabol izolalt MDR B. fragilis izolatumot
vizsgaltak, amelyek a cfiA, nimA, nimD, nimE, nimJ, tetQ, ermB, ermF, linA2 (clindamycin
rezisztencia gén), cepA, cfxA, bexB géneket hordoztak (Hartmayer GN. et al. 2012).

Ezek a kozlemények, az epidemioldgiai adatok azt sugalljak, hogy a klinikusoknak nem
szabad kizarolag a nemzetk6zi felmérésekbdl szarmazd kumulativ érzékenységi adatokra
tamaszkodniuk a betegek kezelése soran, ismerniiik kell a helyi rezisztencia viszonyokat és
figyelembe kell venniiik a minimalis gatlo koncentracié (Minimal Inhibitory Concentration:
MIC) értékek meghatarozasan alapul6 érzékenységi vizsgalatot a stilyos fert6zések kezelésében.

A klinikai mikrobioldgiai laboratériumokban elvaras, hogy a klinikai mintakbdl az
anaerob baktériumokat szintenyészetben tudjak izolalni, és az identifikélas a genus szinten tul
lehetéség szerint a species szinten is megtorténjen. Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat
egyes esetekben, nemzetkdzi ajanlasok (Wadsworth Manual: Jousimies-Somer HR. et al. 2002)
alapjan kotelezden el kell végezni: olyan genus vagy species izolalasa esetén, melyek kozott
ismert a szokasos anaerob baktérium ellenes antibiotikumokkal szemben rezisztens egyedek
gyakori el6fordulasa (pl. B. fragilis csoport tagjai), ha a szokasosan alkalmazott terapia nem
sikeres, amikor az antibiotikum terapianak dont6 szerepe van a fertézés kimenetelében, ha
sulyos, ¢életet veszélyeztetd infekciorol van szd, amikor varhatdéan hosszan tartd antibiotikum
terapiara lesz sziikség az anaerob infekcid lekiizdésére, ha az anaerob korokozot
immundeficiens betegbdl izolaltuk, ha az anaerob baktériumot normalisan steril testfolyadékbal,
testiiregekbdl, agytalyogbol, endocarditisbdl, osteomyelitisbdl, iziileti infekciobol, sziv- vagy
érsebészeti beavatkozast kdvetd infekciobol izolaltuk.
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A Bacteroides/Parabacteroides fajok fontosabb rezisztencia mechanizmusai

A p-laktamokkal szembeni rezisztencia leggyakoribb mechanizmusa egy
kromoszoman kodolt 2e osztalya cefalosporinaz (a cepA gén terméke) P-laktamaz enzim
termelése, amely szinte minden Bacteroides fajban megtalalhaté (Rogers MBA. et al.
1993). Néhany B. fragilis torzsben leirtak a kromoszomalisan determinalt class A tipust enzim
mellett mas p-laktaméazokat is, ezeket részben plazmidokon, részben kromoszéman
elhelyezkedd gének kodoljak. Az egyik ilyen kiilonleges enzim csoport a cink-dependens class
B tipust, karbapenemekre és cefamycinre is hatd, a gatlészerekkel szemben rezisztens -
laktamaz. A gén jelenléte igazolhato az izolalt torzsek kb. 2%-aban, de csak joval kevesebb torzs
termeli az enzimet, azonban terapia soran torténd szelekcidjuk stlyos gondot jelenthet a vegyes
aerob/anaerob infekciok kezelése sordn.

Nemzetkozi felmérésekbdl szarmazo publikaciok beszamolnak ezekrdl a megjelend uj
rezisztencia génekr6l, a karbapenem-rezisztenciaért felelés cfiA és ccrA (mindketté B osztalya
metallo-p-laktamazokat kodol, Livermore DM, Woodford N. 2000) géneket hordozo klinikai
izoldtumok egyre ndvekvd szamarol, illetve metronidazol rezisztens torzsekrél. E két
rezisztencia mechanizmus foként inaktivalé enzimek termelésén alapul, amelyek fenotipusos
expresszidjahoz inszercids szekvencia (Insertion Sequence: IS) elemek a rezisztencia gének
(cfiA: karbapenemek, nim: nitro-imidazolok) upstream régidjaba torténé megfeleld orientacidju
integracioja sziikséges. Ezen integracio szerepe, hogy felvett, vagy igazolt Bacteroides-
specifikus promotereket szolgaltassanak a rezisztencia géneknek. A cfiA gének kromoszomalis
lokalizaciojuak, B. fragilis specifikusak, transzferiiket eddig nem tudtak kimutatni, de a cfiA
hordozé B. fragilis torzsek egy kiilon genetikai altipusat jelentik a fajuknak. Ez molekularis
tipizalasi modszerekkel és a torzsek kromoszomalis DNS-ének hibridizacids vizsgalataval
deriilt ki. Megfigyelték a B-laktamaz gének (cepA normal cefalosporinaz és a cfiA) és az
enterotoxin gén (bft) kiilonb6z6 megoszlasat is a két altipusban (Gutacker M. et al, 2000; 2002;
Soki J. et al. 2013/b). Penicillin-koté fehérjék (Penicillin-Binding-Protein: PBP) modosulasan
alapuld rezisztencia is kialakulhat, vannak olyan torzsek is, amelyek p-laktamazt nem
termelnek, de a p-laktdm antibiotikumokkal szemben rezisztensek: itt a megvaltozott
sejtfalpermeabilitas felelds a rezisztenciaért.

A valédi anaerob baktériumok kevés kivétellel érzékenyek a nitro-imidazol
szarmazékok irant, melyek passziv diffazioval jutnak be a sejtbe, ahol redukalodnak és egy
citotoxikus metabolitjuk karositja a bakteridlis DNS-t. Bar a metronidazolt igen széles korben
alkalmazzak mind a profilaxisban, mind a terapiaban, ha anaerob baktériumok jelenlétével kell
szamolni, mégis aranylag elvétve keriil kozlésre metronidazol rezisztens Bacteroides torzs
izolalasa klinikai anyagbdl. Az elsé metronidazol rezisztens B. fragilis torzsrél 1978-ban
szamoltak be egy olyan betegnél, aki hosszi tava metronidazol terapiaban részesiilt Chron
betegsége miatt (Ingham HR. et al. 1978). A rezisztencia esetén a metronidazol sejten beliili
redukcidjanak mechanizmusaban és sebességében torténik valtozds, ami a szer csokkent
kovetkezménye a rezisztencia. Az elmult években bizonyitottdk, hogy alacsony szintii
metronidazol rezisztenciat okozhatnak nagy plazmidok, vagy a kromoszoman elhelyezkedd nim
gén. A nim génekbdl jelenleg 11 altipust (A-K) ismeriink, amelyek kb. 75% homologiat
mutatnak egymas kozott (Alauzet C. et al. 2018). Az eddig legjobban jellemzett A-D gének
koziil a B kromoszémalisan, az A, C, D plazmidon elhelyezked6nek bizonyult és mind a négy
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génnek a mobilitdsa bizonyitott. A gén kis frekvencidval atvihetd konjugacio-szert folyamattal
érzékeny recipiensbe. A rezisztenciat valoszinii, hogy a nitro-reduktaz enzim aktivitas
csokkenése és/vagy a lelassult antibiotikum penetracié okozza.

A chloramphenicol kotédik a bakterialis riboszomalis peptidil-transzferazhoz, és igy
megakadalyozza a fehérje bioszintézisét; a chloramphenicol-acetil-transzferaz enzim acetil-
csoportot szallit az acetil-koenzim A-bol a chloramphenicol C-6 primer hidroxilcsoportjaba,
megakadalyozva a modositott antibiotikumnak a riboszomahoz vald kotodését €s hatasat a
Bacteroides torzsek esetében (Britz ML, Wilkinson RG. 1978). A chloramphenicol rezisztencia
leggyakoribb oka a szer enzimatikus hatastalanitasa, a chloramphenicol acetiltranszferaz
(Chloramphenicole-Acetyl-Transferase: CAT) enzim altal acetilalt vegyiilet nem képes kotédni
a riboszoméhoz. Szamos, kiilonféle CAT enzim ismeretes, amelyek a kromoszéman
helyezkednek el, vagy plazmidok kodolnak.

Bar a makrolidok, linkézamidok és a streptograminok kémiailag kiilonb6zo
antibiotikum csoportok, a baktériumok rezisztencia mechanizmusainak hasonlosaga miatt
egylitt targyalandok. A Gram-negativ baktériumok jelentds része természetes rezisztenciaval
rendelkezik a makrolidokkal szemben, mivel sejtfaluk a hidrofob molekuldk szamara
inpermeabilis. A rezisztencia a B. fragilis torzsek kozott 5-20%, viszont az egyéb bacteroidesek
esetében <5% a nemzetkdzi irodalmi adatok szerint. A szerzett rezisztencia haromféle
mechanizmussal érvényesiilhet: leggyakoribb a célmolekula valtozasa, ritkabb az antibiotikum
molekula inaktivalasa és az aktiv efflux mechanizmus. Az MLSg tipusu rezisztencia
(makrolidok, linkézamidok és a streptograminok: Macrolides-Lincosamides-Streptogramine B:
MLSg) esetében az 50S riboszémalis alegységben a 23S riboszémalis RNS adeninjének, mint
célmolekulanak metilacidja eredményezi az antibiotikum csokkent kotodését (Roberts
MC. 2003). Plazmid, vagy kromoszomalis gén (ermA, ermB, ermC, stb.) kodolhatja ezt a
mechanizmust, és transzpozon kozvetiti, terjeszti akar speciesek kozott is. Ez a rezisztencia tipus
lehet indukalhato, vagy konstitutiv, az induktor lehet maga az erythromycin, vagy egyéb 14, ill.
15 tagt makrolid. E mechanizmus konstitutiv tipusa a makrolidok, link6zamidok és a
streptogramin B kozott teljes keresztrezisztenciat eredményez a Gram-pozitiv coccusokban,
azonban ez a mechanizmus a streptogramin A-t nem érinti. A rezisztencia masik mechanizmusa
az enzimatikus bontds, amelyet plazmid kodol és nem jar a makrolidok kozotti
keresztrezisztenciaval. A tapasztalatok szerint a makrolidok alkalmazasanak gyakorisaga és a
rezisztencia el6fordulasa kozott Osszefiiggés van. A Bacteroides-Parabacteroides torzsek
esetében a makrolid-link6zamid rezisztencia eléfordulasa foldrajzi régionként, ill. orszagonként
is jelentdsen valtozhat.

A tetracyclin rezisztencia a legelterjedtebb antibiotikum rezisztencia a természetben, a
leggyakrabban extra-kromoszomalis DNS elemek kodoljak azokat a proteineket, amelyek
szerepet jatszanak a tetracyclin aktiv effluxaban, vagy a célmolekula, a riboszoma védelmében.
Ritkabb a kromoszoman bekovetkezd mutécid, amely a kiillsé membran permeabilitdsdnak
megvaltozasat eredményezi. A Bacteroides torzseknél a rezisztencia kromoszomalis gén altal
determinalt. A gén megvaltoztatja a célmolekulat, azaz a baktérium riboszomajat, igy a
tetracyclin nem tudja a hatasat kifejteni. A kétkomponensii jelatviteli rendszerek lehetdvé teszik
a szervezetek szamara, hogy érzékeljék és reagaljanak a valtozasokra kiilonb6z6 kornyezeti
koriilmények kozott. A prototipus szerkezete jol konzervalt, és tartalmaz egy hisztidin protein
kinazt, amelyet a kornyezeti ingerek szabalyoznak. Az ingerre adott valaszként ez a fehérje egy
hisztidin-maradékon autofoszforilal és nagy energiaju foszforilcsoportot hoz létre. A
foszforilcsoportot ezutan a valasz-szabalyoz6 fehérje aszpartat-csoportjaba viszi at; €z
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konformacios valtozast indukal a szabalyozé doménben, ami egy tarsult lefelé iranyul6 domén
aktivalasat eredményezi és a reakciot okozza (Stock AM. et al. 2000). A valasz-szabalyozok
tobbsége a DNS-kotd effektor doménekkel rendelkezd transzkripcids faktor, bar némelyikiiknek
enzimként mikodd C-terminalis doménje van.

Az egyik Bacteroides kétkomponensii  szabalyozasi rendszer amelyet alaposan
tanulmanyoztak, az RteA-RteB kétkomponensii rendszer. Az anaerob baktériumok a
rezisztencia génjeiket horizontalis géntranszfer Utjan cserélik ki. A konjugativ transzpozonok
(Conjugative Transposon: CTn) és/vagy plazmidok egy vagy tOobb rezisztencia gént
atvihet6k. Az anaerob baktériumokban leggyakrabban vizsgalt CTn a CTnDOT, melynek
mérete 65 kb, rezisztenciat kodol a tetracyclin  és az erythromycin ellen,
szamos Bacteroides fajnal megtalalhato.

A Bacteroides CTn-ek az elsé felfedezett fontos konjugativ transzpozonok ko6zé
tartoztak és azota kimutattak, hogy kozponti szerepet jatszanak az antibiotikum rezisztencia
gének e nemzetségben és a rokon csaladokban torténd terjesztésében. Ez a CTn egy tetracyclin
rezisztencia gént tartalmaz: a tetQ-t (riboszoma védé mechanizmus), amely rendszerint a
clindamycinnel szembeni rezisztencidért felelds ermF génnel egyiitt fordul el6. A CTnDOT
konjugativ  transzfere komplex eseménysorozat, amelyet a tetracyclin alacsony
gén az rteA-rteB-tetQ operon része, amely egy mobilis integrativ és konjugativ elemen
(Integrative  and  Conjugative  Element: ICE) a CTnDOT-on talalhato,
szamos Bacteroides torzsben. Az RteA az érzékel6 komponens és az RteB a transzkripcios
szabalyozo, amely szabalyozza egy harmadik downstream gén, az rteC expressziojat. Az RteC
termék viszont egy géncsoportot (0rf2C) szabalyoz, ami fontos a CTnDot elem kivagasahoz (és
ezért atadasahoz). A tetracyclinnek serkentd hatdsa van az RteA-RteB rendszer expresszidjara,
ezaltal mind a tetracyclin rezisztencia expresszidjara, mind a transzlaciora, az rteA gén azonban
nem érzékeli kdzvetleniil a tetracyclineket, és pontosan, mit érzékel, még nem tisztazott (Moon
K. et al. 2005). A masik rezisztencia géncsoport a tetX, illetve tetX1 gének melyek a FAD
(Flavin-Adenin-Dinukleotid)-dependens mono-oxigenazokat kodoljak, melyek a roncsoljak a
tetracyclin molekulat.

A kinolonok gatoljak a két specifikus enzimet, a DNS girazt és a DNS topoizomerazt,
amelyek eldsegitik a bakteriadlis DNS replikacigjat, és ezeknek az enzimeknek a mutécioi a
kinolon rezisztencia leggyakoribb okai. A topoizomeraz a DNS kett6s szal egyikét hasitja
iddlegesen majd kapcsolja ujra dssze, a girdz a DNS mindkét szalat hasitja, majd idével ujbol
Osszekapcsolja. A girdz egy tetramer enzim, amely két A és két B alegységbdl all, amelyeket
agyrAés agyrB gének kodolnak, a topoizomeraz IV, aparC és parE gének altal kodolt
heterodimer is részt vesz a kromoszoma-felosztasban. Ezen enzimek milkodése a DNS-
replikaci6 és a DNS-transzkripci6 sordn valik fontossd, hiszen ezen folyamatok soran
szlikségeltetik a két polinukleotid DNS-szal lokalis szétvalasa. Neviik onnan ered, hogy ezen
enzimek a DNS topologiai allapotat befolyasoljak, vagyis a kapcsoldsi szamot, a ,,linking
number”-t csokkentik, viszont nincsenek hatassal a DNS-kovalens strukturajara. A szerkezeti
topoizomeraz-valtozasokat, amelyek csokkentik ennek az enzimnek a fluorokinolonokhoz vald
affinitasat, a gyrA és parC gének kinolon-rezisztenciat meghatarozé régidiban (Quinolone
Resistance-Determining Regions: QRDR) mutacioi okozzak. Azok a mutaciok a gyrA-ban
melyek a fluorokinolon rezisztenciat okozzak a B. fragilis-ban a 82-es és 86-as ,,hot-Spot”
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poziciokban lettek azonositva (ekvivalensek a 83 és 87 poziciokkal Escerichia coli-ban) (Ricci
V. et al. 2004; Oh H. et al. 2001). A gyrB-ben, a parC-ben ¢és a parE-ben 1év6 szubsztitiiciok
rendkiviil ritkan fordulnak el6 és eddig még nem igazan jellemezték a B. fragilis torzsekben.

A baktériumok rezisztenss¢ valhatnak a kinolonok sejtbdl torténd megndvekedett
kiaramlasa, aktiv effluxa miatt is, Miyamae a norfloxacin aktiv kidramlasat irta le egyes B.
fragilis torzsekben ¢s ugy talalta, hogy az effluxot egy olyan efflux pumpa katalizalja, amely
hasonl6 a NorA/Bmr-hez (Miyamae S. et al. 1998). A B. thetaiotaomicron egy MATE
(Multidrug and Toxic Compound Extrusion) csaladba tartozé multidrug efflux exportdrrel
(Bacteroides exporter A: BexA) rendelkezik, amely a fluorokinolonokat kipumpalja a
baktériumsejtb6l (Miyamae S. et al. 2001; Ghotaslou R. et al. 2018).

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

A rutin klinikai bakteriologiai diagnosztikai laboratoriumok szamara elsédleges
fontossagi a kitenyésztett baktériumok faj-szintli azonositasa (identifikalas). Ez kétféle
megkozelitéssel lehetséges: fenotipusos és genotipusos jellemzdok alapjan. A fenotipusos
jellemz6kon alapuld identifikalas soran a baktériumtorzs fenotipusos (pl. morfologiai,
citologiai, biokémiai, fiziologiai) tulajdonsagait hatarozzuk meg, amelyek az adott
baktériumtorzs génjei altal kodolt tulajdonsagok megnyilvanulasaval jonnek létre. A gének
megnyilvanuldsat (expresszidjat), miikodését azonban jelentésen befolyasoljak a kornyezeti
hatasok, ezért a vizsgalati koriilményeket minden laboratériumban Szigorian standardizalni
kell. A masik modszer a genotipus meghatarozasan alapulé modszerek Gsszessége, a baktérium
genotipusat egyértelmiien meghatarozza a genomot felépitd nukleinsavak szekvencidja, amely
stabil, a kornyezettdl fiiggetlen allando jellemz6. Azonban a genomalkot6é nukleinsavak nem
azonos informacio-értékll szakaszokat tartalmaznak, ugyanis vannak nem kodolo részei is, €s a
kodold szakaszok kozott is taldlhatok konzervativ (hasonld vagy azonos szekvencidju) és
valtozékony szekvenciaji gének.

A rutin klinikai mikrobioldgiai diagnosztikai laboratoriumokban az 1970-80-as évekig a
baktériumok fenotipusos jellemzése volt a f6 identifikalasi modszer, a mikroorganizmusok
anyagcsere-folyamataiban szerepet jatsz6 extra- és intracellularis enzimek, a biokémiai reakciok
koztes-, illetve végtermékei jellemzéek az adott mikroorganizmusra, ezért vizsgalatuk
diagnosztikai szempontbol igen fontos, azonban ehhez munka- és idéigényes biokémiai tesztek
elvégzése szilkséges. A diagnosztikaban ebben az id6ben mar megjelentek a kiilonb6z6
kemotaxonomiai vizsgalatok, mint példaul a peptidoglikanok és lipidek (1égzési kinonok,
poléros lipidek €s hosszu szénlancu celluléris zsirsavak) GLC analizise. Ezeket a vizsgalatokat
gyakran kiilonb6zd biokémiai eljarasokkal (mint példaul a multilokusz enzim elektroforézis,
vagy a natrium dodecyl szulfat poliakrilamid gél elektroforézis: SDS polipeptid analizis)
egészitettek ki.

1974-ben Anhalt és Fenselau elséként publikaltak, hogy a tomegspektrometria altal
detektalt biomarkerek alkalmazhatoak a baktériumok meghatarozasara (Anhalt JP., Fenselau C.
1974). A kezdeti kutatdsok a polaros zsirsavak analizisén alapultak, melyek a baktérium
szarazanyag tartalmdnak mintegy 5%-8%-at alkotjdk, a modernebb kutatdsok a fontosabb
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proteinek vizsgalatara fokuszalnak, foként a 2000-20 000 Da (60%-70%-a a baktérium
szdrazanyag tartalménak) molekulasuly tartomanyban. 1994-ben Cain és munkacsoportja azt
kozolték, hogy a MALDI-TOF MS moddszer jol hasznalhatdé meghatarozott baktériumok
elkiilonitésére a roncsolt sejtek protein-profil analizise alapjan (Cain TC. et al. 1994). Két évvel
kés6bb harom kiilonb6z6 munkacsoport: Claydon MA. et al, Holland RD. et al. és
Krishnamurthy T. et al. (1996) a mddszer alkalmassagat bizonyitotta be intakt baktérium sejtek
esetében is.

A tomegspektrometria (Mass Spectrometry: MS) olyan kémiai/biokémiai analitikali
modszer, amely a vizsgalandé anyagminta atomjainak vagy molekuldinak ionizacidjat kovetden
a keletkez6 kisebb-nagyobb vegyiileteket toltésegységre esé tomegiik (mass to charge [m/z])
szerint elvéalasztja. Az eredmény a keletkezd ionokat jelzd csticsokbol all6 tomegspektrum,
amelyben egy-egy csucs egy adott m/z fajlagos tdmegii ionizalt molekulat jelez, a csucsok
magassaga pedig aranyos az adott molekula mennyiségével. Az elv alkalmazasanak tobb
moddszere létezik, ezek az ionizacid mechanizmusaban és az alkalmazott tomeganalizator
természetében, mechanizmusaban kiilonboznek egymdstdl. A mddszer hagyomanyosan kémiai,
gyogyszerészeti vizsgalatokra vald alkalmazhatosagat a kiméletesebb ionizéacios eljarasok
megjelenése kibdvitette, igy mar a nagyobb molekula tomeggel rendelkezé biomolekuldk
kimutatdsara is alkalmasnak bizonyult. Az ¢l6 szervezetek komponenseinek vizsgalatara plazma
deszorpciodt, gyors atombombazast, 1ézer deszorpcidt és elektrospray ionizalast alkalmaztak, a
MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonisation) eljaras kidolgozasaval pedig lehetOség
nyilt a biomolekuldk gyakorlatilag felsé tomeghatar nélkiili vizsgalatara. Az eljaras lényege: a
biologiai mintat dsszekeverik egy matrix oldattal (példaul alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav vagy
dihidroxi-benzoesav), mely képes elnyelni az ionizaciohoz hasznalt 1ézer energiajat. Az analit a
matrix kis molekuldiba agyazddik, amelyek a lézer energidjat 4atadjdk az analit
makromolekuldinak. A folyamat kézben a makromolekula-matrix komplexek a vizsgalati
mintabol felszabadulnak (deszorpcid), majd a keletkez6 molekulaionokat nagyvakuumban egy
gyorsitofesziiltség juttatja az analizdtorba. Az ionok tomeg €s toltés szerinti elvalasztisa, majd
detektalasa TOF (Time of Flight) analizatorban torténik. A vizsgalat eredménye egy
tomegspektrum-profil (main spectrum profile: MSP) lesz, amely a minta ionjainak molekula
tomegét reprezentalja. A kapott tomegspektrum csucsai tehat a vizsgalt minta egyes fehérjéinek
felelnek meg.

A mikrobdk jellegzetes, a taxonra jellemz6 fehérjeprofillal rendelkeznek, igy a MALDI-
TOF MS-vizsgélat soran keletkezd tomegspektrum egy adott mikrobafajra (species), illetve
nemzetségre (genus) jellemzd. Az azonositasara haszndlt modszer a mikrobdk konzervalt,
riboszémalis (és bizonyos esetekben egyéb, transzlacios és transzkripcios) proteinjeinek
analizisén alapulnak, kihasznalva azt a tényt, hogy ezek a fehérjék nagy mennyiségben
talalhatoak meg a sejtekben. A mért fehérjeprofil, illetve tomegspektrum azonositasa egy mar
meglévl adatbazishoz torténd hasonlitas utjan megy végbe. Az azonosithaté mikrobdk kore
elsésorban az adatbazisban talalhat6 referenciaspektrumok szamatdl fiigg, annak bdvitésével a
modszer egyre tobbféle mikroba azonositdsara tehetd alkalmassd. Mivel ez a technika igen
érzékeny, igy igen kis anyagmennyiség (10°-10° CFU baktériumszam) elegendd a vizsgalat
elvégzéséhez. Szamos vizsgalat bizonyitja, hogy a MALDI-TOF-MS a baktérium sejtekben
talalhatd bioldgiai komponensek gyors vizsgalatdra is alkalmas, az eljaras segitségével
egyszeriien tanulményozhatok intakt baktérium sejtek, ezaltal jelentésen lerdviditve a minta-
elokészités idOsziikségletét.
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A MALDI-TOF-MS modszerrel kapott tomegspektrumok reprodukalhatdsagat tobb
tényezd befolyasolhatja egy-egy taxon esetében, igy példaul a minta elokészités, a szaporodasi
fazis, a tenyésztési korlilmények, az ionok tomeg-tartomanya és a miiszerek kozotti
reprodukalhatosag (Nagy E. et al. 2014). Irodalmi adatok alapjan a MALDI-TOF MS-
modszerrel az aerob izolatumok 84—97%-a pontosan azonosithatd fajszinten a hagyomanyos
fenotipusos identifikaldé modszerekhez hasonlitva az eredményeket (Bizzini A. et al. 2010;
Wieser A. et al. 2012; Seng P. et al. 2013; Wattal C. et al. 2017).

Az anaerob baktériumok species szinten torténd identifikalasaban szamos elénnyel jar
ez amodszer (Nagy E. etal. 2017; Nagy E., Schuetz A. 2018). Az altalaban polimikrébas, kevert
aerob-anaerob infekciokban szerepet jatszo anaerob baktériumok generacios ideje joval
hosszabb, mint az aerob-, fakultativ anaerob baktériumoké, igy tenyésztésiik soran hosszabb
inkubaciods id6t igényelnek, majd a szintenyészet nyerése érdekében végzett tovabbi szubkultira
készitését kovetden lehet csak elvégezni az identifikdldsukat. A hagyomanyos biokémiai
probakon alapuld identifikalas ezen baktériumok esetében akar 57 napig is eltarthat, vagy csak
a 16S rRNS gén szekvendldsa ad pontos, végleges eredményt, ezért ilyen esetekben a
mikrobiologiai laboratériumok eltekintenek a pontos species meghatarozastol és csak ,,\Vegyes
anaerob flora tenyészett” leletet adnak ki a klinikusnak. A MALDI-TOF MS-modszer elénye
ebben az esetben, hogy a vegyes tenyészetben jelenlévd, de izolalt telepek is alkalmasak
lehetnek akér a tenyészetbdl kozvetlentil torténd (“direkt”) species identifikdlasra. A MALDI-
TOF MS hasznalatanak egyik f0 elénye a megtakaritott id6, mivel az adott baktériumtorzs
azonositasa kevesebb, mint egy ora alatt végezheto el, szemben a 2472 éraval, ez az id6 kritikus
a sulyos alapbetegségekben szenvedd betegeknél, immunhianyos betegeknél, sebészeti, intenziv
osztalyokon fekvd, 1élegeztetett szeptikus betegeknél.

Ma mar szamos Ujonnan leirt, vagy eddig ritkdn izolalt, “félreidentifikdlt” anaerob
baktérium identifikalasanak lehet6sége nyilt meg a modszer segitségével a rutin diagnosztikai
laboratoriumok szdmara is. Intenziv adatbazis-fejlesztés eredményeként jelenleg tobb mint 3000
kiilonb6z6 Gram-pozitiv és Gram negativ anaerob species/subspecies talalhato a MALDI
Biotyper (Bruker Daltonik, Bréma, Gr.) adatbazisaban, azonban ez egy allandoan és
dinamikusan fejlédé adatbazis, mely Gjabb és ujabb speciesekkel boviilhet. A modszer egyre
kiterjedtebb hasznélataval egyre tobb, ritkan izolalt, eddig apatogénnek tartott, vagy 1j, eddig
még nem ismert anaerob species klinikai jelentdéségére deriil fény. A species szintii identifikalas
mellett a MADI-TOF MS-moddszer egyes esetekben lehetové teszi a hagyomanyos
modszerekkel nem, vagy nehezen elkiilonithetd speciesek-subspeciesek pontos identifikalasat
is. JO példa erre a hagyomanyos biokémiai modszerekkel nem elkiilonitheté Prevotella (P.)
nigrescens ¢és P. intermedia, illetve a Clostridium (C.) chauvoei és a C. septicum fajok
elkiilonitése, amely ugyanolyan megbizhaté MALDI-TOF MS-mddszert alkalmazva, mint 16S
rRNS gén szekvenalassal vizsgalva (Grosse-Herrenthey A. et al. 2008; Wybo I. et al. 2012). A
modszer alkalmas a speciesen beliili, Gin. szubspeciesek (alfajok) meghatarozasara, mint példaul
a Fusobacterium (F.) nucleatum esetében, ahol az ismert 6t F. nucleatum alfajbol (F. animalis,
F. fusiforme, F. nucleatum, F. polymorphum ¢és F. vincentii) a MALDI-TOF MS modszerrel
nagy biztonsaggal négy kiilonbozo klasztert tudtak meghatarozni (Nie S. et al. 2015).

Bizonyos esetekben a tomegspektrum alapjan lehetdség van virulens és kevésbé virulens
patotipusok elkiilonitésére is. Az azonos speciesbe tartozé izolatumok MS csticsai kozotti
kiilonbségek melyeket a MALDI-TOF mérések lathatova tesznek lehetdséget ad a néhany
mikroorganizmus esetében a gyors és pontos szubtipus elkiilonitésre is. Sajat vizsgalataink is
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igazoltak azt a szakirodalomban mar publikalt megfigyelést, hogy a modszer alkalmas a
Streptococcus agalactiae magas virulenciaju ST17 és ST1 klonjainak elkiilonitésére a térzsek
rutin identifikalasat kovetéen (Lartigue MF. et al. 2011; Rothen J. et al. 2019). A
tomegspektrumok alapjan készitett dendogramok a vizsgalt torzsek kozotti hasonlosagrol adnak
felvilagositast néhany perccel az azonositast kdvetden. Kutatdsok bizonyitjak, hogy a mddszer
valddi, jarvanyligyi szempontbol fontos tipizalasi vizsgalatokra is alkalmas lehet: példaul az
igen komoly jarvanyiigyi jelent0séggel bird, gyakoribb el6fordulasu C. difficile PCR ribotipusba
tartozo torzsek (001, 027 és 126/078) elkiilonitésének lehetdsége egy sajat fejlesztésii adatbazis
hasznalataval a SARAMIS (Simadzu) szoftver segitségével (Rizzardi K., Akkerlund T. 2015).

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. A baktérium
kommenzalis, a normal bor mikrobiom tagja, a legtobb esetben kontaminans egyes (foként
hemokultara) klinikai mintdkban. Briiggemann és munkacsoportja 2004-ben a teljes C.
acnes genomot megszekvenaltak (Briigemann H. et al. 2004) igy azdta ismert, hogy a kiilonb6z6
infekciokbol (acne wvulgaris, szemészeti-, bor-lagyrész fert6zések, sebészeti-, eszkozzel
Osszefliggd fertézések és véraram fertézések) izolalt C. acnes torzseket a tly (feltehet6en
hemolysin/citotoxin) és a recA (nem-riboszomalis housekeeping gén: a DNS-t javitja és
karbantartja) gének nukleotid szekvencia analizise alapjan a C. acnes-t négy kiilonallo evolucios
vonalba soroltdk be: TA, IB, II és III tipusok, amelyek kiilonbséget mutatnak a gyulladaskeltd
tulajdonsagokban, a virulencia determinansok termelésében ¢és a kiilonbozd koriilményekhez
valo adaptacioban (McDowell A. et al. 2005; 2012; Nagy I. et al. 2006). Szamos tipizalasi
modszert hasznaltak (szerotipizalas, immunofluoreszcens mikroszkop, kiilonb6z6 molekularis
genetikai modszerek: a recA, tly és 16S rRNS gének szekvenalasa, MLST és eMLST: extended
Multi-Locus Sequence Typing), az elmult évek soran annak eldontésére, hogy a human klinikai
mintakbdl izolalt C. acnes torzsek valods patogének az adott korfolyamatban, vagy a nomal flora
részeként kontaminaljdk a mintat. Az irodalmi adatok alapjan a C. acnes torzseknek
bizonyitottan szerepiik lehet sulyos infekciokban: acne, protézis beiiltetést kovetd kései iziileti
infekciok, endocarditis, endophtalmitis, prostata tumor vagy idegsebészeti beavatkozast kovetd
infekciok (Aubin GG. et al. 2014; Acherman Y. et al. 2014; Boisrenoult P. 2018).

Az 1. tipus altalaban bér kolonizacioval jar (McDowell A. et al. 2005), az A tipus jatszik
szerepet az acne kialakuldsaban, az IB tipus és a II tipust torzsek kiilonb6z6 lagyrész- és mély
szoveti infekciokkal, és a szepszissel vannak Osszefiiggésben. A ll-es tipust torzseket gyakran
izolaljak prosztata kancerozus szovetekbdl, mig a A Ill-as tipusu torzsek szerepérdl a bor
progressziv makularis hypomelanozisaban manapsag egyre tobb kdzlemény szamol be. A 11. és
a III. tipusok gyakran az implantalt protézisek fertézéseihez kapcsolodnak (McDowell A. et al.
2013; Sampedro MF. et al. 2009), ami az implantatum fertézések patogenezisében lehetséges
szerepiikre utal, az jabb kutatasok alapjan, mint opportunista kérokozo tarsulhat a fogéaszati

gyokérkezelés utani apikalis periodontitishez (mésodlagos endodontikus fertéz¢s) (Niazi SA. et
al. 2016).

Kozlemények azt bizonyitjak, hogy az IA, IB és II tipust C. acnes torzseket a borflorarol
izolaljak mind Eurépaban mind Japanban (Dekio I. et al. 2012), de ez a vizsgalat a Il1-as tipusu
C. acnes torzsek globalis elterjedését is igazolta atopids dermatitisben szenvedd betegek és
egészségeses emberek borén. Egy masik, 2009-ben kozolt vizsgélatban, mely a recA gén

29



dc_1706_19

szekvencia polimorfizmus vizsgalatan alapult, a mély szoveti infekciokbol szarmazo és az
egészséges homlokborrdl szarmazo C. acnes tipus megoszlasat vizsgalta, nem talalt szignifikans
kiilonbséget az 1A, IB és Il tipusu torzsek prevalencidja kozott (Holmberg A. et al. 2009). A
legujabb kutatasok, melyek az eMLST tipizalast hasznaltak, azt taldltdk, hogy az acne
kialakuldsa foként az [A; tipusu klondlis komplexhez kotott, a szemészeti infekciokban az 1A
¢s az 1A, tipusu torzsek jatszanak szerepet, mig a IB- és a II tipusokat sokkal gyakrabban
izolaltak bor- és lagyszoveti és orvosi eszkoz-eredetli infekciokbol (McDowell A. et al. 2005).

A humaén klinikai fertézéses korfolyamatokban a tiinetekért felelés korokozd pontos
identifikalasa utan az antibiotikum érzékenységi teszt (Antibiotic Sensitivity Test: AST)
elvégzése az egyik legfontosabb informacié, amely befolyasolja a klinikai kezelést. Célszerti
egy gyors €s megbizhatd modszer kidolgozasa a gyogyszer-érzékenység kimutatdsira MALDI-
TOF MS alkalmazasaval. Szamos AST-detektalasi elvet fejlesztenek ki és tesztelnek: pld: (1) a
gyogyszer-rezisztens torzs biomarkerek kimutatasara; (2) az antibiotikum lebomlasanak
tomegspektrometrids kimutatdsa (ez a megkdzelités elsdsorban a B-laktdm antibiotikum
rezisztenciat hatarozza meg); és (3) stabil (nem radioaktiv) izotoppal jellt aminosavak stb.
kimutatasa (ez elvileg az antibiotikum-rezisztencia barmely mechanizmusanak kimutatasara
hasznalhato). Tobb, fobb rezisztencia-mintazat pontos meghatarozasara alkalmas modszer
kifejlesztésén is dolgoznak a kutatok, ilyen példaul egy széles spektrumu [B-laktamazokat
(Extended-spectrum Beta-Lactamases: ESBL) és AmpC tipust rezisztenciat sziir6 panel, amely
a MALDI-TOF MS-alapu, kozvetleniil célzott mikrodroplet novekedési vizsgalatot (DOT-
MGA) alkalmazza (Correa-Martinez CA. et al. 2019).

A Bacteroides/Parabacteroides torzsek karbapenem rezisztencidjanak kimutatasat
kétfeleképpen végezhetjiik a modszer alkalmazasaval. Az egyikben azt hasznaljuk ki, hogy a B.
fragilis populacio két genetikailag és fenotipusosan meghatarozott alcsoportra oszlik (Divizio I
és II), amelyekben a DNS-DNS homoldgia szintek €s a konstitutiv gének szekvenciai is eltérnek
és bizonyos gének eléfordulasa méas és mas. Igy a Divizi6 I a cefalosporinazt kodold cepA gént,
mig a Divizid II a karbapenemazt kodold cfiA gént hordozza kizardlagosan. A genetikai
kiilonbség megmutatkozik a MALDI-TOF-MS-profilokban is, és igy MALDI-TOF-tipizalassal
a karbapenemazt termel6 Divizio I1-es torzseket is felismerhetjiik (Nagy E. et al. 2011). A masik
modszer esetén a karbapenem molekuldk tomegspektrumat vizsgaljuk a karbapenemmel
clegyitett adott Bacteroides torzs szuszpenzidjaban és ha az intakt karbapenem
tomegspekrometrids csucsdnak eltlinésével egy vizmolekuldnyival magasabb csucs is
megjelenik a karbapenem hidrolizisére, inaktivaciojara kovetkeztethetiink (Johansson A. et al.
2014).
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3. Célkitiuzeések

Az értekezésben szerepld kisérletes klinikai-epidemiologiai vizsgalatok kdzds vonasa
az, hogy a legfontosabb, a klinikai mikrobioldgiai diagnosztikai laboratériumokban
leggyakrabban izolalt human patogén anaerob baktériumok esetében a molekularis diagnosztika
eszkOzeivel, valamint in vitro korilmények kozott vizsgaltuk e korokozok eurodpai-
magyarorszagi elterjedésének jellemzobit, antibiotikum érzékenységi viszonyainak alakulésat, a
fobb rezisztencia-, illetve egyes patogenitasért felelés gének eléfordulasat. Vizsgalatainkat az
alabbi harom témateriileten végeztik: a C. difficile torzsek toxin-termelésének,
epidemioldgidjanak és antibiotikum érzékenységének vizsgalatai, a
Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatai,
egyes rezisztencia mechanizmusokért és patogenitasi tényezokért felelos génjeinek kimutatasa
¢és az 1j diagnosztikai modszer, a MALDI-TOF MS alkalmazhatosaga a human klinikai anaerob

izolatumok species szinten torténd identifikalasara, egyes fajok esetében tipusmeghatarozasara.

Ezen tématerileteken beliil kozvetlen célkitiizéseinket az alabbiakban részletezem:

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

- mivel Magyarorszagon a C. difficile torzsek molekularis jellemzése eddig még nem tortént
meg, irodalmi adatok alapjan sszeallitott, sajat ,,home-made” PCR moédszerekkel 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.

- 0sszehasonlitsuk a kereskedelmi forgalomba bevezetett, Gj molekularis diagnosztikai modszer
eredményeit a “gold standard”-ként hasznalt szovettenyészet citotoxicitasi vizsgalatanak és a
kereskedelemben beszerezhet6 enzimhez ko6tott immunfluoreszcencia vizsgalattal (ELFA) az A
¢és B toxinok kdzvetlen kimutatasara hasmenéses székletmintakbol.

- tanulmanyozzuk molekularis diagnosztikai vizsgalatok segitségével Magyarorszag egyes
kiilonboz6 részeibdl szarmazo C. difficile izolatumok PCR ribotipusainak megoszlasat, térbeli-
¢s az elmult husz évben az idébeli valtozasat, az adatainkat dsszevetettiik a publikalt nemzetko6zi
adatokkal.

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

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

crer

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

- kiviteleziink egy eurdpai szintli antibiotikum érzékenységi vizsgalatot standardizalt modon,
tobb orszagbol gytjtott Bacteroides/Parabacteroides izolatumok esetén, ahol vizsgaljuk a
kiilonboz6 fajok antibiotikum-érzékenységét: ezt 6sszehasonlitjuk a CLSI (Clinical Laboratory
Institute) illetve az EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)
hatarértékeit alkalmazva, keressik a fajok- és a régiok kozotti kiilonbségeket és
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nyomonkovetjiik, vizsgaljuk a rezisztencia-aranyok alakuldsat eurdpai szinten az elmult 20
évben.

- vizsgéljuk az azonos iddszakban gytijtott, Magyarorszag kiilonbozd teriileteirdl szarmazo
klinikailag relevans Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo izolatumok antibiotikum
érzékenységi viszonyait, majd az adatainkat Osszehasonlitjuk az el6z6 hazai, illetve a
nemzetko6zi adatokkal.

- a magyarorszagi gyijteményiinkb6l szarmazo klinikailag jelent6s multirezisztens (MDR)
Bacteroides/Parabacteroides izolatumok antibiotikum rezisztenciajat vizsgaltuk a prevalencia,
a genetikai kifejez6dés mikéntje és a hordozo genetikai elemek jelenléte szempontjabol.

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

- meghatarozzuk a B. fragilis torzsek enterotoxin gén (bft) hordozasanak aranyat, jellemezziik
ezek izotipusait, valamint a C10 és C11 cisztein proteaz géneket (bfpl-4, fpn), keressiik a cfiA
génnel valo egyiittes eléfordulasukat, adatainkat 6sszehasonlitjuk az elézbleg publikalt hazai,
illetve a nemzetkozi adatokkal.

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

- a klinikailag relevans mintdkbol nyert anaerob izolatumok milyen ardnyban azonosithatok
species-, vagy genus-szinten a MALDI-TOF MS-médszerrel, a 16S rRNS gén szekvenalassal
meg lehet-e erdsiteni a biokémiai modszerekkel eltéré eredmények esetében a MALDI-TOF
modszer fajmeghatarozasat.

- a MALDI-TOF MS profilok alkalmazhatdsagat a kiilonboz6, Bacteroides/Parabacteroides
csoportba tartozd izolatumok species szintll identifikalasara, igy a MALDI-TOF MS modszer
esetén egy masok szamara is jol alkalmazhat6 adatbazist hozzunk létre a human klinikai
mintakbol leggyakrabban izolalt anaerob baktérium csoport fajai kozott.

- a rutin, klinikai mikrobiologiai diagnosztikaban alkalmas-e a MALDI-TOF MS a
filogenetikailag két kiilonb6z6 csoportot alkotd B. fragilis izolatumok elkiilonitésére, melyek
hordozzak a karbapenem rezisztenciaért felelés cfiA gént azoktol a térzsekt6l amelyek nem (a
Divizio | és ).

- ¢értékeljiik az MS-alapu tipizdldsi moddszer eredményességét Osszehasonlitva az MLST
modszerrel a human korfolyamatokbol izolalt és a kontaminans Cutibacterium (C.) acnes
torzsek esetén.
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4. Alkalmazott modszerek
4.1. Vizsgalatok C. difficile torzsekkel

A torzsek gyitijtése

A disszertacioban feldolgozott idészakban (1998-2018) a Szegedi Tudomanyegyetem
Altalanos Orvostudomanyi Kar Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézetbe (SZTE AOK
KMDI) beérkezett hasmenéses székletmintakbol izolalt, valamint a vizsgalatok ideje alatt még
az Intézetben mikodé Huméan Patogén Anaerob Baktériumok Orszdgos Referencia
Laboratoriumaba az orszag kiilonb6zo régioibol, kiilonboz6 laboratdoriumokbol bekiildott
székletmintakbol izolalt C. difficile torzsek vizsgalata tortént meg: egyrészt a toxinok
termeléséért felelds gének kimutatdsa, masrészt a torzsek ribotipizalasa, illetve az antibiotikum
érzékenységiik meghatarozdsa. Minden esetben a hasmenéses székletmintat a kiildo
laboratoriumok megvizsgaltak mas, gyakori enteralis korokozok: enteropatogén Escherichia
coli, Salmonella sp., Shigella sp, Yersinia enterocolytica, Campylobacter sp., adenovirus,
rotavirus és Norwalk-like virus jelenlétére, mindezek a sziirdvizsgalatok negativak voltak. Az
epidemioldgiai vizsgalatokat els6ként Magyarorszagon, mar 1998-ban elkezdtiik, akkor 3 honap
alatt konzekvensen gylijtott hasmenéses székletmintakbol €s kisebb részben egyéb klinikai
mintadkbdl izoldlt torzsek ribotipizalasa tortént meg. A hasmenést okozd ribotipusok
magyarorszagi  elterjedésének-ribotipus  valtdsanak epidemiologiai  vizsgdlatait sajat
munkacsoportunk 2002-2004 ko6zott, 2006-2007 kozott, 2010-ben, 2014-ben és 2018-ban
végezte el, mig a 2011 és 2015 kozotti idszakban évente torzsgytijtéssel csatlakoztunk egy-egy
pan-eurdpai vizsgalathoz.

A torzsek tenyésztése, tarolasa

A laboratoriumunkba beérkezett 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 azonositasa 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
tortent. A kitenyésztett, identifikalt torzseket -70°C on taroltuk Cryobank fagyasztocsovekben
(Mast Diagnostics, Bootle, UK) a tovabbi vizsgalatokig. A vizsgalatok soran a torzseket 1 mg
K1 vitaminnal kiegészitett anaerob véres agarlemezeken tenyésztettiik a fentebb leirt anaerob
koriilmények kozott 24 oran at. A VPI (Virginia Polytechnic Institute) 10463 referencia torzset
(“0” toxin-tipusu) az American Type Culture Collection (ATCC Rockville, Maryland, USA)
cégtol szereztiik be. A binary toxint termeld kontroll torzseket és a kiilonbozé ribotipusu
kontroll térzseket (R5989: 023 ribotipus, R8637: 019, R10456: 058, 027 kontroll térzs) Dr. Jon
Brazier (Anaerobe Reference Unit, Cardiff, UK) és Prof. Ed Kuijper (35 kiilonb6z6, ismert
ribotipustt  kontroll torzs, Leiden University, Medical Microbiology, NI) bocsatotta
rendelkezésiinkre nemzetkozi tudomanyos egyiittmtikodési kooperacionk keretében. Az adott
vizsgalat soran a pontos torzsadatokat (szam, szarmazasi hely, betegstatusz, stb.) minden
vizsgalat esetén az eredmények fejezetben részletezem.
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Toxin kimutatasi vizsgalatok
Citotoxicitasi vizsgalatok HeLa szovettenyészeten

A hasmenéses mintdkbdl izolalt torzsek esetében a szovettenyészet citotoxicitas
vizsgalatat HeLa sejtvonal alkalmazasaval végeztiik. A vizsgalathoz az izolalt telepekbdl (3-5
telephez kaccsal hozzaérve) htisos bouillonban (chopped meat: CM bouillon, sajat gyartmany)
késziilt szubkulturat (24 o6ran at inkubalt) hasznaltunk. A folyékony tenyészetekbdl 1 ml-t
15,300 g fordulatszamon 5 percig centrifugaltunk, a feliilaszokat 0,22 pm-es porusméretii
membranon (MILLEX-GV, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) szlirtiik. A HeLa-sejteket
37°C-on tenyésztettiik egy steril 96 lyuka mikrotiter lemezen, Dulbecco modositott Eagle MEM
médiumban (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), amelyet 10%-os, hével inaktivalt
magzati borji szérummal kiegészitettiik. A citotoxicitasi vizsgalat elbtt, a sejttenyészetrdl a
tapfolyadékot eltavolitottuk, és a sejtekre friss tapkozeget vittiink szérum nélkiil. A szirt
baktérium tenyészet feliilluszoinak egyrészt az eredeti higitatlan alikvotjat (20 pl) vittiik rd a
HelLa sejtvonalra, illetve a tizszeres higitasait (101-10"%) beoltottuk a lyukakba, és inkubalas
utan (37°C-on 5% COz-on 24 6ran at) a citotoxikus hatast vizsgaltuk. A C. difficile toxin-
neutralizacios vizsgalathoz kecske antitoxin szérumot hasznaltunk; ez az antitoxin szérum
semlegesiti az A ¢és B toxint. Toxin-pozitiv kontrollként hasznaltuk az American Type Culture
Collection-bol (ATCC Rockville, Maryland, USA) szarmaz6é VPl 10463 referencia torzset
(ATCC 43255, 0 toxin-tipus).

Toxin vizsgalatok kereskedelmi forgalomban elérheté diagnosztikus tesztekkel

A mind a székletbdl torténd kozvetlen toxin vizsgéalatokat, 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 GDH egyidejii kimutatasara alkalmas immunkromatografidss modszerrel
végeztiik el a gyartok eldirasanak megfelelden.

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

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 szuszpenziot
95°C-on 10 percig melegitettiik, majd 15,300 g fordulatszamon centrifugaltuk 5 percig. A PCR-
reakciohoz szakirodalmi adatok alapjan alkalmazott primerek szekvenciajat a 2. tablazatban
mutatom be. Az NK2 és az NK3 primerek az A toxin gén nem ismétlddé szekvenciajahoz, mig
az NK104 és az NK105 a B toxin gén szekvenciajahoz vannak tervezve. Az NK9 és NK11
primerek az A toxin gén ismétl6do szekvenciajahoz vannak tervezve; ezeket a primereket arra
hasznaltuk, hogy detektaljuk az A toxin gén 3' végét érintd deléciokat. A reakcioelegy (20 ul)
tartalmazott 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM KCI, 2,5 mM MgClI, 0,1 pg/ml zselatint, 0,2 mM
dezoxinukleozid-trifoszfat, 0,3 U Taqg DNS-polimeraz 10 pl Ready Mix-ben (Sigma Aldrich,
St. Louis, Miss., USA) és 0,15 uM cdtApos, cdtArev, cdtBpos és cdtBrev (cdtA és cdtB PCR)
vagy 45 ng NK2, NK3, NK9, NK11, NK104 és NK105 primereket. A reakcidelegyeket 30
(cdtA és cdtB PCR) vagy 35 (tcdA éstcdB PCR) ciklusban inkubaltuk PCR késziilékben
(GeneAmp, PCR System 9600; Perkin-Elmer, Norwalk, Conn., USA).A PCR
reakciokoriilmények a kovetkezok: denaturalas 94°C-on 45 masodperc (CdtA és cdtB) vagy
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95°C-on 20 masodperc (tcdA és tcdB), 52°C-on 60 masodperc (cdtA és cdtB), vagy 62°C-on
120 masodperc (tcdA és tcdB), és 72 © C-on 120 masodperc (cdtA és cdtB) (Kato H. et al. 1991;
Kato H. et al. 1998; Stubbs SL. et al. 2000). A PCR-termékeket 0,8-1,5% agarozgélben
(etidium-bromid 0,5 pug/ml, 5 V/em, Tris-borat EDTA-puffer (45 mM Tris-borat, 1 mM EDTA))
vizualizaltuk. A géleket UV fényben Kodak digitalis fényképezdgéppel fényképeztiik, és a
Kodak 1D 3.5 szoftverrel elemeztiik. A tcdC gén szegmensét C1 és C2 primerek segitségével
amplifikaltuk (Spigaglia P., Mastrantonio P. 2002).

2. tablazat: A vizsgalatban hasznalt oligonukleotid primerek szekvenciai

Gén Primer Sorozat (5'—3") Pozicié mlz:::?;f)l;))

cdt cdtApos | TGA ACC TGG AAA AGG TGA TG 507-526 375
cdtArev | AGG ATT ATT TACTGG ACC ATT TG 882-860

cdtB cdtBpos | CTT AAT GCA AGT AAATAC TGA G 368-389 510
cdtBrev | AACGGA TCT CTT GCT TCAGTC 878-858

tcdA NK2 CCC AAT AGA AGT TTC AAT ATT AAG CTT 2479-2505 251
NK3 GGA AGA AAA GAACTT CTG GCT CACTCA 2254-2283

tcdArep | NK9 CCA CCA GCT GCA GCC ATA 8043-8060 1265
NK11 TGA TGC TAA TAA TGA ATC TAA AAT GGT 6795-6824

tcdB NK104 GTG TAG CAATGA AAG TCCAAGTTTACGC 2945-2972 203
NK105 CACTTAGCTCTTTGATTG CTG CACCT 3123-3148

Kato N. et al. 1991; Kato H. et al. 1998; Stubbs S. et al. 2000. rep: ismétlddo régio

BD GeneOhm Cdiff vizsgalat

A BD GeneOhm Cdiff (Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA) modszer
gyors, gyari molekularis diagnosztikai eljaras a C. difficile B toxin gén (tcdB) kvalitativ
kimutatasara hasmenéses székletmintakbol olyan betegeknél, akiknél feltételezhetd a
DNS kimutatasan alapul fluorofor festékkel jelolt probakkal. A kapott PCR eredmények
kiértékelését a SmartCycler késziilék (Cepheid, Sunnyvale, Cal., USA) automatikusan végzi.

A BD GeneOhm Cdiff vizsgalatot a gyartd utasitdsai szerint végeztiik. Roviden: a
hasmenéses székletmintat nagy sebességgel vortexeltiik, €s a steril tampon segitségével a gyarto
altal biztositott mintapufferbe helyeztiik. A tampont tartalmazd szorosan lezart csovet nagy
sebességgel 1 percig vortexeltiik. 40 pl mintat vittiink at a liziscsébe, majd a liziscsdvet nagy
sebességgel 5 percig vortexeltiik, majd koriilbeliil 5 masodpercig centrifugaltuk, hogy a
tartalmat dsszegyljtsiik a cs6 aljan. A liziscsovet 95°C-on 5 percig inkubaltuk, és azonnal jégre
helyeztiik. A Master Mix csdbe (gyarto altal szallitott) 225 pl higitot adtunk, nyolc reakcidhoz
elegend6 reakcidkeverék eldallitasara, beleértve egy negativ és egy pozitiv kontrollt. A pozitiv
és negativ kontrollokat a mellékelt pufferben oldottuk. 25 pl Master Mix-et vittiink minden
egyes SmartCycler cs6be, amelyet hiitdblokkba helyeztiink és 3 ul lizalt mintat, pozitiv és
negativ kontrollokat adtunk a SmartCycler csovekhez. A csoveket 10 masodpercig
centrifugaltuk, és a SmartCycler késziilék I-Core-ba helyeztiik.
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Ribotipusok meghatarozasa PCR moédszerrel
A tenyésztési koriilmények és a DNS Kkivonasa

A PCR-ribotipusok meghatarozasahoz a térzseket Fastidious Anaerobe Agar-on (FAA)
(LabM, Heywood, Lancashire, UK) tenyésztettiik; a lemezeket 37° C-on inkubaltuk 24 6ran at
anaerob  korlilmények  kozott. A telepek  morfologiajanak, UV-fényben  torténd
fluoreszcenciajanak és a tenyészetek tisztasaganak ellenérzése utan 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 feliiliszot
DN-4z mentes csObe vittik at, az izolalt nukleinsavat az izolalast kovetoen azonnal
felhasznaltuk vagy -20°C-on felhasznalésig taroltuk.

PCR ribotipizalas

A PCR reakciokat 100 pl térfogatban allitottuk 6ssze, amely mindegyik primerbdl 50
pmolt tartalmazott (16S rRNS gén primer p3 5'-CTG GGG TGA AGT CGT AAC AAG G-3,
1445-1466 pozici6 és 23S rRNS gén primer p5 5'-GCG CCC TTT GTA GCT TGA CC-3', 1-
20 pozicié), 200 uM dNTP (Amersham-Pharmacia-Biotech, PI Little Chalfont
Buckinghamshire, UK), 10 mM Tris/HCI (pH 8,8), 50 mM kalium-klorid, 1,5 mM MgCl,, 1
U Tag polimeraz (Amersham-Pharmacia-Biotech, UK) és 10 pl templat DNS-t. A PCR-t egy
Eppendorf thermal cycler késziilékben végeztiik, a kezdetei denaturalas egy 120 masodperces
ciklusban 95°C-on, a denaturdlds 30 cikluson keresztiil 92°C-on 60 masodpercig tortént, az
annealing 55°C-on 60 masodpercig, az extenzid 72°C-on 90 masodpercig. Az utolso
denaturalasi 1épés utan az annealing 55°C-on 45 masodpercig tortént, majd a végsd extenzio 5
percen keresztiil 72°C-on folytatodott (Stubbs SL. et al. 1999).

A PCR termékek kimutatasa

A PCR termeékeket 25-30 pl végsé térfogatra koncentraltuk 75°C-on kb. 1,5 6ran at
héblokkban. A PCR-termékeket agaroz gélelektroforézissel szeparaltuk, 3%-0s (w/v) Metaphor
agaroz gélben (BMA-BioWhittaker Molecular Applications, Rockland Maine, USA) (3 6ra, 200
V, 60 mA, TAE-puffer [40 mM Tris-acetat, | mM EDTA (pH 8,0)]). A DNS mintazat
vizualizalasdra UV-fényt hasznéaltunk, miutan a géleket 20 percig etidium-bromidban festettiik
(0,5 pg/ml). Minden esetben a géleken minden hatodik minta esetében molekulasuly markert
(Superladder-Low; ABgene, Portsmouth, New Hampshire, USA) hasznaltunk normalizacid
céljabol. 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 meghatarozasat az ausztriai Egészségiigyi és Elelmiszerbiztonsagi
Ugynokségben (Bécs, Ausztria) végeztiik el, ahogy azt korabban leirtdk (Indra A. et al.
2008). Roviden: a 16S és 23S rRNS-t 16S (5-GTGCGGCTGGATCACCTCCT-3") és 23S (5'-
CCCTGCACCCTTAATAACTTGACC-3") célz6 primereket (VBC-Biotech, Wienna,
Au) hasznaltunk Bidet P. et al. (1999) leirasa alapjan azzal a modositassal, hogy a 16S rRNS-
primert az 5'-végén karboxi-fluoreszceinnel (FAM) jeloltiik. A DNS izolalashoz MagNA Pure
Compact (Roche, Basel, Sw.) gyari kitet hasznaltunk a gyartd utasitasai szerint. Az
amplifikacios reakciok tartalmaztak: 25 ul HotStar Taq Master Mix-et (Qiagen, Hilden, Gr), 1
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ul-t (10 pmol/ul) minden primerbdl, 18 pl-t nukleazmentes vizb6l és 5 pl DNS-b6l. A mintakat
PCR termocyclerben amplifikaltuk a kdvetkezok szerint: kezdeti denaturacid 15 perc 95°C; 35
ciklus 1 perc 95°C denaturacio, 1 perc 57°C annealing és 1 perc 72°C extenzio; 5 perc 72°C
végsO extenzid. A reakciotermékeket kapillaris gélelektroforézissel szeparaltuk 1,5% agardz
gélen (Bio-Rad, Hercules, Cal., USA) 4 6ran at 100 V-on. Minden 10. savban 100-1000 bp
méretli 1étrat (Fermentas, Waltham, Massachusetts, USA) hasznaltunk. A PCR-fragmensek
analizisét ABI 3130-as genetikai elemzdvel végeztiik 41 cm-es kapillaris POP7-géllel és a
GeneScan 1200 LIZ standarddal (ThermoFisher, Waltham, Mass., USA). A minta-
befecskendezés 5 kV-on 5 masodperc, a teljes futasi id6 30 perc 15 kV fesziiltség
mellett. Minden mintdhoz belsé markerként 50-625 bp méreti molekulasuly markert
hasznéltunk.

Az egyes csucsok méretét szoftverrel (Applied Biosystems, Foster City, Cal. USA)
szamitottuk ki. A kapott adatokat elemeztilk a webalap adatbazis ( http://webribo.ages.at)
alapjan, amelyet a CE-alapt PCR-ribotipusok eredményei alapjan hoztak 1étre (Indra A. et
al. 2008). A kapillaris gélelektroforézissel generalt ribotipus mintakat az ,,sr” elétaggal jelolték,
megkiilonboztetve a tipust ezzel a hagyomanyos Metaphor gélelektroforézis szeparalas soran
kapott eredménytdl. A reprodukélhatosagi vizsgalatokhoz egy mdasodik polimerazt és puffert
(AmpliTaq Gold, Applied Biosystems, Foster City, Cal. USA) hasznaltunk.

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok soran egyes antibiotikumok: erythromycin,
clindamycin, metronidazol, moxifloxacin, vancomycin és rifampicin vizsgalata tortént meg E-
teszt-el (AB BIODISK, Solna, Sv) a gyart6 eldirasainak megfeleléen. A MIC meghatarozasokat
1 mg/l Ki vitaminnal és 0,3 g/l ciszteinnel kiegészitett Brucella véres agaron (Oxoid,
Basingstoke, UK) végeztiik el, amelyeket anaerob koriillmények kozott: 85% No, 10% CO», 5%
H>, Concept 400, anaerob kamraban (Ruskinn Technology Limited, Bridgend, UK) 24-48 6ran
at 37°C-on inkubaltunk. A clindamycin és a metronidazol hatarértékeinek interpretalasa a
vizsgalat elvégzésekor érvényben lévé CLSI anaerob baktériumokra vonatkoz6 ajanlasokat
(CLSI 2008, CLSI 2011) vettiik figyelembe, a rifampicin és az erythromycin hatarértékei —
mivel anaerob baktériumokra nem voltak abban az iddszakban 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 minéségellenérzésre a Bacteroides fragilis ATCC 25285 ¢és C. difficile CD 630
kontroll torzset hasznaltuk. A MICso és MICgo értékeket Microsoft EXCEL segitségével
szamoltuk ki. A fidaxomicin MIC értéket agar-higitasos moddszerrel hataroztuk meg. A
fidaxomicin port (Astellas Pharma Ltd. Tokio, Jp) 4°C-on, fényt6l védve taroltuk a
felhasznalasig. Az agar-higitasos modszert 5% defibirinalt lizalt birkavérrel, heminnel (1 mg/l)
¢s Ky vitaminnal (5 mg/l) kiegészitett Brucella agaron végeztiik el (Oxoid, Basingstoke, UK).
A fidaxomicin port dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk és higitottuk, majd az alap agarhoz
adtuk, a higitasi sorozat: 0,008-2 mg/l kozott volt. A MIC értékek meghatarozasa a CLSI (M11-
A7, 2006) alapjan tortént.
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4.2. Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsek korében

A baktériumok gyiijtése és fajok meghatarozasa
Eurodpai 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,
Gorogorszag, Magyarorszag, Olaszorszdg, Spanyolorszdg, Svédorszag, Hollandia és
Torokorszag) vontunk be. A jelen tanulményban minden orszag 3-103 egymast kovetd, nem
duplikalt Bacteroides-Parabacteroides nemzetségbe tartozo, 2008. januar és 2009. marcius
kozott izolalt 824 relevans klinikai izolatumot kiildott laboratoriumunkba. A kisérleteket
megelézéen a torzseket -70°C-on taroltuk Cryobank (Mast Diagnostics, Bootle, UK)
fagyasztocsovekben. A SZTE AOK KMDI-ben a torzsek species-szintii identifikacidja API20
ANA illetve ATB ID 32A (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Fr) automata biokémiai modszerrel
¢s hagyomanyos identifikaciés modszerekkel tortént a Wadsworth Manual diagnosztikai
algoritmusai alapjan (Jousimies-Somer HR. et al., 2002). Abban az esetben, ha a bekiild6
laboratorium és a vizsgélo laboratorium identifikalasa nem egyezett (277 izolatum), MALDI-
TOF MS modszert is hasznaltunk az identifikalasra.

Magyarorszagi torzsek

Human klinikai mintakbol 400 Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo torzset
gyljtottiink random 6ssze 2014 ¢és 2016 kozott négy nagy magyarorszagi laboratériumbol: 1:
Semmelweis Egyetem Mikrobioldgiai Laboratorimumi Részleg, Budapest; 2: SYNLAB Ltd.,
Budapest; 3: Debreceni Orvostudomanyi Egyetem Mikrobioldgiai Laboratoriumi Részleg; 4:
Szegedi Tudomanyegyetem Klinikai Mikrobiologiai Diagnosztikai Intézet. A torzsek tarolasa,
fenntartasa, atoltasa az el6z6ekben ismertetett modon tortént. A torzsek species-szintii
identifikalasa eldszor mindegyik laboratoriumban a sajat MALDI-TOF MS késziilékiikkel
(mindegyik laboratorium Bruker Daltonik, Bréma, Gr) tortént meg 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.

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok

Az eurdpai torzsek esetében kilenc antimikrobidlis szer MIC-értékét a CLSI iranyelvei
alapjan “gold standard”-ként javasolt agar higitasi modszerrel hataroztuk meg (CLSI M11-A7,
2006). 10° CFU inokulumot tartalmazé “foltokat” helyeztiink egy moédositott Steers replikator
segitségével az altalunk frissen készitett, a megfeleld antibiotikum kettes 1éptékii higitasi sorat
tartalmazd 5% lizalt birkavérrel kiegészitett Brucella agar alapu (Oxoid, Basingstoke, UK),
anaerob véres agar felszinére. A lemezeket 48 oran keresztiil 37°C-on inkubéltuk anaerob
kamraban, anaerob koriilmények kozott (Bactron; Sheldon Manufacturing Inc., Cornelius, Or.,
USA). A MIC-eket ugy hataroztuk meg, mint az antimikrobialis szer azon legalacsonyabb

crcr
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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.

Minden vizsgalatot harom parhuzamos méréssel végeztiink el. Az eredmények
értékelése soran ahol rendelkezésre allt, a vizsgalat elvégzésekor aktudlis EUCAST
hatarértékeket, ahol eurdpai hatarértékek nem voltak meghatarozva, a CLSI altal javasolt
hatarértékeket hasznaltuk. Az ampicillin, piperacillin/tazobaktam és metronidazol esetében ezek
a hatarértékek kiilonboztek; amoxicillin/klavulansav, imipenem és clindamycin esetében a
rezisztencia hatarértékek azonosak voltak a két rendszerben; a cefoxitin, a moxifloxacin és a
tigecyclin esetében nem allt rendelkezésre EUCAST hatarérték (3. tablazat). Az érzékenységi
vizsgalatok soran minden esetben a B. fragilis ATCC 25285, B. fragilis DSM (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Gr) 2151 és B.
thetaiotaomicron ATCC 29741 kontroll torzsek vizsgalatat is elvégeztiik parhuzamosan a
klinikai torzsekkel.

A magyarorszagi torzsek esetében a MIC értékeket tiz antibiotikummal szemben
vizsgaltuk meg, mind a vizsgalati modszerek, mind a vizsgalati koriilmények, mind a kivitelezés
megegyezett a fentebb ismertetett agar dilicids modszerrel. A vizsgalt antibiotikumok:
ampicillin, cefoxitin, tetracyclin, tigecyclin, chloramphenicol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Selzee, Gr), amoxicillin/klavulansav (GlaxoSmithKline, Budapest, Mo), meropenem,
moxifloxacin (Fresenius Kabi, Bad Homburg von der Hohe, Gr), clindamycin (Pfizer, Budapest,
Mo), metronidazol (TEVA, Debrecen, Mo). Az alkalmazott hatarértékek az aktualis EUCAST
hatarértékek voltak a cefoxitin, moxifloxacin és tigecyclin esetében, mivel nem voltak EUCAST
hatarértékek, a CLSI hatarértékeit alkalmaztuk (3. tablazat).

Statisztikai kiértékelés

Az adatok statisztikai kiértékelése Fischer’s Exact és Spearman korrelacios tesztekkel
tortént a SigmaPlot 12 programban, annak érdekében, hogy a statisztikailag relevans
kiilonbségeket megtalaljuk, a szignifikancia szintet 0,05 (i.e. p<0,05)-ben hataroztuk meg. Az
antibiotikum rezisztencia adatait a chi-négyzet teszt (y*-test) segitségével elemeztiik, a
SigmaPlot 12 programban.
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3. tablazat: A vizsgalataink soran alkalmazott antibiotikum érzékenységi-rezisztencia
hatartértékek az aktualis EUCAST/CLSI szerint (mg/l)

Antibiotikum EUCAST CLSI M11-A7
Erzékeny Rezisztens Erzékeny Rezisztens

Ampicillin <0,5 >2 <0,5 >2
Amoxi/klavulansav <4 >8 <4 >16
Piperacillin/tazobaktam <8 >16 <32 >128
Cefoxitin IE* <16 >64
Imipenem <2 >8 (>4™) <4 >16
Meropenem <2 >8 <4 >16
Clindamycin <4 >4 <2 >8
Metronidazol <4 >4 <8 >32
Moxifloxacin IE* <2 >8
Tigecyclin - - <4 >16
Tetracyclin - - <4 >16
Chloramphenicol <8 >8 <8 >32

IE*: Insufficient Evidence, nincs elegendd bizonyiték a szer hatasossagara; **Hatarérték valtozas a
vizsgalatok id6szakaban.

A rezisztencia gének meghatarozasa PCR médszerekkel

A kisérleteket megeléz6en a torzseket -70°C-on taroltuk Cryobank (Mast Diagnostics,
Bootle, UK) fagyasztocsovekben. Minden egyes torzsbdl egy telepet hasznaltunk fel (0,5
McFarland siirliség) a molekularis biologiai vizsgalatokhoz, amelyet 100 pl steril desztillalt
vizben szuszpendaltunk. A DNS templatokat “colony boiling lysis” modszerrel allitottuk el6: a
szuszpenziot 100°C-on inkubaltuk 10 percig, majd 2 percig 14,000 rpm-en centrifugaltuk. A
felhasznalt primerek és a polimeraz lancreakcio beallitott koriilményei a 4. tablazatban
lathatoak. A primereket a Primer3 szoftverrel terveztiik (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/).

A hazai MDR torzsek molekularis vizsgalatait a kovetkezd, 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
régioiban. Az MDR torzsek kozott a gyrA, gyrB, parC és parE gének esetében vizsgaltuk az
aminosav szubsztituciokat is. Valos idejii (Real-Time: RT-PCR) PCR moddszert végeztiink a
cepA, cfxA, cfiA, ermF, ermB, ermG, tetQ, tetX, tetX1, bexA, gyrA gének és az IS4351 elem
kimutatasara, végpont (End-Point) PCR modszert hasznaltunk a cfiA, cfxA gének upstream
elektroforézissel mutattuk ki.

A RT-PCR vizsgalatokat a MXPro3000 (Stratagene, Santa Clara, CA, USA), vagy a
StepOne (LifeTechnologies) Real-Time PCR késziilékeken végeztiik el. Mindegyik reakcio
keverék tartalmazott 5 pul 2x PCR mastermix-et (iQ, Bio-Rad, Hercules, Cal., USA, vagy
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Brilliant 11, Stratagene), 0,7 ul-t (35 pmol) mindegyik primerb6l, 1 pl templat DNS-t, 0,5 pl
EvaGreen (Biotium) DNS-k6t6 fluorescens festéket (iQ “mastermix”™), steril desztillalt vizet
legfeljebb 10 pl végtérfogatban a miianyag PCR lemezekben. Az amplifikaciot és a melting
gorbét a SYBR Green és az EVA Green festékekhez sziikséges 415 nm hullamhosszon figyeltiik
meg. Az amplifikacios ciklusok kezdeti denaturacioja 10 min (iQ) vagy 5 min (Brilliant 11) volt.

4. tablazat: A rezisztencia gének meghatarozasa soran a PCR-hez alkalmazott primerek és

paraméterek

Gén Primerek (5° — 3’) PCR ciklusok

cfiA AATCGAAGGATGGGGTATGG 95°C 15s, 59°C 30s, 72°C 30s, 35x
CGGTCAGTGAATCGGTGAAT

cfxA TGACTGGCCCTGAATAATCT 95°C 15s, 55°C 30s, 72°C 30s, 35x
ACAAAAGATAGCGCAAATCC

cepA TTTCTGCTATGTCCTGCCT 95°C 15s, 56°C 30s, 72°C 1 min, 35x
ATCTTTCACGAAGACGGC

nim ATGTTCAGAGAAATGCGGCGTAAGTG | 94°C 15s, 62°C 30s, 72°C 30s, 35x
GCTTCCTCGCCTGTCACGTGCTC

ermF TAGATATTGGGGCAGGCAAG 95°C 15s, 58°C 1 min, 72°C 30s, 35x
GGAAATTGCGGAACTGCAAA

ermB GCGGAATGCTTTCATCCTAA 95°C 15s, 59°C 30s, 72°C 30s, 35x
GCGTGTTTCATTGCTTGATG

ermG ATAGGTGCAGGGAAAGGTCA 95°C 15s, 59°C 30 s, 72°C 30s, 35x
TGGATTGTGGCTAGGAAATGT

tetQ ATCGGTATCAATGAGTTGTT 95°C 15s, 50°C 1 min, 72°C 30s, 35x
GACTGATTCTGGAGGAAGTA

tetX TTAGCCTTACCAATGGGTGT 95°C 15s, 55°C 30 s, 72°C 30s, 35x
CAAATCTGCTGTTTCATTCG

tetX1 TCAGGACAAGAAGCAATGAA 95°C 15s, 50°C 1 min, 72°C 30s, 32x
TATTTCGGGGTTGTCAAACT

bexA TAGTGGTTGCTGCGATTCTG 95°C 15s, 60°C 30 s, 72°C 30s, 35x
TCAGCGTCTTGGTCTGTGTC

154351 CAGGGTCTGGATACGCAAGT 95°C 15s, 59°C 30s, 72°C 30s, 35%x
CTGATAAGCCCGTTGGTGTT

gyrA CTACGGAATGATGGAACTGG 95°C 15s, 53°C 30s, 72°C 30s, 35x
TGTTCAGACGTGCTTCAGTG

s: masodperc, min: perc; X: ciklusok szama

A molekuléris vizsgalatok soran minden alkalommal hasznaltunk negativ és pozitiv
kontroll torzseket, melyek a kovetkezok:
B. fragilis TAL3636 (cfiA); B. fragilis 638R (pIP417) (nimA); B. fragilis BF-8 (nimB, ermF)
B. fragilis 638R (pIP419) (nimC); B. thetaiotaomicron BT13 (nimC); B. fragilis 638R (pIP421)
B. fragilis 388 (nimE); B. fragilis 638R (cepA); B. vulgatus CLA341 (cfxA, tetQ); B.
thetaiotaomicron 4001 [pGERM] (ermG); B. fragilis BM13 (tetX1); B. fragilis pBRT21 (bexA);
C. difficile 630 (ermB).
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Statisztikai kiértékelés

A statisztikai elemzéseket (Pearson-féle rangkorrelaciés szamitdsok) az SPSS
szoftvercsomaggal végeztiik (Chicago, IL, USA). Az eredményeket p<0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak.

A gyrA gén szekvenalasa

A SZ38 B. fragilis térzs DNS amplikonjat (proportional scale-up to 30 ul) a Gel/PCR
DNA Fragment Extraction Kit-el (Geneaid Biotech Ltd., Tw) tisztitottuk, a PCR termékek
szekvenalasa 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 modszerrel mutattuk ki a vizsgalt B. fragilis térzsekbdl 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. 2000). Az RFLP soran kontroll
torzseket hasznaltunk: B. fragilis R19811 (bft-1), B. fragilis ATCC 43858 (bft-2), B. fragilis
GAI 96462 (bft-3). A restrikcios fragmensek vart méretei: 839 és 310 bp a bft-1, 575, 453 és
111 bp a bft-2 és 839, 189 és111 bp a bft-3 esetén (Thornton RF. et al. 2010).

A harom bft-1 és harom bft-2 gént hordozo B. fragilis izolatum internalis fragmentjeit
ABI BigDye® Terminator Version 3.1 kit-el szekvenaltuk és a Series Genome Analyser 3500-
at (Life Technologies, Carlsbad, Cal., USA) hasznaltuk a bft-1 és bft-2 hordozo6 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, kontroll torzsként a B. fragilis 638R (bfp1-4)
¢és a B. fragilis ATCC 43859 (fpn) torzseket hasznalva. Az RT-PCR modszereket StepOne RT-
PCR késziiléken (Applied Biosystems, Foster City, Cal.,, USA) végeztiik, az alkalmazott
primereket és a PCR koriilményei a 5. tablazatban lathatoak.

Statisztikai kiértékelés

Az adatokat a Fischer’s Exact teszt segitségével elemeztiik a SigmaPlot 12 programot
hasznalva, a szignifikancia szint 0,05 volt.
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5. tablazat: A bft, bfpl-4 és fpn gének kimutatasahoz hasznalt primerek és PCR

paraméterek

Gének Primer Primer szekvenciak (5° — 3°) PCR kériilmények
bit bftF CGAACTCGGTTTATGCAGTT | 95°C 5 min; 95°C 155 35x; 56°C 1
(RT-PCR) | bfiR GGATACATCAGCTGGGTTGT | Min; 72°C 30 s; melting 72-95 C°
bft BTTL CATGTTCTAATGAAGCTGATTC | 95°C 5 min; 95°C 155 35x; 56°C 1
(RFLP) | BTT2 ATCGCCATCTGCTGTTTCCC | ™Mim 72°C 30 s; melting 72-95 C*
fon C11 proteaz F | ATTCGGCCGATGCAAATGTG | 94°C 5 min; 94°C I min 30x; 54°C

Cll protcdz R | CGGAATCTCGGTAGGGAAC | | min; 72°C Imin
bfp1 C10_protedz F1 | 0 5GTGAACAAAGAACGACA

C10_protedz Rl | o0 TG AGCAACTGCAATA
bfp2 C10_proteéz_F2 | CGTACCAATTGCAATTGCGC

C10_protedz R2 | AGCTCCCGTGGCTTTATCTT ggsc7lzorcr“;15$95m§h1£; 3;3"9 559CC
bfp3 C10_protcaz_F3 | TTTGGAGTAGCAGCAGCAGA

C10_protcaz R3 | TTTCTGGTTTCGGGTGTTTC
bfpd C10_protcaz_F4 | TACAACGGTGTTGGTGCAAG

C10_proteéz R4 | ACACAAATGCGCCACTTCAT

s: masodperc, min: perc; X: ciklusok szama

4.3. MALDI-TOF modszer alkalmazasa az anaerob baktériumok identifikalasara

A torzsek tenyésztése, tarolasa

A torzseket 5% (v/v) marhavérrel, 1 mg/l heminnel és 5 mg/l Ky 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 kiillonbozo fenotipizalasi modszerekkel végeztiik: klasszikus biokémiai tesztek a
Wadsworth Manual ajanlasai alapjan (Jousimies-Somer et al., 2002) és a Rapid ID 32A (ATB)
modszer (bioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Fr). A torzsek tarolasara Cryobank fiolakat
hasznaltunk (Mast Diagnostics, Bootle, UK). A biokémiai tesztekben Bacteroides fragilis
ATCC 25285 és Bacteroides thetaiotaomicron ATCC 29742 kontroll térzseket hasznaltunk.

Mintaelokészités és MALDI-TOF MS mérés Kivitelezése

Minden baktérium torzs egy onallo, izolalt telepébdl 24 oran keresztiil szubkultarat
készitettiink, majd a friss tenyészetb6l kaccsal 2-3 telephez hozzaérve 10 pl-es kacsnyi
mennyiséget Eppendorf fiolaba helyeztiikk at és 300 pl bidesztillalt vizzel szuszpendaltuk.
Etanolt (900 pl) adtunk a szuszpenzidhoz ¢és jol elegyitettiik. A mintdkat centrifugaltuk (13
000g, 2 perc), a feliiliszot eltavolitottuk és a pelleteket szobahdmérsékleten teljesen
megszaritottuk. A baktérium tartalmu pelletet 20-50 ul 70%-0s vizes hangyasavban és
ugyanannyi mennyiségli acetonitrilben reszuszpendaltuk, a pellet méretétdl fliggben. A
centrifugalds utan 1 pl feliiluszot helyeztiink a MALDI TOF késziilék polirozott acél target

crer

mintafolthoz 1 pl matrixot [10 mg/ml o-ciano-4-hidroxifahéjsav oldat (HCCA) 50%
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acetonitril/2,5% trifluorecetsavban] és ujra szaritottuk. A target lemezt a MALDI-TOF
tomegspektrométerbe helyeztilk automatikus mérésre ¢€s adatértékelésre. Minden mintat
duplikatumban, 3-szor mértiink le a Microflex LT MALDI-TOF tomegspektrométert
alkalmazva (Bruker Daltonik, Bréma, Gr). Minden mérést a Microflex LT MALDI-TOF
tomegspektrométeren végeztiink el linedris pozitiv ion médban, 60 Hz-es 1ézerfrekvenciaval. A
tomegtartomany 2000-20000 Da volt. Minden egyes minta esetén 240 single spektrum
Osszesitett spektrumat kaptuk meg, egy adott helyen 6 kiilonb6z0 poziciobol 40 single
spektrumos egységekben. Minden egyes minta esetén legalabb 20 kiilonb6zd Osszesitett
spektrumot gyijtottiink. A paraméter beallitasok a Microflex LT-re a kovetkezok voltak: IS1 20
kV, IS2 18,5 kV, lencsék 8,5 kV, PIE 250 ns, nincs szUrés.

Klinikai izolatumok species-szintii meghatarozasa

A MALDI-TOF profil tomegspektrumokat a MALDI Biotyper 3.0 szoftverbe
importaltuk és automatikusan feldolgoztuk a mérés utan. A szoftver csucslistakat generalt és
Osszehasonlitotta azokat minden egyes MALDI Biotyper adatbazis bejegyzéssel, amely
azid6ben 3 995 referencia fospektrumot (main spectrum profiles: MSP) tartalmazott, amelyek
egy egyedi torzs tobbszori mérésébdl lettek elkészitve és az adatbazishoz hozzdadva. A
mintaegyezés algoritmus standard paramétereit hasznaltuk. A MALDI Biotyper mintaegyezésre
egy ismeretlen mikroorganizmusbdl szarmazd Ujonnan szerzett spektrumot illesztettiink a
MALDI Biotyper adatbazis minden egyes adatbazis bejegyzésével (MSP-k) szemben. Az MSP-
k az adatbazisban a megfeleld fajokat képviseld kivalasztott torzsekbdl szarmaztak és
informdciot tartalmaztak a tomegpoziciorol, az intenzitasrdl és a legszignifikdnsabb csucsok
relativ el6forduldsarol. A mintaegyezésben kiszamoltuk az ismeretlen t6rzsbdl szarmazo egyezd
csticsok kombinalt score-jat az MSP-vel szemben, a csticsok egyezését az MSP-t61 az ismeretlen
score-nak a logaritmusat [log(score)] jelenitjiikk meg egyez6 eredményként. A MALDI Biotyper
teljesitmény egy 0 és 3,0 kozotti log(score), amit az adatbazisban a referencia MSP-vel egy
ismeretlen izolatum csucslista 6sszehasonlitasabol szamolunk. A log(score)>1,7 a genus szinten
kozeli kapcsolatot jelol, mig log(score)>2,0 a fajok szintjén jelzett megfeleléen pontos
identifikéalast. Azok az izolatumok, ahol a log(score)>2,0 helyes identifikacidként lettek
elfogadva; azonban ha a fenotipusos identifikacio eltérd volt, szekvenalast végeztiink az adott
torzsbol. Minden 1,7 és 2,0 log(score)-t izolatumot szekvenaltunk, hogy megerésitsiik a faji
identifikaciot, kivéve azokat, ahol a fenotipusos modszer ugyanazt a faj-szintii identifikaciot
adta.

16S rRNS gén szekvenalas az ellentmondasos izolatumok esetén

A szekvenalds minden esetben ugyanabbol az eredeti etanol extraktumbol (600 ul)
hasznéltunk: 16S_F (5’-aaactcctacgggaggcagcag-3’), and 16S R (5’-tctcacgacacgagctgacgac-
3°). A primerek tervezéséhez az Oligo 6.37 szoftvert hasznaltuk (Molecular Biology Insights).
A PCR-t a kovetkezoket tartalmazo reakcios elegyben végeztiik: egy 66 mM Tris/HCI (pH 9,0),
16,6 mM (NH4)2S04, 2,5 mM MgClz, 250 mM minden egyes dNTP-b6l, 1 U Taq DNS
polimeraz (Promega, Madison, Wisc., USA) és 10 pmol minden egyes primerbdl 10 ml végsd
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mennyiségben DNA Engine Tetrad 2 thermocycler-t hasznalva (MJ Research, St. Bruno, Kan).
Az amplifikécios termékeket 2%-o0s agardz gélben analizéltuk. Utdna 10 ml, a kdvetkezdeket
tartalmazé reakcidelegyet adtunk minden egyes PCR termékhez: 66 mM Tris/HCI (pH 9,0),
16,6 mMM (NH4)2S04, 2,5 mM MgClz, 0,5 U garnéla alkalikus foszfataz (SAP; Promega,
Madison, Wisc., USA) és 5 U exonukledz I (Fermentas, Waltham, Mass., USA) majd 37°C-on
30 percig inkubaltuk az 5°-vég deoxinukleozid-trifoszfat foszfat csoportjanak defoszforilacidja
¢s a primer eliminacidé miatt. Végiil az enzimeket deaktivaltuk 85°C-on, 10 percig valo
hevitéssel.

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, Tokid, Jp) alkalmazasaval tortént. A 16S rRNS gének szekvencia adatait, a
BLAST szoftver (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) GenBank adatbazissal hasonlitottuk Ossze
>98%-0s homologiat tartottunk megfelelének a faj azonositashoz (Song Y. 2005).

B. fragilis cfiA Divizio 1.-11.-be tartozo torzsek azonositasa

Az altalunk izolalt és megvizsgalt B. fragilis torzsekbdl késziilt tomegspektrumokat a
MALDI Biotyper 2.0 szoftver és adatbazis hasznalataval (3.1.1.0. verzid, 3740 bejegyzés;
Bruker Daltonik, Bréma, Gr) azonositottuk. Az identifikaciot a gyartd altal javasolt standard
mintazati illesztéssel végeztiik el >2,0 log(score)-t alkalmazva a fajok azonositasara. Ezutan a
cfiA-pozitiv és cfiA-negativ specifikus csticsok detektalasara a klinikai izolatumaink MSP-inek
a gyartd altal megalkotott konyvtarhoz torténé mintazati illesztését a MALDI Biotyper 2.0
alkalmazasaval hajtottuk végre, standard beallitasokat alkalmazva. Minden esetben
meghataroztuk a torzsek karbapenem MIC értékét E-teszt modszerrel, illetve minden esetben a
torzs cfiA-pozitivitasat ellendriztiik a fentebb ismertetett PCR modszerrel.

Cutibacterium acnes torzsek tipizalasa

A vizsgalatba bevont baktériumtorzsek C. acnes-nek (kivéve mas néhany
Cutibacterium-Propionibacterium izolatumot, amiket kizartunk a tovabbi vizsgalatbol)
bizonyultak a MALDI Biotyper 3.0 szoftver és adatbazis hasznalataval (3.2.1.1. verzid, 4110
bejegyzés; Bruker Daltonik, Bréma, Gr). Az identifikéciot a gyartd altal javasolt standard
mintazati illesztéssel végeztiik, >2,0 log(score)-t alkalmazva a fajok azonositasara, mig >1,7
log(score) kozeli kapcsolatot jelentett genus szinten. A Bruker adatbazis a vizsgalatok idején 13
akkor még Propionibacterium spp. (ma Cutibacterium spp.) 6 spektrumait tartalmazta. A C.
acnes torzsek egy része esetében 0sszehasonlitottuk az anaerob kornyezetben 24- és a 48 ora
inkubdcios 1d6 utan kapott log(score) értékeket. A jol meghatarozott 1. 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. A spektrumokat simitottuk €és a szoftver adott funkcidit felhasznalva
Ujrakalibraltuk. Ezt kdvetden a csoportra jellemzd csucsokat kerestiink a spektrumok gondos
vizualis atnézésével. Tovabba a harom csoport kozotti csucseltéréseket a FlexAnalysis 3.3
szoftver (Bruker Daltonik, Bréma, Gr) alkalmazasaval kerestiik.
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Multi Locus Szekvencia Tipizalas (MLST) analizis

A genomikai DNS-t a kdvetkezoképp készitettiik elé: 5 mg lizozimet (Sigma, St. Louis,
Miss., USA) adtunk az adott baktériumtorzset tartalmazo 2 ml BHI leveshez és 37°C-on
inkubaltuk 30 percig. A szuszpenzidt centrifugaltuk (13 000 g, 10 perc, szobahdmérsékleten), a
pelletet reszuszpendaltuk 200 ul AquaGenomic Kit-tel (Aquaplasmid™, MultiTarget
Pharmaceuticals, LLC., Colorado Springs, Co., USA) és 90°C-on 30 percig inkubaltuk. A
szuszpenzidt centrifugaltuk, a feliiliszohoz egyenldé mennyiségli izopropanolt adtunk. A
vortexelés és centrifugalas utan a pelletet 70% (v/v) etanollal mostuk, 40°C-on 15 percig
szaritottuk, 30 ul PCR-tisztasagl vizben reszuszpendaltuk és egy éjszakan at hagytuk rehidralni
4°C-on. A DNS koncentracio meghatarozasa Qubit 4 Fluorométerrel (Thermo Fischer
Scientific, Waltham, Mass., USA) tortént. A haztartasi gén-lokuszok részleges szekvenciai:
aroE (424 bp), atpD (453 bp), gmk (400 bp), guaA (493 bp), lepA (452 bp), SodA (450 bp) és a
feltételezett virulencia determinansok: tly (777 bp) és camp2 (804 bp) primer parok
alkalmazasaval amplifikaltuk a korabban leirt amplifikacios koriilményekkel (McDowel et al.,
2012/a). A PCR termékeket PCR fragment extrakcios kittel tisztitottuk (Geneaid, New Taipei
City, Taiwan) majd a 3500 Series Genetic Analyser (Life Technologies, Carlsbad, Cal., USA)
késziiléken szekvenaltak. Az eldallitott szekvencidkat Genomics Workbench 5.5 (CLC Bio)
szoftverrel analizaltuk; minden egyes lokuszra az 1j allélokat 0j allél szdmmal jeldltikk meg és
az eltérd allélikus profilok egy Gj ST szamot jeldltek ki. Minden allélszekvencia elérhetd a
(http://pubmlst.org/pacnes) weboldalon.
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5. EREDMENYEK

5.1. Vizsgalatok C. difficile torzsekkel

A 16 toxinok-termeléséért felelos gének és binary toxin-termeléséért felelos gén
jelenlétének vizsgalata: 2002.

Magyarorszagon a binary toxin-termel6 C. difficile torzsek jelenlétét eddig a
tanulmanyig még nem vizsgaltak, jelen tanulmanyban irodalmi adatok alapjan 0sszeallitott, sajat
,,home-made” PCR modszerekkel az A és B toxin termeléséért felelés géneket (tcdA és tcdB),
valamint a binary toxin termeléséért felelds géneket (CdtA és cdtB) detektaltuk, PCR modszert
hasznaltuk a tcdA-gén 3'-végén 1évé delécid meghatarozasara. A molekularis vizsgalatok
eredményeit Osszehasonlitottuk a ,,gold standard”-ként hasznalt HeLa sejtvonalra gyakorolt
citopatias hatas eredményeivel.

Tanulmanyoztuk  a  kiillonboz6  magyarorszagi  régiokbol  szarmazo C.
difficile izolatumok toxintermelését, ezért jaro- és fekvobetegek hasmenéses székletmintajabol
random gyjtott torzseket vizsgaltunk, melyeket magyarorszagi laboratériumokban izoléltak és
azonositottak (a budapesti régioban, Eszak-Dunantiilon, Szolnokon [K6zép-Magyarorszag] és
Szegeden [Dél-Magyarorszag]) 2002-ben.

Osszesen szaztizenkét C. difficile izolatumot vizsgaltunk: negyvenegy torzset
izolaltunk a fekvébetegekbdl, 38 izolatumot jarobetegekbdl, 33 esetben nem ismertiik ezeket az
adatokat. A vizsgalt szaztizenkét C. difficile torzsbol az A toxin és a B toxin gének egyiittes
jelenlétét 79 torzsben igazoltuk, tovabba citotoxikus morfologiai valtozasokat mutattunk ki a
HelL a sejtvonalon. PCR moddszerrel harmincharom izolatum volt negativ mind az A toxin, mind
a B toxin gének esetében; a 33 izolatum koziil egyik sem okozott morfologiai karosodast,
citotoxikus effektust a HelLa sejteken. Nyolc torzs citotoxicitasi titere 107!, a 36 torzs
citotoxicitasi titere 1072, a 25 tOrzs citotoxicitasi titere 1073, és 10 torzs citotoxicitasi titere
>107 volt. A toxintermeld izolatumok nem rendelkeztek delécidval, vagy inszercioval az A

Két izolatumban mutattuk ki PCR-el a binary toxin jelenlétét: a vart 375 bp (cdtA) és
510 bp (cdtB) DNS-fragmenseket detektaltuk a binary toxin-specifikus primer
parokkal. Delécio a tcdA-gén 3'-végén az NK9 és NK11 primer parokkal PCR-el vizsgalva nem
volt kimutathato, a sejtvonalon Kifejezett (citotoxicitasi titer >107?) citotoxikus hatast figyeltiink
meg, a tcdA és a tcdB gének jelenléte PCR-el igazolhato volt mindkét torzs esetében. A PCR
ribotipizalasi vizsgalataink eredményei azt mutattak, hogy a térzsek a 023 és 075 ribotipusokhoz
tartoztak, elvégeztiik a két torzs PalLoc régiojanak részletes szekvenalasi elemzéseit, melyek azt
mutattak, hogy a torzsek a Ill-as és IV-es toxin-tipusokba tartoztak. Ebben az idészakban a
molekularis diagnosztikai modszerekkel végzett vizsgalatban még nem talaltunk binary toxin-
pozitiv, A toxin- és B toxin-negativ térzseket a magyarorszagi gytijtott térzsek kozott és nem
talaltunk A toxin-negativ, B toxin-pozitiv torzset sem.

A C. difficile binary toxin szerkezete jol ismert volt mar a vizsgalati id6szakban, de
kevés adat allt még rendelkezésre a toxin szerepér6l az emberi gasztrointesztindlis
megbetegedések patogenezisében; igy adatokat gyiijtottiink azokrol a betegekrdl, akiknél a
binary toxin-termeld torzseket talaltuk. Az elsé binary toxin-termelé torzset egy 8 éves fit
hasmenéses székletébdl izolaltuk: follikularis mandula gyulladasa volt, ezért per os amoxicillin-
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klavulansavat kapott otthondban. A kezelés alatt stilyos hasmenés alakult ki. A csaladorvos
ezutan az antibiotikum terdpidt amoxicillinre valtoztatta, de a stlyos hasmenés nem
mérséklodott. A beteg a budapesti Heim Pal Gyermekkorhdz gasztroenteroldgiai osztalyara
kertilt. A korhazi apolas elsé napjan a laboratdriumba kiildott hasmenéses székletbdl C.
difficile tenyészett, melyet a RapID 32A teszttel (bioMérieux, Marcy 1'Etoile, Fr) identifikaltak,
az A toxint C.difA teszt (Oxoid, Basingstoke, UK) segitségével detektaltak. A beteg ezutan per
0s metronidazolt kapott, az alternativ kezelés oralis Lactobacillus terapia volt. A kezelés utan
nem figyeltek meg relapszusokat. A beteg jelen korhazi felvétele el6tt nem volt korhazi
kezelése, nem tartdozkodott egészségiligyi intézményben.

A masik binary toxin-termelé torzs egy 42 éves nobeteg székletébdl szarmazd
izolatum volt, aki hasonloképpen profiz hasmenésben szenvedett; a feltételezett diagnozis
fert6z6 enteritisz volt. A hasmenés megjelenése el6tt per os szulfametoxazol-trimetoprimot
kapott fels6 1éguti fertézés terapiajaként. A székletbdl C. difficile-t tenyésztettek, de ekkor nem
tortént toxinvizsgalat a helyi laboratériumban. Ezt az izolatumot a referencia laboratoriumunkba
kiildték a toxinok jelenlétének kimutatasara, ahol a tcdA, tcdB, cdtA és cdtB jelenlétét PCR-rel
detektaltuk és vizsgaltuk a citotoxikus hatast is a HeLa sejtvonalon. Az antibiotikum kezelés
befejezése utan a beteg allapota a C. difficile ellenes specifikus terapia nélkiil javult, és nem
¢észlelték a relapszust. Ebben az esetben a beteg koreldzményében szintén nem szerepelt korhazi
kezelés.

A 6 toxinok-termeléséért felelés gének és binary toxin-termeléséért felelés gén
jelenlétének vizsgalata: 2011-2012.

Az el6z6 vizsgalatainkat mintegy 10 év mulva nagyszamu mintan ugyanezekkel a
modszerekkel folytattuk: a SZTE KMDI-ben miik6dé Human Patogén Anaerob Baktériumok
Nemzeti Referencia Laboratoriuma 2010. majus és 2011. december (20 honapos id6tartam)
kozott szamos hazai laboratoriumbdl kapott egyéb enterdlis patogén korokozoéra negativ
hasmenéses székletmintakat/vagy izolalt C. difficile torzseket a toxintermelés megerdsitésére,
illetve ribotipus-meghatarozasra. Ebben az idészakban Osszesen 1 726 izolatumot és/vagy
hasmenéses székletmintat kiildtek ribotipus/toxintermelés kimutatds vizsgélatara a
laboratoriumok. A bekiildott mintak 20,7%-a nem bizonyult megfelelének a vizsgalatra (nem
C. difficile-nek bizonyult a torzs, a székletminta allaga nem volt megfeleld, nem tenyészett ki a
mintabol C. difficile, stb...). Vizsgaltuk a cdtA, cdtB, tcdA és tcdB gének jelenlétét és az
A toxin gén 3’ régiot érintd deléciot a fentebb ismertetett modszerekkel.

Az Osszesen vizsgalt 1 371 torzs 5%-a (69 torzs) volt a PCR modszerrel A/B toxin-
negativ. Az 0sszes 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 és B toxin-pozitiv:
tovabbi részletes molekularis vizsgalataink alapjan 1,2 kB delécio volt kimutathatd az A toxint
ribotipushoz tartozott és nem hordozta a binary toxin termeléséért felelds cdtB gént. Ebben az
idészakban mar 0sszes bekiildott torzs 41,1%-a (534 torzs) hordozta a binary toxin termeléséért
felelds gént, ezeknek a torzseknek a ribotipus meghatdrozasa tortént meg, a torzsek 97,8%-a
(522 torzs) 027-es PCR ribotipustinak bizonyult, a maradék tizenkét torzs koziil hét a 078-as;
harom a 023-as kettd a 045-6s PCR ribotipusba tartozott. 2010-ben a vizsgalt 601 A- és B toxin-
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pozitiv torzs 30,4%-a (183 izoldtum) 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 osszehasonlitisa a hagyomanyos toxin kimutatasi
eljarasokkal a  toxin-termelé C.  difficile kKimutatasara  kozvetleniil hasmenéses
székletmintakbol

Jelen vizsgalatban a célunk az volt, hogy nagyszdmi hasmenéses székletmintan
Osszehasonlitsuk a BD GeneOhm Cdiff vizsgalat eredményeit a toxin-termelé C.
difficile torzsek kimutatasara a gold standard-ként hasznalatos citotoxicitasi vizsgalat
eredményeivel és a kereskedelemi forgalomban elérheté a C. difficile A/B toxinok kdzvetlen
kimutatasara alkalmas ELFA alapu moédszerrel (Vidas C. difficile toxin A/B; bioMérieux,
Marcy-IEtoile, Fr) kapott eredményekkel.

Osszesen 600 hasmenéses székletmintat gytjtottink a SZTE klinikain kezelt
fekvébetegektdl és a jarobetegektdl 3 honapos mintagyiijtési idészakot alkalmazva 2008-ban.
Kezdetben négy minta inhibitoros volta miatt gatolta a PCR-t, am a fagyasztott lizatumok
mintainak ismételt tesztelésekor mindezen mintak negativnak bizonyultak. A vizsgalati id6szak
alatt a mintak 9,7%-a pozitiv volt a BD GeneOhm Cdiff teszttel. A HelLa sejtvonalon végzett
citotoxicitasi vizsgalat ¢s a Vidas C. difficile toxin A/B vizsgalat 6,3% és 4,7% -os pozitivitasi
aranyt mutatott a sz€kletmintdk kozvetlen vizsgalataval.

A kezdeti vizsgalatok soran kozvetleniil a székletmintabol 36 (6%) minta pozitiv és 536
(90%) negativ volt a BD GeneOhm Cdiff assay-el és a szovetkultira citotoxicitasi vizsgalattal
(4. tablazat). A két modszerrel kapott ellentmondasos eredmények esetében a székletbol
célzottan C. difficile tenyésztést végeztiink és a kitenyésztett torzs 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 BD GeneOhm Cdiff vizsgélat pozitiv eredményt adott, mig a citotoxicitasi vizsgalat
negativ volt és a tenyészetb6l megismételt toxin teszt is negativ volt. Két minta pozitiv volt a
citotoxicitasi vizsgalatban, de negativ a BD GeneOhm Cdiff assay-vel; ezeket a tenyészetek
tovabbi toxin vizsgalatai valds pozitivnak igazoltak. A citotoxicitasi vizsgalat alkalmazasaval
¢és az ellentmondasos eredményt adé mintdk esetében a mintdk tenyésztésével és a torzsek
toxinstatuszanak ellendrzésével a BD GeneOhm Cdiff assay érzékenysége 96,4%, specificitdsa
99,1% ¢és pozitiv és negativ prediktiv értékei (PPV és NPV) 92% ¢és 100% voltak (5. tablazat).

A 600 mintabdl 39 a Vidas C. difficile A/B vizsgalattal ,,equivocal” (kétes, hatarérték)
eredményeket adott; ezekben az esetekben a citotoxicitdsi vizsgalattal és a tenyészet
toxinstatuszanak ismételt ellenérzésével erésitettik meg az eredményeket (6. tablazat). 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. Egybehangzo eredményeket
figyeltiink meg a 20 pozitiv és 500 negativ minta esetében, hat minta volt pozitiv csak a Vidas C.
difficile A/B vizsgalattal.
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5. tablazat: A BD GeneOhm Cdiff vizsgalat eredményeinek 6sszehasonlitasa a citotoxicitasi
vizsgélat eredményeivel

A citotoxicitasi vizsgalat eredményei
PCR eredmény Kézvetleniil a székletb6l Az izolalt térzs toxinvizsgalata
Pozitiv Negativ | Osszesen Pozitiv Negativ Osszesen
Pozitiv 36 22 58 53 5 58
Negativ 2 536 538 2 540 542
Osszesen 38 558 596* 55 545 600

*4 minta inhibitoros volt a PCR vizsgalat soran

6. tablazat: A BD GeneOhm Cdiff médszer eredményeinek dsszehasonlitasa a Vidas C.
difficile toxin A/B vizsgalattal a kdzvetleniil a székletbdl torténd toxin-kimutatas és az izolalt
torzs megismételt toxin-vizsgalata utan

A VIDAS toxin A/B toxin-vizsgalat eredményeinek szama
, Kozvetleniil a székletbol Az izolalt térzs toxinvizsgalata
PCR eredmény
Pozitiv | Kétes | Negativ Pozitiv | Negativ Osszesen
Pozitiv 20 9 29 29 29 58
Negativ 8 30 500 8 534 542
Osszesen™ 28 39 529 37 563 600

*4 minta inhibitoros volt a PCR vizsgalat soran

Toxint nem termel6 C. difficile térzset 19 mintabol izolaltunk; ezek a mintak negativak
voltak mind a BD GeneOhm Cdiff assay és Vidas C. difficile toxin A/B vizsgalattal. A toxin-
pozitiv mintak tobbségét az intenziv osztalyokon fekvd betegekbdl gyijtottik (34,6%), a
Borgyogyaszati Klinikardl nyolc mintabol kettd és a Sebészeti Osztaly négy mintajanak egyike
bizonyult pozitivnak, ezek voltak ebben az idészakban azok a részlegek, amelyekben az orvosok
a rutin enteralis laboratoriumi diagnosztikai vizsgalatok részeként altalaban nem igényelték C.
difficile vizsgalatokat a hasmenéses székletekbdl.

A BD GeneOhm Cdiff teszt kivalo klinikai hasznosithatosagat két olyan beteg esetében
mutattuk ki, ahol a PCR joval korabban adott megbizhato pozitiv eredményeket, mint a Vidas C.
difficile ELFA modszer: az elsé eset egy 39 éves férfi beteg volt, akinek antibiotikummal
Osszefliggd hasmenése volt az appendectomia utan. EIs6 hasmenéses széklet mintajat
laboratoriumi vizsgalatokhoz 2008. november 3-an kiildték be, amikor a BD GeneOhm Cdiff
teszt, a citotoxicitasi vizsgalat és a toxinogén C. difficile tenyésztési eredményei mind pozitivak
voltak; de a Vidas C. difficile toxin vizsgalata negativ volt. A tartdos hasmenés miatt a toxinok
kimutatasat 10 nappal késébb, a beteg korhazbodl torténd elbocsatasat kdvetden ismételten
elvégeztiik a Vidas vizsgalattal, amely pozitiv eredményt adott.

A masodik esetben egy 75 éves beteget kezeltek a Fert6z6 Osztalyon sulyos hasmenés
miatt. Négy mintat kiildtek laboratoriumunkba (2008. oktober 5-én, 14-én és 27-én és november
13-an) a toxin-termel6 C. difficile kimutatasara a megfelelé antibiotikus kezelés ellenére
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fennallo tartdos hasmenés miatt. Hirom minta negativ volt, egy minta egyértelmii pozitiv
eredményt adott a Vidas toxin vizsgalattal, a kozvetlen székletvizsgalat eredményeként kapott
citotoxicitasi vizsgalat pozitiv volt két minta esetében: oktober 5-én és 27-én. Ezzel szemben
mind a négy minta pozitiv volt a BD GeneOhm Cdiff vizsgalattal, a mintakbol ki tudtuk
tenyészteni a C. difficile torzseket, melyek toxin-termelését minden esetben a citotoxicitasi
vizsgalat és a PCR vizsgalat igazolta.

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

A vizsgalatba Osszesen szazot, hasmenéses székletmintakbél szarmazé C.
difficile izolatumot valogattunk be, melyeket harom magyarorszagi régiobol: Szeged, Szolnok
(Dél-Magyarorszag), Budapest (Budapest) és Veszprém (Nyugat-Magyarorszag) 2002-ben és
2004-ben gytijtottink. A 105 izolatumbol 65 torzset fekvébetegekbdl, 40 torzset pedig
jarobetegbdl izolaltak a laboratériumok. Osszesen 99 izolatumot vélasztottunk Ki abbol az
elozéekben ismertetett korabbi vizsgalatunkbol, amelyben a {6 toxin géneket és binary toxin
géneket elemeztiik (Terhes G. et al. 2004) és hat tovabbi toxin-termeld torzset valasztottunk ki
a sajat torzsgyljteményiinkbdl azért, hogy meghatarozzuk az adott idészakban jellemzd hazai
PCR ribotipusokat.

A vizsgalt szazot C. difficile izolatumbol 83 (79%) hordozta a tcdA és tcdB géneket,
mig 22 volt a tcdA és tcdB-génekre negativ. Ezeket a toxin-termeld torzseket 29 és 79 év kozotti
felndttekbdl izolaltuk, kivéve 5 olyan izolatumot, amelyek 3 évesnél fiatalabb gyermekek
székletébdl szarmaztak. Ebben az idészakban a vizsgalat alatt még nem talaltunk A toxin-
negativ és B toxin-pozitiv izolatumot. A ribotipizalas soran Gsszesen 23 kiilonbozé ribotipust
talaltunk ésa  cardiffi  tipustenyészet gyljteményben a PCR ribotipusok C.
difficile konyvtaraban rogzitett mintakkal vald Gsszehasonlitas soran 5 olyan j ribotipust
fedeztink fel, amelyeket eddig még nem irtak le. Ezeket az addig még ismeretlen, Uj
ribotipusokat 161, 162, 164, 165 és 166 PCR ribotipusoknak nevezték el. Ebben a vizsgalt
iddszakban 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 a 085 PCR
ribotipushoz (9/22 izolatum) tartozott (4. abra).

A ribotipusok eloszlasa a hdrom 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 kimutathato (7. tablazat). Ebben az idészakban 6sszesen harom binary
toxin-termel$ torzset talaltunk: két olyan ribotipust mutattunk ki, amelyek binary toxint
termeltek, ezek a torzsek 023-as és 075-0s ribotipustak voltak. A binary toxin-termeld torzsek
jelenlétét Nyugat-Magyarorszagon (egy 023-as ribotipusu torzs) és a budapesti régidban (egy
023-as- és egy 075-6s ribotipust torzs/lasd el6z6 fejezetben részletesen bemutatott 2 eset/)
mutattuk ki, de Dél-Magyarorszagon ebben az idészakban még nem jelentek meg binary toxin-
termeld torzsek. A kiilonb6z6 ribotipusok gyakorisagat 6sszehasonlitottuk a fekvobetegek és a
jarobetegek kozott, de nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket, kivéve a 012-es PCR ribotipus
esetében amely gyakrabban fordult el6 a fekvobetegekbdl szarmazé izolatumok kozott.
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4. abra: A PCR ribotipusok eloszlasa a vizsgalt harom magyar régiéban 2002-2004.

Budapest (n=31)

m Szeged (n=29)

B Veszprém és kornyéke (n=45)

O,l

001 002 005 009 010 011 012 013 014 018 020 023 035 039 046 049 072 075 078 085 087 128 150 161 162 164 165 166

7. tablazat: A PCR ribotipusok eloszldsa a vizsgalt harom magyar régioban 2002-2004.

ribotipus

Piros szinnel jel6lve a binary toxin-termeld térzsek

Ribotipus | Toxin Binary | Budapest régio Nyugat- Dél- Osszes
A/B toxin Magyarorszag Magyarorszag
001 +/+ - 2 1 0 3
002 +/+ - 6 4 4 14
005 +/+ - 3 0 0 3
009 -/ - - 0 1 1 2
010 -/- - 0 3 2 5
011 +/+ - 0 2 0 2
012 +/+ - 1 0 6 7
013 +/+ - 0 1 0 1
014 +/+ - 9 13 4 26
018 +/+ - 4 1 0 5
020 +/+ - 0 0 1 1
023 +/+ + 1 1 0 2
035 -/- - 0 0 2 2
039 -/- - 0 1 0 1
046 +/+ - 0 1 0 1
049 +/+ - 0 5 0 5
072 +/+ - 0 1 0 1
075 +/+ + 1 0 0 1
078 +/+ - 0 0 1 1
085 -/ - - 2 4 3 9
087 +/+ - 0 1 1 2
128 -/ - - 0 1 0 1
150 +/+ - 1 1 1 3
161 +/+ - 1 0 2 3
162 +/+ - 0 1 0 1
164 -/ - - 0 1 0 1
165 +/+ - 0 1 0 1
166 -/ - - 0 0 1 1
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A C. difficile 027-es PCR ribotipus elsé izolalasa Magyarorszagon: 2007.

Esetismertetés: 2007. juniusdban egy 53 éves, sulyos hasmenés- ¢s hanyinger
tiinetekkel rendelkez6 férfibeteg keriilt korhazba Budapesten. A kortorténetben 2 héttel a jelen
felvétele elott korhazba keriilt a szisztémas lupus erythematosus miatt, akkor antibiotikum-
kezelést (ceftriaxon, clarithromycin és imipenem) kapott. A bennfekvése alatt laboratériumba
kiildott székletmintai negativak voltak Salmonella spp., Shigella spp., Yersinia enterocolytica,
Campylobacter spp. és enteralis virusokra. A tamogatd terapia cllenére a beteg allapota nem
javult, és a hasmenés tovabb perzisztalt. A kolonoszkopia kimutatta, hogy az ilealis
nyalkahartya érintetlen volt, de a vastagbélben fekélyek voltak lathatoak. Ezért a beteget
nagyobb adag szteroidal és empirikusan metronidazollal kezelték. C. difficile toxin kimutatas
(VIDAS ® C. difficile A toxin II; bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Fr) pozitiv eredményt adott a
kezeld intézmény mikrobiologiai laboratoriumaban. A sulyosbodoé é€s tartds hasmenés illetve a
terapids kudarc miatt az antibiotikum-kezelést oralis vancomycinre valtottak. Julius 25-én
magas 14z, jobb oldali tiidégyulladas és 1égzési rendellenesség alakult ki; a beteget felvették az
Intenziv Osztalyra, ahol hamarosan exitalt. A betegnél az Escherichia coli szepszist a pozitiv
hemokultura tenyésztés igazolta.

Hat honappal késébb, a fentebb ismertetett nemzeti C. difficile felmérés részeként
a laboratoriumunkban toxintermelé C. difficile térzset sikeriilt kitenyészteniink a beteg
fagyasztott székletmintdjabol. Az izolalt térzs A és B toxin-termelének bizonyult, illetve
molekularis vizsgalattal az A és B toxin gének, tovabba a binary toxin termeléséért felelds gének
jelenlétét igazoltuk (5-6. abra). A tcdA gén 3'-végén deléciot nem detektaltuk a NK9 és NK11
primerek alkalmazasaval. Elvégeztik a torzs tcdC génjének részletes szekvencia analizisét,
mely egy 18 bp hossztsagu és egy egyetlen nukleotidot érinté deléciot tart fel, amelyek a 027
ribotipusra jellemzdek. A torzs PCR ribotipus eredményét 6sszehasonlitottuk a nagy-britanniai
Anaerob Referencia Referencia Laboratéorium konyvtarbol (ARL  Cardiff, UK)
rendelkezésiinkre bocsatott 027 ribotipus mintdzataval és a 027 ribotipusu kontroll torzsek
mintaival, ami alapjan egyértelmi volt, hogy az izolalt torzs 027 ribotipusu.

A torzs rezisztens volt az erythromycinre (>256 mg/l) és a moxifloxacinra (>32 mg/l),
mig a metronidazolra (1 mg/l), vancomycinre (1 mg/l) és a rifampicinre (<0,002 mg/l) érzékeny
a clindamycinre mérsékelten érzékeny volt (4 mg/l).

Ez az eset is bizonyitja a kockazati tényezOk fontossagat: a korabbi hospitalizacio, az
antibiotikum terapia és az immunszupresszio jelen esetben is hozzajarult a C. difficile-asszocialt
hasmenés (CDAD) kialakulasahoz. Bar nem volt tovabbi bizonyiték 027-es PCR ribotipust
torzs altal okozott késobbi stlyos esetekre, illetve az osztalyon, vagy az Intenziv Osztalyon
enteralis esethalmozodasra, vagy jarvanyra, ez volt az elséként felfedezett és molekularis
diagnosztikai modszerekkel igazolt hazai 027-es PCR ribotipus okozta eset, amely felhivta a
figyelmet a C. difficile, mint nozokomialis enteralis patogén szerepére, a korokozo lehetd
legrovidebb iddn beliil torténd kimutatasara és az idében torténdé mikrobiologiai diagnézis, majd
az ez alapjan torténd adekvat terapia fontossagara.
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5. abra: A tcdB gén kimutatasa PCR modszerrel
1-6: ismert tcdB gén pozitiv torzsek, 7: negativ kontroll, 8: sajat vizsgalt torzs,
9-10: 027 PCR ribotipust torzsek, 11: negativ kontroll, M: molekulasuly marker

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M

Bp. 18 torzs

6. abra: PCR ribotipus meghatarozas
M: Molekulastly marker, 1-7: kiilonb6zé PCR ribotipust torzsek, 8: sajat vizsgalt
torzs, 9-10: 027 PCR ribotipusu kontroll torzsek

M1 2 3 4 S M 6 7 8 9 10 M
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A C. difficile PCR ribotipusok eléfordulasa Magyarorszagon: 2006-2007.

2006 és 2007 kozott négy nagy hazai mikrobiologiai laboratoriumbdl (Budapest, Szeged,
Székesfehérvar és Veszprém), -amelyek a Nyugat-, Kozép és Délkelet magyarorszagi régiokat
céljabol. Jard- és fekvobetegek hasmenéses székletmintajabol izolalt szazotven C. difficile
torzset vizsgaltunk.

A vizsgalt id6szakban a torzsek 80%-abol tudtuk kimutatni mind a tcdA és tcdB gének
jelenlétét. A tcdA gén 3’ végén deléciodt egy torzs esetében sem detektaltunk a NK9 és NK11
primer part hasznalva, 8 izolatum (5,3%) hordozta a binary toxin termeléséért felelds cdtB gént,
ezekben a torzsekben a tcdA és a tcdB géneket is kimutattuk. Az A és B toxin-pozitiv torzsek
tobbségét (35,8%) a viszonylag id6sebb korosztalya: 61-80 éves betegekbdl izolaltuk.

Mivel ebben az idészakban a hipervirulens 027 ribotipust torzsek jelent6s, jarvanyszert
europai elterjedésérdl szamoltak be a kozlemények, illetve néhany magyarorszagi korhazban
megjelentek a sulyos és gyakran rekurrens CDI esetek, a binary toxin-pozitiv torzseket
valasztottuk ki a tovabbi PCR ribotipizalasra. A vizsgalt 8 térzsbdl csak 1 torzs (fentebb
ismertetett eset) bizonyult 027-es ribotipustunak, 4 toérzs a 078-as ribotipusba tartozott, mig a
fennmaradé harom a 131-es ribotipusha tartozott. Az ebben az iddszakban wjonnan leirt
hipervirulens 078-as ribotipusu torzsek az 51-62 éves korosztalyba tartozo betegekbdl
szarmaztak, az anamnesztikus adatok alapjan harom esetben korhazi-nozokémialis infekciobol
szarmazott a minta, egy esetben kdzosségben szerzett volt az infekcio.

A C. difficile PCR ribotipusok eléfordulasa Magyarorszagon 2014.

2014 meghatarozott iddszakaban (oktober 1. és december 1. kozott) gytjtott
szazkilencvenkét toxin-termel6 C. difficile torzset vizsgaltunk kapillaris gélelektroforézis (CE)
PCR ribotipus meghatarozasi mddszerrel. A torzseket fekvobetegek (n=154) és jarobetegek
(n=38) hasmenéses székletmintaibol izolaltuk két laboratoriumban, amelyek a kozép- és
délkelet-magyarorszagi orszagrészeket képviselik: a Synlab Hungary (Budapest) és a SzTE
KMDI. A budapesti laboratorium foként budapesti korhazakbol szarmazoé torzseket gyijtott (29
izolatum); 41 tovabbi izolatumot gytijtottek be kiillonbozo vidéki korhazak betegeitdl. A szegedi
klinikai izolatumokat (84 torzs) a szegedi egyetemi klinikak kilenc kiilonb6z6 osztalyardl
gytjtottiik ossze. Csak a toxin-termeld torzsek kertiltek be a vizsgalatba, mindegyik esetben a
QUIK CHEK COMPLETE (TechLab, Blacksburg, VA, USA) immuno-kromatografias
modszerrel végzett pozitiv eredmény igazolta a toxin A/B pozitivitast. Az 0sszegyljtott
demografiai adatok a betegek életkorat, nemét €s a korképet: hasmenés, tartalmaztak.

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 Al-3, Al-12, Al-75 és AI-83 néven ismert
osztrak ribotipusok, és 16 izolatumot (8,3%) ,,0j” ribotipusnak tekintettiink, mivel mintazatuk
nem felelt meg semmilyen eddig ismert ribotipusnak. Ezen uj ribotipusok megjelolésére tovabbi
vizsgalat egyenldre nem tortént. Az izoldtumok dontd tobbsége, 141 (73,4%), 61 év feletti
betegekbdl szarmazott és ebben a betegcsoportban a 027-es és 036-0s ribotipusok (52 illetve 33
izolatum) dominaltak.
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A 8. tablazat mutatja be a négy dominans ribotipus eloszlasat a budapesti és szegedi
régiobol gyljtott fekvo- és jarobeteg-izoldtumok kozott. A 027-es ribotipus (45,8%) volt a
leggyakrabban el6fordulo ribotipus a Budapesten dsszegyijtott izoldtumok kozott, ezt kovette
a 176-o0s ¢és a 036-as ribotipus. Szegeden a leggyakoribb ribotipus a 036-as (29,1%) ribotipus,
majd a 027 (20,8%) volt ebben az iddszakban. A Szegeden gyiijtdtt 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 joval kevesebb volt (19,8%).

crer

difficile térzsek dominans ribotipusainak megoszlasa 2014-ben

Ribotipusok A C. difficile torzsek szama
Budapest Szeged

fekvo jaro Teljes (%)| fekvd jaro Teljes (%)
014 2 0 2(2,1) 9 2 11 (11,4)
027 36 8 44 (45,8) 18 2 20 (20,8)
036 10 0 10 (10,4) 27 1 28 (29,1)
176 6 7 13 (13,5) 0 0 0
Egyéb * 9 10 19 (19,8) 24 5 29 (30,2)
'Uj'+ 7 1 8(8,3) 6 2 8 (8,3)
Osszesen 70 26 96 84 12 96

Egyéb *: 002, 003, 010, 012, 018, 020, 056, 066, 070, 078, 087, 126, 203, 209, 400, 430, 449, 456, 484, 541,
591, 653, 698, Al-3 Al-12, AI-75, Al-83. T A tanulmany idOpontjaban nem ismert ribotipusok.
Kék szinnel kiemelve az epidémids 027-es ribotipus.

A C. difficile PCR ribotipusok eléfordulasa 2018.

2018. januar és 2018. junius kozott szaz random gyiijtott, az SZTE AOK kiilonboz6
helyi fekvObeteg osztalyairdl szarmazo hasmenéses székletmintakbol altalunk izolalt C. difficile
torzs ribotipusat hataroztuk meg, illetve vizsgalatokat végeztiink a toxin B-t kodolo gén (tcdB)
¢s binary toxin gén A komponens (CdtA) jelenlétének kimutatasara RT-PCR modszerrel. A
torzsek ribotipus megoszlasa ebben a vizsgalati iddszakban rendkiviil heterogén volt, 6sszesen
25 kiilonbozd PCR ribotipust hataroztunk meg, melyek koziil a leggyakrabban még mindig a
027 (40%) ribotipus fordult el6.

A t6bbi ribotipus el6fordulasi aranya nem volt jelentds, a hatvan, nem 027-es ribotipusu
torzs 24 kiilonbozo, egyéb ribotipusba tartozott 5-1% kozotti megoszlassal. A 100 torzsbdl 59
esetben tudtuk kimutatni a binary toxint kodolo 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-termel6 adott ribotipust. A hipervirulens 027-
es ribotipusu C. difficile torzsek kivétel nélkiil rendelkeznek a cdtA génnel, a vizsgalt torzsek
mindegyike rendelkezett a PaLoc lokuszban elhelyezkedd tcdB génnel. A legtébb CDI az
iddsebb korosztalyt érintette: a 61 és 80 év kozotti korcsoportban a leggyakoribb ribotipusok
okozta megbetegedések szama 24-volt, ami a vizsgalt betegek 24%-at teszi ki és az esetek 90%-
aban a 027-es PCR ribotipust lehetett kimutatni, ami a 80 év felettieket érinti, esetiikben is a
027-es PCR ribotipus dominalt (60%).
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A C. difficile torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatali

Els6é 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. A 9. tablazat mutatja be a vizsgalatok eredményeit; a MIC értékek megoszlasi

hatarait a MICso, MICqo értékeket és az alkalmazott rezisztencia hatarértékeket.

0. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok MIC értékeinek megoszlasi tartomanyai, a MICsp,

MICyo értékek a vizsgalt C. difficile torzsek esetében (n=100)

Antibiotikum MIC mg/l
Megoszlasi MICsg MICgo Alkalmazott hatarértékek
tartomanyok Erzékeny Mérsékelten Rezisztens
érzékeny
Clindamycin® 0,5-256 2 256 <2 4 >8
Erythromycin™ | 0,064-256 1 256 <0,5 4 >8
Metronidazol” 0,032-2 0,25 1 <8 16 >32
Moxifloxacin™" 0,25-32 1 32 <2 4 >8
Rifampicin™ <0,002-32 <0,002 0,5 <1 2 >4

*CLSI hatarérték anaerob baktériumokra; **CLSI hatarérték S. aureus-ra; ***Ambler J. et al. 2008.

Az Osszes vizsgalt izolatum érzékeny volt metronidazolra. A rifaximina rifamicin
félszintetikus  derivatuma, ami aerob ¢és anaerob  Gram-pozitiv  ¢és
negativ baktériummal szemben baktericid hatissal rendelkezik és az e csoportba tartozo
antibiotikumokhoz hasonloan irreverzibilisen kotddik a baktérium DNS fiiggd RNS-polimeraz
enzim béta alapegységéhez, gitolva ezzel a baktérium RNS és fehérje szintézisét. A per os

SZamos

alkalmazott rifaximin gyakorlatilag nem szivodik fel a gyomor-bél traktusbol (kevesebb, mint
1%), aktiv formaban a bélben és a székletben koncentralodik. Az intesztinalis traktusban magas
koncentracioban jelenlévd rifaximin igen hatékony a patogén baktériumok (igy a toxin-termeld
C. difficile) eradikacidjaban, azonban eddig csak néhany érzékenységi vizsgalat tortént a C.
difficile esetében. Ennek a magyarazata az lehet, hogy nincs kereskedelmi forgalomban kaphato
teszt a rifaximin rezisztencia mérésére és nincsenek CLSI interpretativ hatarértékek. O’Connor
és munkatdrsai 6sszehasonlitottak a C. difficile térzsek esetében a rifaximin agar dilucidval és
E-teszt-el kapott MIC értékeit, arra a megallapitasra jutottak, hogy a rifampicin E-teszt-el
végzett vizsgalatok jobban eldrejelzik a rifaximin rezisztenciat (O’Connor JR. et al. 2008), ezért
ebben a vizsgalatunkban rifampicin E-teszt-et hasznaltunk, hogy a rezisztens fenotipusokat
kimutassuk. 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 6sszes 2002-3-ban izolalt térzs
érzékeny volt erre az antibiotikumra, igen alacsony MIC értékkel: 0,002 mg/ml (10. tablazat).
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A rifampicin rezisztens torzsek magas foku 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. A 2006-2007-es torzsek 20%-a (16 izolatum) mutatott
mérsékelt érzékenységet a clindamycinnel szemben, mig a 2002-2003-as torzsek kozott csak 2
volt mérsékelten érzékeny a clindamycinre. Tarsult-rezisztencia az erythromycin, clindamycin
¢és a moxifloxacin esetében 16,3%-ban (13 izolatum) volt kimutathatd 2006-2007-ben és az
erythromycin rezisztens torzsek tobbsége (13 a 20 torzsbdl) szintén rezisztens volt a
clindamycinre és a moxifloxacinra, mig tars-rezisztenciat az erythromycinre és a clindamycinre
csak 3 torzs esetében talaltunk. Ezeket a torzseket (13), melyek kereszt-rezisztenciat mutattak
az erythromycin, clindamycin és a moxifloxacin esetében, olyan betegekbdl izolaltuk, akiket
Intenziv Osztalyokon (4 torzs), Haematologiai Osztalyon (3 torzs), Infektologiai Osztalyon (3
torzs), Sebészeti Osztalyon (2 torzs) és Kardiologiai Osztalyon (1 torzs) kezeltek. Ezek az
adatok ramutatnak arra a tényre, hogy tarsult rezisztenciaval rendelkezd torzsek sokkal
gyakoribbak azokon az osztalyokon, ahol az antibiotikum talzott mértékii felhasznélasa
nagyobb aranyu.

10. tablazat: A rezisztens/mérsékelten érzékeny C. difficile izolatumok szama a két
vizsgalati idoszakban

Antibiotikum A rezisztens/mérsékelten érzékeny izolatumok szama/%
2002-2003-ban 2006-2007-ben
izolalt torzsek n=20 izolalt torzsek n=80
Rezisztens Mérsékelten Rezisztens Mérsékelten
érzékeny érzékeny
Clindamycin 0 2 (10%) 22 (27,5%) 16 (20%)
Erythromycin 0 0 20 (25%) 2 (2,5%)
Metronidazol 0 0 0 0
Moxifloxacin 0 0 20 (25%) 4 (5%)
Rifampicin 0 0 5 (6,25) 0

Az el6z0 vizsgalatunkat 2008 és 2010 kozott gyijtott kétszaz toxin-termeld C. difficile
torzzsel ugyanezekkel a standardizalt modszerekkel megismételtik. A vizsgalatba bevont
torzsek koziil hat hordozta a cdtB gént; kettd tartozott a 027-es ribotipusba. Ebben az idészakban
a binary toxin-termel6é izolatumok prevalenciaja igen jelentésen megemelkedett, amely
koszonhetd a 027-es ribotipusu torzsek altal okozott nemzetkdzi jarvanynak. Mivel az Orszagos
Anaerob Referencia Laboratoriumba kiildott torzsek igen jelentds része ebbe a ribotipusba
tartozott ebben a vizsgalati periodusban és a 027-es ribotipusu torzsek antibiotikum
érzékenységi profiljuk nagyjabol egységes, a nem-PCR 027-es ribotipusu toxin-termeld
torzseket valogattuk be ebbe a vizsgalatba. Ez lehetdvé tette az el6zd vizsgélattal vald
Osszehasonlitast is. Az Osszes, ebben az iddszakban 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 (11. tablazat).
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11. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok MIC értékeinek megoszlasi tartomanyai, a MICsy,
MICyo értékek a vizsgalt C. difficile térzsek esetében (n=200)

Antibiotikum MIC mg/Il
Megoszlasi MICsg MICgo Rezisztens Mérsékelten
tartomanyok érzékeny
Clindamycin® <0,016->256 2 >256 29,5% 16%
Erythromycin™ | <0,016->256 1 >256 31% 25,5%
Metronidazol” 0,032-2 05 1 0 0
Moxifloxacin™" 0,125->32 1 >32 21,5% 3,5%
Rifampicin™ <0,002->32 <0,002 >32 11,5% 0

*CLSI hatarérték anaerob baktériumokra; **CLSI hatarérték S. aureus-ra; ***Ambler J. et al. 2008.

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 CLSI hatarértékei illetve Ambler et al. altal
ajanlott hatarérték alapjan. Amikor az EUCAST még nem hivatalos hatarértékeit vettiik
figyelembe a moxifloxacinra (az epidemioldgiai hatarérték: Epidemiologic Cutoff Value:
ECOFF a “vad” tipusu izolatumok esetén: >4 mg/l moxifloxacinra), ugyancsak a torzsek 21,5
%-a rezisztens volt a moxifloxacinnal szemben. A vizsgalt torzsek koziil 34 (17%) torzs mutatott
rezisztenciat csak az erythromycinnel és/vagy a clindamycinnel szemben, mig 18 (9%) torzs
esetében tars-rezisztencia volt kimutathaté a makrolid/linkézamid és a moxifloxacin kozott.
Tars-rezisztenciat makrolid/linkozamid, moxifloxacin és rifampicinre egyiittesen 20 (10%)
torzs esetében mutattunk ki. Erdekes, hogy 5 (2%) torzs volt rezisztens csak a moxifloxacinra
és egy (0,5%) torzs mutatott rezisztenciat csak a rifampicinnel szemben.

A rifampicin esetében a MIC megoszlasi tartomanyok meglehetdsen széles hatarok
k6zott mozogtak: <0,002->32 mg/l; azonban a torzsek tobbségének (88%) alacsony MIC értéke
volt, mig a vizsgalt torzsek 11,5%-a magas foku rezisztencidt mutatott (MIC >32 mg/l)
rifampicinnel szemben (11. tablazat). A rifampicin rezisztens izolatumok koziil 19 térzs volt
rezisztens az erythromycinre, clindamycinre és a moxifloxacinra is, de csak egy torzs volt
kizarolag a rifampicinre rezisztens. Abban az esetben, ha az EUCAST még nem hivatalos
hatarértékeit vettilk figyelembe (rifampicin ECOFF a “vad” tipust torzsek esetében: 0,004
mg/1), a térzsek 20%-a mutatott rezisztenciat, mely ebben az esetben magasabb érték volt, mint
amikor a CLSI kritériumokat vettiik figyelembe.

Ugyanebben az idészakban egy masik vizsgalatunkban az Ujonnan bevezetett
fidaxomicinnel (sziik spektrumu, a makrociklusos antibiotikumok egy osztalyanak els6 tagja)
szembeni érzékenységi viszonyokat vizsgaltuk a C. difficile torzsek esetében. A per os bevitt
fidaxomicin minimalisan szivodik fel a véraramba, baktericid és szelektiven hat az intesztinalis
toxin-termel6 C. difficile térzsekre, irodalmi adatok alajan csokkenti a relapszusok aranyat. A
szakmai kritériumok alapjan bizonyitottan CDI-ben szenvedd betegek hasmenéses
székletmintait gylijtottiik 2008 és 2010 kozott harom magyarorszagi laboratoriumbol (SYNLAB
Székesfehérvar, Debrecen DEOEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet Diagnosztikai részlege, SZTE
AOK KMDI). A mintagyiijtés utan a székletekbdl a SZTE KMDI-ben izolaltuk a C. difficile
torzseket. A mintakbol izolalt C. difficile torzsek esetében komparator antibiotikumokként
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alkalmazva metronidazol, vancomycin, moxifloxacin és rifampicin érzékenységi vizsgalatokat
végeztiik el.

Osszesen 188 toxin-termelé C. difficile torzset vizsgaltunk meg, a vizsgalatbol nem
zartuk ki a 027-es ribotipust torzseket, mivel a szer hatékonysagat vizsgaltuk CDI-ben szenvedd
betegek székletmintaibol izolalt torzsek esetében “in vitro ”. Habar az dsszes torzs esetében nem
tortént meg a PCR ribotipizalas, 6t torzs (2,6%) esetében ismert volt, hogy a torzsek a 027
ribotipusba tartoznak.

A vizsgalat soran 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 %) esetében volt a rifampicin rezisztens. Minden vizsgalt antibiotikum esetében a MICsg
értékek viszonylag alacsonyak voltak, azonban a moxifloxacin és a rifampicin MICgp értéke 32
mg/l volt (12. tablazat).

Az 6sszes 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 (7. abra). 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). Ebben
a vizsgalatunkban a fidaxomicin MIC értékek megoszlasa teljesen megegyezik az EUCAST
adatbazisaban talalhat6 “vad” tipusua torzsek MIC értékeinek megoszlasaval (http://eucast.org).
A kontroll C. difficile (CD 630) torzs fidaxomicin MIC értéke 0,064 mg/l+ 1 higitas volt. A
binary toxin-termeld izolatumok (5 t6rzs) fidaxomicin MIC értékei <0,125 mg/l voltak, nem
talaltunk kiilonbséget a fidaxomicin érzékenységében az egyéb, feltehetéen mas ribotipusu
vizsgalt C. difficile torzsek kozott.

12. tablazat: A vizsgalt antibiotikumok MIC értékeinek megoszlasi tartomanyai, a MICsp,
MICgp értékek a vizsgalt C. difficile térzsek esetében (n=188)

Antibiotikum MIC mg/l
Hatarok MICso MICg Geometriai Rezisztens %
Fidaxomicin <0,008 - 0,5 0,064 0,125 0,097 0
Vancomycin* 0,125-2 0,5 1 0,647 0
Metronidazol* 0,032-2 0,5 1 0,542 0
Moxifloxacin** | 0,125 - >32 1 32 6,977 19,7%
Rifampicin** >0,002-32 >0,002 32 4,318 14,9

*CLSI hatarérték anaerob baktériumokra; **CLSI hatarérték S. aureus-ra,
Fidaxomicin hatarérték: http://eucast.org
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7. abra: A fidaxomicin MIC értékek megoszlasa a 188 vizsgalt C. difficile torzs esetében
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Extraintesztinalis C. difficile infekciok

A toxintermelé C. difficile torzsek patogén szerepe az antibiotikum adasat kovetd
colitisekben, hasmenésekben, pseudomembranous colitisekben, nozokomialis hasmenésekben,
sz€kletszorodassal 0sszefiiggd abdominalis infekcidkban széles kdrben publikalt és ma mar jol
ismert. Az irodalmi adatok alapjan azonban rendkiviil ritka az extraintesztinalis, illetve a nem
székletszorodassal 6sszefiiggd, bizonyitottan exogén eredetii C. difficile infekciok eléfordulasa.
Bizonyitottan C. difficile altal okozott extraintesztinalis infekciot Magyarorszagon elséként
munkacsoportunk publikalt.

Esetismertetés: 31 ¢éves, jo altalanos allapotu, egészséges, alapbetegségben,
immunhidnyos allapotban nem szenvedd frissen traumatizalt férfibeteget szallitott be a mentd a
SzTE AOK Traumatoldgiai Klinikajanak Siirgésségi ambulanciajara. Mezégazdasagi munka
(burgonyabetakaritd géppel tortént sériilés) soran szenvedett nagy kiterjedésti, mély, egészen a
csont felszinéig terjedd jobb also végtagi sériiléseket. A sériilést kovetd azonnali miitét soran
sebfeltaras, sebtisztitds és mikrobiologiai mintavétel tortént. A 2. posztoperativ napon
bullaképzddeést és lokalis erythemat figyeltek meg a seb koriil, majd ismételt feltaras és ismételt
mikrobiologiai mintavétel kovetkezett. A medidlisan elhelyezkedd sebet kitisztitottak, a lateralis
sebbdl a nekrotizalt, elhalt szoveteket eltavolitottak és a sebet nyitva hagytak. A betegnek
szisztémas tiinete, laza, hdemelkedése nem volt. A korhazi tartézkodas ideje alatt, illetve az azt
kovetd 3 honapban a betegnek hasmenése, laza széklete, hasi panaszai nem voltak.

A mikrobiologiai tenyésztés soran mindkét mintdbol az aerob inkubalas soran nagy
csiraszamban Bacillus subtilis, az anaerob inkubalas soran toxin-termelé C. difficile torzs
tenyészett ki, mely a szoba johetd anaerob ellenes antibiotikumokkal szemben, a metronidazol
¢s a karbapenemek kivételével rezisztens volt. A klinikus az eddig alkalmazott antibiotikumok
(Dalacin, Zinnat) helyett a tenyésztés és az antibiogram ismeretében Dalacin, Tienam
kombinaciot alkalmazott. A betegnek hasmenése sem otthonaban, sem korhazi ellatasa soran
nem volt, székletmintajabol sem szabad toxint nem sikeriilt kimutatni, sem C. difficile torzset
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nem tudtunk izolalni. Az aerob modon kitenyészett Bacillus subtilis torzzsel torténd egyiittes
eléfordulas felvetette a folddel torténd szennyezddés gyantjat. Késobbi mintavételek soran mar
nem sikeriilt a C. difficile torzset izolalni a beteg sebébdl. A beteg sebe a megfeleld sebkezelés,
antibiotikus terapia hatasara hosszas gyogyulési folyamat utan jol zarédott, a beteg 2 hét klinikai
apolas utan lobmentes sebbel otthondba tavozott.

A kitenyésztett C. difficile torzs antibiotikumokkal szembeni érzékenységi MIC értékei:
penicillin: 4 mg/l, amoxycillin/klavulansav: 8 mg/l, metronidazol: 0,5 mg/l, imipenem: 1 mg/I,
meropenem: 2 mg/l, cefoxitin: 64 mg/l, clindamycin: 8 mg/l voltak. Az izolalt torzsnél a toxin-
vizsgalatokat egyrészt ELFA MiniVIDAS (bioM¢érieux, Marcy, Fr) modszerrel végeztiik el,
mely alapjan a torzs A/B toxin-termelének bizonyult, illetve a térzs B toxin termelését HeLa
sejtvonalon is ellendriztiik. Az elvégzett molekularis vizsgalatokkal a térzs mind az A toxin-
termeléséért, mind a B toxin-termeléséért felelés géneket hordozta, azonban binary toxin-
negativnak bizonyult. A PCR ribotipus meghatarozasunk soran a torzs 014-es PCR
ribotipustinak, illetve a PalLoc szekvenalasi vizsgalatunk alapjan XVIII. toxin-tipustinak
bizonyult.

Az extraintesztinalis C. difficile infekciék eléfordulisa a SZTE AOK Kklinikain 2008-2017.

Az elsé publikalt esetiink utan megvizsgaltuk a SZTE AOK klinikairél bekiildott nem
periodusban. Ebben az idészakban huszonkét beteg (11 férfi, 11 nd, atlagéletkor: 55,4 év, 9 ho-
84 ¢év) extraintesztinalis (nem széklet) 24 mintajabol tenyészett ki C. difficile torzs. A betegek
tobbsége komorbid, sulyos alapbetegségekkel rendelkezd beteg volt, tiz beteg (45,5%) életkora
volt 65 év feletti. A mintak tobbsége a Sebészeti Osztaly kiilonb6zo részlegeirdl szarmazott
(n=12), 3 minta az Intenziv Osztalyr6l, 3 minta a Borklinikarol, 2-2 minta a
Gyermekgyogyaszati Klinikarél, a Belklinikardl és 1-1 minta szarmazott a Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinikardl, a Fogaszati Klinikarol és az Urologiarol.

A mintak tobbsége feliileti sebvaladék (n=6), sebvaladék (n=4) és talyog minta volt
(n=5), hastiri és intraoperativ minta 3-3 volt, 1-1 torzset izolaltunk hemokulturabol, epébdl és
holyagbennékbdl. Nyolc beteg esetében volt az infekcido valamilyen abdominalis eredetii
(appendicitis, végbéltalyog, Crohn-betegség, stb....) hét beteg esetében borgyogyaszati talyog-
sebvaladék mintabol izolaltuk a korokozot. Erdekesség egy 38 éves ndbeteg, akinél a Fog- és
Szajsebészeti Osztalyon nyalmirigy gyulladast okozo infekciobol (steril punkcioval vett
sebvaladékbol) a vegyes, komplex flora részeként, illetve egy 54 éves ndbeteg, ahol igazolt PID-
esetbdl, rendellenes méh- és hiivelyvérzést kovetd miitét soran vett mintdbdl szintenyészetben,
egyediili korokozoként izolaltuk a torzset. Két beteg esetében két alkalomman is sikertlt a
baktériumot izolalni: az egyik beteg egy 60 éves, Intenziv Osztalyon fekvd férfibeteg volt,
akinek két sebvaladék mintajabol egy vegyes anaerob baktériumflora részeként, illetve egy 32
éves nobeteg, akinél a vese koriili tdlyog mintabol izolaltuk egyediili kérokozoként, nagy
csiraszamban a 027-es ribotipusu torzset egymas utdn, két kiilonb6zé mintabol.

Ugyanebben az idészakban 4 105 székletmintabol tenyésztettiink ki C. difficile torzset,
tehat a vizsgalt 10 éves periodusban az osszes CDI eset 0,58%-a volt extraintesztinalis. Az
extraintesztinalis CDI 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.
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difficile-t 2015-ben. Csak 8 beteg volt (36,7%) jarobeteg, ezek koziil négynek volt valamilyen
bor- és lagyrész infekcioja.

A legtobb esetben a C. difficile torzset egyéb, mas aerob, fakultativ- és obligat anaerob
baktériumokkal egyiitt izolaltuk, csak 4 minta (2 beteg 1-1 mintdja, egy beteg két kiilonb6z6
mintaja) esetében (egy hemokultira, egy ndgyogyaszati intraoperativ minta és két vesetalyog
intraoperativ minta) volt a C. difficile torzs szintenyészetben, nagy csiraszamban, egyediili
izolatum. A leggyakoribb tarspatogének az E. coli (6 eset) és az E. faecalis/faecium (6 eset)
voltak, négy beteg mintajaban csak egyéb anaerob tarspatogén baktérium volt jelen a C. difficile
mellett (13. tablazat), 2 minta esetében izolaltunk taspatogénként sarjadzo gomba torzset (1 C.
albicans és egy C. tropicalis). A térzsek toxin-termelését 19 izolatum esetében hataroztuk meg
¢és 15 (79%) bizonyult A és B toxin-termeldnek. Ribotipizalast 14 esetben végeztiink el, ezek
koziil 7 (50%) torzs tartozott a 027 PCR ribotipusba, harom torzs viszont a mas orszagokban
rendkiviil ritka el6fordulast, 198-as PCR ribotipusba tartozott. A torzsek minden esetben
érzékenyek voltak metronidazolra, vancomycinre, a clindamycin rezisztencia 20,5% volt, a
rifampicin rezisztens torzsek aranya 9,7% volt az Osszes torzsre vonatkoztatva. Az adott
vizsgalatok iddpontjdban a betegek egyikének sem volt hasmenése, székletbdl torténd C.
difficile vizsgalatot egy beteg esetében sem kértek a klinikusok.

13. tablazat: Az extraintesztinalis C. difficile infekciok epidemioldgiaja 2008-2017.

Jaré/ Beutalé Minta AB | RT Tars-
Ev Bekiildé fekvé | Nem | Kor diagndzis tipusa toxin patogének
Heveny + | 078 |E. faecium
féregnyulvany Veillonella
2008. | Sebészet F ffi 82 gyulladas miitéti minta C. tropicalis
+ |011 |B.vulgatus
Bél- hastiri B. uniformis
2008. | Gyermek ITO F né 9h6 [ betiiremkedés punctatum C. ramosum
- Str. viridans
C. ureolyticus
P. buccae
Nyalmirigy P. anaerobius
2009. | Szajsebészet J nd 38 gyulladas talyog Veillonella
+ |198 | A. meyeri
C. ureolyticus
A bér és a boralatti P. anaerobius
2009. | Urologia J né 37 szovetek gyulladasa | feliileti seb P. melaninogenica
- A. prevotii
P. buccae
2009. | Sebészet F ffi 69 Uszkosodés miitéti minta P. intermedia
- S. pyogenes
S. aureus
C. ureolyticus
Az als6 végtagok C. acnes
visszértagulatai E. limosum
2009. | Bérgyogyaszat |J ffi 60 fekéllyel talyog C. fallax
2010. | Sebészet F |#fi_ |58 |Epeholyag-kovesség | epe + |027 | C. bifermentas
Rendellenes méh- és | intraoperativ + 198 |-
2010. | Négybgyaszat | F nd 54 hiivelyvérzés seb
- 488 | S. aureus
P. anaerobius
C. ureolyticus
E. lentum
2010. | Bérgyogyaszat |[J ffi 22 Erythema intertrigo | feliileti seb Mobiluncus sp.
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Elektrolit-folyadék- + 027 |-
2011. | Kardioldgia nd 80 egyensuly zavarok hemokultira
+ [027 [C. albicans
E. coli
S. pyogenes
P. bivia
P. oralis
P. anaerobius
2011. | Sebészet né 22 Végbéltalyog talyog E. limosum
+ [018 |S.acidomiminus
E. coli
Terapia rezisztens P. anaerobius
vastag- F. magna
és vékonybél Crohn C. bifermentans
2011. | Gyermek KI. ffi 17 betegség talyog P. melaninogenica
+ | 027 |S. pyogenes
M. morganii
P. anaerobius
2011. | Sebészet né 80 Hasi fajdalom feliileti seb B. fragilis
n.v. Acinetobacter sp.
2012. [ITO ffi 84 Septicaemia hélyagbennék C. acnes
+ 027 [E. coli
E. faecium
Flexura lienalis P. aeruginosa
rosszindulata E. lenta
2012. | Sebészet ffi 70 daganata mitéti minta B. fragilis
P. mirabilis
Myasthenia gravis, n.v. P. melaninogenica
Krénikus B. fragilis
2013. [ITO ffi 60 veseelégtelenség seb/2 minta B. ovatus
hasiiri + 027 |-
Vese- és vese koriili | punctatum/2
2013. | Sebészet nd 32 talyog minta
n.v. E. coli
E. faecalis
Pitvari fibrillatio és A. vaginalis
2014. | Belgyogyaszat nd 81 flutter talyog B. uniformis
+ | 198 | P. mirabilis
E. coli
E. faecalis
A bér és a boralatti F. magna
szovetek helyi P. anaerobius
2014. | Sebészet ffi 68 fertézésel seb/2 minta B. fragilis
+ P. aeruginosa
S. dysgalactiae
Az alsé végtag P. anaerobius
2016. | Bérgybdgyészat nd 80 fekélye feliileti seb Lactobacillus sp.
+ |027 |E.coli
E. faecium
S. aureus
A hasnyalmirigy hasfiri B. vulgatus
2017. | Sebészet ffi 40 betegsége punctatum P. merdae
+ E. faecalis
A bor és a béralatti F. nucleatum
szovetek helyi C. histolyticum
2017. | Sebészet né 83 fertézései feliileti seb A. vaginalis

n.v.: nem vizsgalt
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5.2. Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsek korében

Europai torzsek antibiotikum érzékenységének meghatarozasa

Az ESCMID-ESGALI altal koordinalt vizsgalatba 13 orszagot vontunk be, minden orszag
3-103 egymast kovetd, nem duplikalt Bacteroides/Parabacteroides nemzetségbe tartozo, 2008.
januar ¢és 2009. marcius kozott izolalt 824 relevans klinikai izolatumot kiildott
laboratoriumunkba. 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 egyéb
Bacteroides/Parabacteroides-fajt kiildtek a laboratoriumok alacsonyabb szamban a kiilénb6z6
fert6z6  folyamatokbol szarmazé  mintakbol. A gyakoribb  fajok mellett a
Bacteroides/Parabacteroides nemzetség Gjonnan felfedezett tagjai (B. nordii, B. massiliensis,
B. salyersae és a Parabacteroides goldsteinii) is jelen voltak. (A vizsgalatnak ebben a
szakaszaban, amely az antibiotikum érzé¢kenységi vizsgalatokra korlatozodott, minden esetben
elfogadtuk a bekiildd laboratorium identifikalasat.)

A B-laktam tipusu antibiotikumokkal szembeni rezisztencia adatok

A CLSI és az EUCAST hatarértékek alapjan a vizsgalt torzsek 99%-a és 98%-a volt
rezisztens az ampicillinre, a kiilonboz6 fajok kozotti 1ényeges kiilonbségek nélkiil. Ha a >64
mg/l-es hatarértéket vizsgaltuk, az Gsszes izolatum 44,5%-a bizonyult rezisztensnek. A B.
fragilis torzsek 8,7%-a és az Osszes Bacteroides/Parabacteroides izolatum 10,4%-a volt
amoxicillin/klavulansav rezisztens, az 6sszes nem fragilis izolatum esetében ezen antibiotikum
rezisztencia aranya magasabb volt, mint a B. fragilis izolatumoké, 11,5% és 30% kozott
mozgott. A legmagasabb rezisztencia aranyokat a B. uniformis térzsek kozott (30%) és a P.
distasonis torzsek kozott (21,4%) talaltunk. Jelentds kiilonbségek voltak megfigyelhetéek a
rezisztencia aranyaiban, 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 6sszes “non-fragilis ” species joval
magasabb rezisztencia aranyokat mutatott, mint a vizsgalt B. fragilis izolatumok, mindkét
hatarérték esetében. Kiemelkedéen magas volt a rezisztencia aranya a B. thetaiotaomicron
torzsek esetében ¢és igen jelentds volt a kiilonbség, ha a két kiilonb6z6 hatarértéket alkalmaztuk
(12% vs. 32,5%). Hasonl6 kiilonbséget talaltunk a P. disasonis torzsek esetében is, azonban a
két kiilonbozo hatarértéket alkalmazva a rezisztencia aranyok kozotti kiilonbség nem volt
ennyire szignifikans: 14,3% vs. 21,4%. A cefoxitin esetében csak CLSI hatarértékek allnak
rendelkezésre: az Osszes 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%).

Vizsgalataink szerint az dsszes izolatum kevesebb mint 1%-a €s a B. fragilis izolatumok
1,2%-a volt csak rezisztens az imipenemre. Erdekesség, hogy csak hét B. fragilis izolatum, mely
Ot orszagbol szarmazott (Finnorszag, Franciaorszag, Magyarorszag, Hollandia és Torokorszag)
volt fenotipusosan rezisztens, MIC-értékei >16 mg/l (14. tablazat), egyéb, non-fragilis
fenotipusosan rezisztens izolatumot nem talaltunk. Azokat a térzseket (n=15), melyek imipenem
MIC értékei 4 ¢s 8 mg/l voltak, mérsékelten érzékeny, vagy “csokkent érzékenységli”
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kategoridba soroltuk ¢s ezeket kiilon is megvizsgaltuk. Ez 15 torzs, egyiitt a 7 rezisztens
izolatummal (n=22) tiz orszagbol szarmazott, egyenlen eloszlott a kiilonb6z6 régiokban, a
legtobb izolatum a talyogok/sebek (n=11) intraabdominalis mintak (n=4) és a hemokulttra
(n=3) mintakbol szarmazott. Mas antibiotikummal szembeni rezisztenciat minden imipenem
rezisztens-mérsékelten érzékeny torzsben megfigyeltiink és tizenegy izolatum (50%) rezisztens
volt tobb mint két masik hatéanyaggal szemben is, de minden torzs érzékeny volt a
metronidazolra és a tigecyclinre. Ezek koziil a torzsek koziil a CLSI hatarértéket alkalmazva
csak egy torzs volt rezisztens a piperacilin/tazobaktimmal szemben, mig az EUCAST
hatarértékei szerint 12 volt rezisztens. A 15. tablazat mutatja a kiilonb6z6 antibiotikumok in
vitro érzékenységi vizsgalatait a 22 imipenem nem érzékeny torzzsel szemben, az EUCAST
(csak ahol nem volt elérheté hatarérték ott a CLSI) aktualis érzékenységi hatarértékét
alkalmazva (az imipenem rezisztencia hatarértéke ebben a vizsgalati idészakban >8 mg/l volt).
Molekularis diagnosztikai vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy csak egy cfiA-negativ B.
fragilis izolatum (Finn 37) volt fenotipusosan rezisztens imipenemre. A 10 B. fragilis torzs
koziil, amely mérsékelten érzékeny volt imipenemre (MIC 4-8 mg/l), 4 (40%) volt cfiA-pozitiv,
mig a 7 imipenem-rezisztens (MIC > 16 g/mL) B. fragilis izolatum koziil 6 (85,7%) hordozta a
cfiA gént. A mérsékelten érzékeny és CfiA pozitiv torzsek koziil egynél (B. fragilis 1T15),
detektaltunk olyan IS elemet, mely upstream és megfeleld orientacioban helyezkedett el a cfiA
génhez képest. A cfiA-pozitiv és imipenem-rezisztens torzsek koziil 4 hordozott IS elemeket
upstream a rezisztencia génhez képest, a tovabbi 2 cfiA-pozitiv, imipenem rezisztens izolatum
amelynél nem talaltunk altivalo IS elemeket upstream a cfiA génhez képest, heterogén
rezisztencia fenotipust mutatott az imipenem E-teszt hasznalataval. Valamennyi vizsgalt
antibiotikum esetében -a tigecyclin kivételével, ahol az imipenem-nem érzékeny izolatumok
kozott nem talaltunk rezisztens vagy mérsékelten érzékeny torzset- a rezisztens torzsek aranya
szignifikansan magasabb volt az imipenemre nem érzékeny izolatumok kozott, mint az
imipenem érzékeny torzsek kozott.

Az egyéb antibiotikumokkal szembeni rezisztencia adatok

Az ampicillin utan a legmagasabb rezisztencia-aranyokat a clindamycin esetén
talaltunk: ez a kiilonbozo fajok esetében 28,5-60% kozott valtozott, a rezisztencia 32,4% volt
az Osszes izolatum esetében és 28,5% a B. fragilis izolatumok esetében (14. tablazat). A B.
uniformis és a B. vulgatus torzsek voltak a leginkabb rezisztensek a clindamycinre (60% vs.
47,6%). Erdekes azonban, hogy az egyébként més antibiotikumokkal szemben magasabb
rezisztencia aranyokat mutatdé P. distasonis torzsek clindamycinre viszonylag érzékenyek
voltak, nem volt kiilonbség a rezisztencia aranyukban (28,6%) a B. fragilis (28,5%) torzsekétol.
A CLSI rezisztencia hatarérték (>8 mg/l) alapjan az Gsszes izolatum 13,6%-a és B. fragilis
torzsek 14%-a rezisztenciat mutatott a moxifloxacinnal szemben. Itt is feltiind, hogy a P.
distasonis és a B. uniformis torzsek 100%-ban érzékenyek voltak a moxifloxacinnal szemben,
mig a legrezisztensebbek (21,4%) a B. vulgatus torzsek voltak. A Bacteroides/Parabacteroides
torzsek tilnyomo tobbsége érzékeny volt a metronidazolra, mind a CLSI (>32 mg/l), mind az
EUCAST rezisztencia hatarértékeket figyelembe véve (>4 mg/l), az 6sszes izolatum esetében
<1% rezisztenciat talaltunk: egy hemokultirabol izolalt B. thetaiotaomicron térzs (MIC>256
mg/l) és egy talyogmintabdl izolalt B. fragilis torzs (MIC: 32 mg/l) volt rezisztens a CLSI
hatarérték alapjan. Két tovabbi B. fragilis torzs, mindkett6t posztoperativ sebvaladékbol
izolaltak, mutatkozott rezisztensnek az EUCAST hatarértékek alapjan (MIC: 8 mg/l, ill. 16
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mg/l). Ezeket a metronidazol rezisztens torzseket Horvatorszagban, Finnorszagban,
Franciaorszagban és Magyarorszagon izolaltak. A jelen vizsgalatban a 824 toérzsb6l csak 22
olyan volt, amelynek a metronidazol MIC értéke >4 mg/l volt (2,7%); ezen torzsek hat orszagbol
szarmaztak, orszagonként egy-kilenc izolatummal. Ezen torzsek mas antibiotikumokkal
szembeni érzékenységét (hasonldéan az imipenem nem-érzékeny torzsekhez) kiilon is
megvizsgaltuk (16. tablazat). Molekularis diagnosztikai vizsgalatainkkal megallapitottuk, hogy
az Osszes torzs koziil csak 3 torzs (B. fragilis IT 724 MIC: 1,0 mg/l, B. fragilis IT 797 MIC:
0,125 mg/l; és B. thetaiotaomicron HU 66 MIC: 256 mg/l) hordozott nim géneket. A két olasz
torzs: B. fragilis IT797 és az IT724 kromoszémalis nimA ¢és nimC géneket hordozott, mig a
szegedi torzs (HU 66) nimE gént hordozott, ami egy 8,3 kb (pBF388c-like) plazmidon
helyezkedett el és egy ISBf6 elem aktivalta. A két olasz torzsben nem talaltunk nim-specifikus
plazmidokat (egy 5,6 kb class 111 plazmid volt a B. fragilis IT797 torzsben és nem volt plazmid
az IT724 torzsben). A B. fragilis IT797 két inszercios szekvencia elemet (IS1168 és 1S1170)
tartalmazott, azonban ezeket az IS elemeket nem lehetett PCR-el feltérképezni a nimA génekhez
képest a megfeleld orientacioban és helyzetben. Feltehet6, hogy a tobbi, metronidazol nem
érzékeny torzsben egyéb, mas rezisztencia mechanizmus felelés a metronidazol mérsékelten
érzékenységért, illetve rezisztenciaéert.

Szembetlind, hogy mig a rezisztens torzsek ardnya szignifikdnsan magasabb volt az
imipenemre nem érzékeny torzsek kozott, addig a 22 metronidazolra nem érzékeny izolatum
koziil minddssze hat (27,2%) olyan volt, amely tobb mint két masik antibiotikummal szemben
is rezisztens volt. A metronidazollal szemben csokkent érzékenységli valamennyi izolatum
érzékeny volt a tigecyclinre és egy kivételével az imipenemre (15. tablazat). Egy torzs
rezisztensnek bizonyult mind a metronidazolra (MIC 16 mg/l), mind az imipenemre (MIC 32
mg/l) nézve az EUCAST hatarértékek szerint.

A tigecyclin esetében az EUCAST még nem hatarozott meg hatarértékeket a vizsgalat
végzése idején, igy az értékeléshez a CLSI hatarértékeket hasznaltuk. Az Gsszes izolatum
minddssze 1,7% -a bizonyult rezisztensnek, mig a B. fragilis térzsek 1,8%-a. A B. vulgatus és a
B. ovatus torzseknek volt a legmagasabb rezisztencia mértéke: 4,8% ¢és 2,0%. A B. uniformis
torzsek (N=10) koziil egy volt rezisztens, ez a statisztika alapjan 10%, azonban a kis mintaszam
miatt nem tartom relevansnak az értékelését. A B. thetaiotaomicron és a P. distasonis torzek
kozott 100%-o0s volt a tigecyclin érzékenység.
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14. tablazat: A vizsgalt torzsek (n=824) részletes rezisztencia adatai a kilenc vizsgalt
antibiotikummal szemben

(Speciesek-szerinti megoszlas, kiilonbségek a CLSI és EUCAST hatarértékek alkalmazasaval)

Antibiotikum Tor,zsek MIC (mg/l) Rezisztens % (mg/l)
szama
Tartomany MICso MICgo CLSI EUCAST
Ampicillin >2 >
Osszes torzs 824 1->256 32 >256 99,2 98,2
B. fragilis 600 1->256 32 >256 99,0 97,4
B. thetaiotaomicron 83 2—>256 64 >256 100 98,8
B. ovatus 49 8-—>256 64 >256 100 100
B. vulgatus 42 4-—>256 64 >256 100 100
P. distasonis 14 8—>256 16 >256 100 100
B. uniformis 10 16—>256 32 >256 100 100
Egyéb speciesek 26 4—>256 64 >256 100 100
Amoxi/klavulansav >16 >8
Osszes torzs 824 0,016—>256 1 16 10,4
B. fragilis 600 0,016—>256 1 16 8,7
B. thetaiotaomicron 83 0,125-32 1 16 12,0
B. ovatus 49 0,25-32 1 16 18,4
B. vulgatus 42 0,125-256 1 16 14,3
P. distasonis 14 0,5-256 2 32 214
B. uniformis 10 0,125-64 1 64 30,0
Egvyéb speciesek 26 0,125-64 2 16 115
Piperacillin/tazobaktam >128 >16
Osszes torzs 824 0,016—>256 4 32 3,1 10,3
B. fragilis 600 0,016—>256 2 16 1,7 6,5
B. thetaiotaomicron 83 0,125->256 16 128 12,0 32,5
B. ovatus 49 0,25-32 8 32 0 14,2
B. vulgatus 42 0,25-256 8 32 4,8 14,3
P. distasonis 14 2-256 8 64 14,3 214
B. uniformis 10 0,5-256 4 16 10,0 10,0
Egvéb speciesek 26 0,125-64 8 16 15,4 46,1
Cefoxitin >64 nincs hé.
Osszes torzs 824 1->256 16 128 17,2 —
B. fraqgilis 600 1—>256 16 256 13,7 —
B. thetaiotaomicron 83 2—>256 32 256 27,1 —
B. ovatus 49 1-256 32 256 245 -
B. vulgatus 42 1->256 8 64 14,3 —
P. distasonis 14 8—>256 32 >256 35,7 —
B. uniformis 10 2-256 8 256 20,0 —
Egyéb speciesek 26 2—>256 16 >256 26,9 -
Antibiotikum Torzsek MIC (mg/l) Rezisztens % (mg/l)
szama Tartomany MICso MICgao CLSI EUCAST
Imipenem >16 >8
Osszes torzs 824 0,002—>32 0,5 1 0,85
B. fraqgilis 600 0,002—>32 0,25 05 1,2
B. thetaiotaomicron 83 0,047-8 0,25 1 0
B. ovatus 49 0,016-2 0,25 1 0
B. vulgatus 42 <0,125-2 0,125 0,5 0
P. distasonis 14 0,125-2 0,5 1 0
B. uniformis 10 0,125-2 0,125 1 0
Egyéb speciesek 26 0,012-8 0,5 4 0
Clindamycin >8 | >4
Osszes torzs 824 0,016—>256 2 >256 324
B. fragilis 600 0,016—>256 1 256 28,5
B. thetaiotaomicron 83 0,047—>256 4 >256 42,2
B. ovatus 49 0,125—>256 4 >256 449
B. vulgatus 42 0,016—>256 2 >256 47,6
P. distasonis 14 0,016—>256 1 >256 28,6
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B. uniformis 10 1-256 8 256 60,0
Egvyéb speciesek 26 0,047—256 2 256 34,6
Moxifoxacin >8 nincs hé.
Osszes torzs 824 <0,125-32 1 16 13,6 —
B. fragilis 600 <0,125-64 0,5 8 14,0 -
B. thetaiotaomicron 83 0,125-32 1 16 14,5 —
B. ovatus 49 <0,125-32 1 4 8,2 -
B. vulgatus 42 <0,125-64 1 32 21,4 —
P. distasonis 14 <0,125-2 0,5 1 0 —
B. uniformis 10 <0,1254 1 4 0 —
Egyéb speciesek 26 <0,125-32 0,25 4 11,5 —
Metronidazol >32 >4
Osszes torzs 824 0,016-256 0,5 1 0,25 0,5
B. fragilis 600 0,016-32 0.5 1 0,2 0,5
B. thetaiotaomicron 83 <0,125->256 0.5 2 1,2 1,2
B. ovatus 49 0,032-2 0.5 2 0 0
B. vulgatus 42 <0,125-4 0.5 1 0 0
P. distasonis 14 0,125-2 0.5 1 0 0
B. uniformis 10 0,016-2 0.5 1 0 0
Egvéb speciesek 26 <0,125-4 0.5 2 0 0
Tigecyclin >16 nincs hé.
Osszes torzs 824 0,016-32 0,25 2 1,7 —
B. fragilis 600 0,016-32 0,5 2 1,8 —
B. thetaiotaomicron 83 0,06-8 0,25 0,5 0 -
B. ovatus 49 0,032-16 0,25 2 20 -
B. vulgatus 42 <0,125-16 2 4 48 —
P. distasonis 14 0,125-4 0,5 2 0 —
B. uniformis 10 0,016-16 0,125 1 10 -
Egvyéb speciesek 26 0,047-8 0,25 1 0] —

Piros szinnel jeldlve: Rezisztencia hatartértékek (A vizsgalat idején érvényes hatarértékek)
Nincs hé: Nincs EUCAST hatarérték az adott antibiotikumra a vizsgalat idészakéaban.
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15. tablazat: Az imipenem rezisztens és mérsékelten érzékeny (MIC: 4 mg/I->32 mg/l) rendelkez6 Bacteroides/Parabacteroides torzsek egyéb
antibiotikumokkal szembeni MIC értékei, cfiA gén hordozasa

Orszag/ .. . MIC mg/l

sorszém Torzs/minta avp | AUMOXI PP 1 cRx | M cfiA | CLIN | MOXI | MTZ | TIGE
Svéd 42 B. fragilis/hemokultara 32 8 16 16 4 - 1 <0,125 0,25 0,5
Svéd 46 B. fragilis/seb >256 16 2 256 4 - 2 16 1 1
Svéd 83 B. fragilis/hemokultara 8 4 32 32 4 - 0,5 0,25 0,25 0,5
Finn 63 B. fragilis/seb >256 4 4 >256 4 - 0,25 0,5 0.5 1
Finn 37 B. fragilis/talyog >256 0,5 >256 >256 >32 + >256 0,5 1 1
Finn 87 B. fragilis/seb >256 64 32 >256 >32 + 8 0,25 1 0,25
Hollandia H3 B. fragilis/hastiri >256 >32 >32 64 >32 + 0,25 4 0,5 0,125
Belgium M28 B. thetaiotaomicron/ni >256 16 64 64 4 - 0,5 0,5 0,125 <0,125
Belgium A22 B. thetaiotaomicron/ni >256 32 >32 64 8 - 2 32 2 2
Németo. 14 B. fragilis/genitalis 1 1 <0,125 64 4 + <0,125 0,125 2 0,125
Olaszo. 15 B. fragilis/hastri 16 16 32 64 4 + 1 4 0,25 0,25
To6roko. 38 B. fragilis/talyog 4 1 2 >256 4 - 4 1 1 0,25
Toéroko. 27 B. fragilis/talyog 64 32 64 64 16 + 0,125 <0,125 0,25 <0,125
Toroko. 31 B. fragilis/talyog 32 16 64 32 16 + 0,125 <0,125 0,25 <0,125
Gorogo. 67 B. eggerthii/hemokultara >256 >32 64 64 4 - >32 16 <0,125 | <0,125
Gorogo. 70 P. merdae/talyog 4 2 32 32 4 - 8 0,25 0,25 0,5
Franciao. 9 B. fragilis/seb 8 4 4 256 32 + 0,125 0,25 16 0,125
Magyaro. 25 B. fragilis/hastiri >256 >256 32 256 4 - 256 >32 2 2
Magyaro. 51 B. fragilis/respirat. trakt 64 0,5 1,5 32 4 + 2 0,25 2 2
Magyaro. 92 B. fragilis/hasiiri 32 4 8 >256 8 + 8 0,25 1 1
Magyaro. 59 B. stercoris/hasiiri 64 8 16 16 8 - <0,125 0,125 2 <0,125
Magyaro. 61 B. fragilis/seb 256 0,5 2 4 32 + 8 0,125 1 0,25

ni: nem ismert, Vastagon szedett: rezisztens az alkalmazott EUCAST, vagy CLSI hatarértékei alapjan (3. tablazat)
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. tablazat: A metronidazol rezisztens és mérsékelten érzékeny (MIC: 4 mg/l->32 mg/l) Bacteroides/Parabacteroides térzsek egyéb
antibiotikumokkal szembeni MIC értékei

Orszag Torzs/ MIC (mg/l)

szarmazasi hely AMP '?‘X_'ié’ PIPITAZ | CFX IMI CLIN MOX MTZ TIG
Finn 1 B. fragilis/ abdominalis >256 1 0,5 8 1 1 0,5 4 0,06
Finn 17 B. fragilis/abdominalis >256 2 0,125 4 0,125 0,25 0,25 4 0,125
Finn 46 B. fragilis/analis sebv. >256 4 1 4 0,5 1 2 4 0,25
Finn 57 B. fragilis/abdominalis >256 0,5 2 64 0,06 >256 1 32 0,125
Németo. 13 B. fragilis/sebvaladék 32 2 1 32 0,5 2 >32 4 1
Németo. 25 B. fragilis/léguti 2 2 4 16 0,125 4 0,25 4 1
Németo. 37 B. fragilis/abdominalis 256 2 256 >256 0,125 4 2 4 0,5
Belgium M16 | B. fragilis/hc 64 4 4 8 0,25 >256 8 4 1
Franciao. 9 B. fragilis/seb 8 4 4 256 32 0,125 0,25 16 0,125
Franciao. 4 B. fragilis/abdominalis 32 1 0,25 256 0,125 1 0,25 4 0,25
Franciao. 6 B. fragilis/léguti >256 8 2 8 0,25 0,25 0,5 4 0,25
Franciao. 22 | B.thetaiotaomicron/talyog 32 1 0,25 2 0,25 0,25 0,5 4 0,125
Magyaro. 22 | B. fragilis/abdominalis 128 2 8 256 0,5 8 >32 4 2
Magyaro. 23 | B. fragilis/genitalis n6i >256 32 64 256 0,5 16 2 4 0,5
Magyaro. 29 | B. fragilis/talyog 64 0,125 4 16 0,25 4 1 4 0,25
Magyaro. 31 | B. fragilis/abdominalis 32 0,125 2 16 0,25 15 0,25 4 1
Magyaro. 41 | B. fragilis/abdominalis 32 0,125 4 8 0,25 1 0,25 4 0,5
Magyaro. 32 | B. fragilis/abdominalis 16 1 16 8 0,5 4 0,25 4 1
Magyaro. 38 | B. stercoris/abdominalis 32 0,125 0,25 32 <0,125 1 0,125 4 0,25
Magyaro. 14 | B. vulgatus/genitalis n6i 32 1 4 16 0,25 0,06 4 4 8
Magyaro. 66 | B. thetaiotaomicron/hc 16 2 0,06 2 0,06 16 0,5 256 0,125
Horvato. 4 B. fragilis/sebvaladék 8 0,5 1 4 <0,125 64 0,5 8 0,5

Vastagon szedett: rezisztens az alkalmazott EUCAST, vagy CLSI hatarértékek alapjan (3. tablazat)
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Régiok kozotti kiilonbségek a rezisztencia aranyok 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. A Spanyolorszagra vonatkozo adatokat kiilon nem értékeltiik, mivel tal kevés
szamu torzset kiildtek, igy az aranyok statisztikailag nem relevansak. A kiilonb6z6 orszagok
altal gytjtott torzsek szdma kozotti kilonbségek ellenére a vizsgalt torzsek szama
megkozelitdleg hasonlo volt a négy foldrajzi tertileten (182 €s 248 kozott).

Az ampicillinnel szembeni rezisztenciaban nem volt kiilonbség az orszagok és régiok
kozott. Az amoxicillin/klavulansav rezisztenciaja valtozo volt: Franciaorszag 2%-t61 Belgium
18,5%, a piperacillin/tazobaktam rezisztencia két sz¢éls6 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 regionalis adatok leginkabb kifejezett kiilonbségeit a clindamycin rezisztencia adatok
esetében figyeltiik meg, ahol a legmagasabb rezisztenciat a mediterran régioban (41,9%)
talaltunk, ezek kozott is kiemelkedden magas volt a rezisztencia ardnya Torokorszagban
(52,9%) és Gorogorszagban (50,7%). Ezeket a keleti orszagok kovették dsszességében 29,7%-
os rezisztencia arannyal, azonban itt jelentds kiilonbségek voltak, mig Csehorszag csak 17,6%,
addig Horvatorszagban 44,6% volt a rezisztens torzsek aranya. A két masik régionak viszonylag
alacsonyabb rezisztencia értékei (22,5% vs. 23,2%) voltak és nem is volt szignifikans
kiilonbség az egyes orszagok rezisztencia adatai kozott. Mig a skandinav-, nyugati- és a Keleti
régiok rezisztencia adatai hasonldak voltak, addig a mediterran régio6 orszadgaiban kiemelked6en
magas Vvolt a clindamycin rezisztencia aranya.

A moxifloxacin rezisztencia is jelentésen valtozott a kiilonboz6 régiokban és az ezeket
alkoto orszagok kozott is, a két szElso érték: Olaszorszagban nem talaltunk rezisztens torzseket,
mig Svédorszagban a rezisztencia arany 28,9% volt. Ezt az antibiotikumot vizsgilva a
regionalis kiilonbségek igen figyelemre méltéoak voltak, a skandinav orszagokban
Osszességében 21,4% (azonban jelentds kiilonbséget figyeltiink meg a két orszag, Finnorszag
¢és Svédorszag kozott 12,9% vs. 28,9%) volt, a mediterran régioban pedig csak 5,4%.

Alacsony rezisztencia értékeket talaltunk minden régidoban az imipenem esetében, tobb
orszag esetében is a rezisztens torzsek aranya 0% volt, azonban 5,8% rezisztencia aranyt
talaltunk Torokorszagban (bar a torzsek szama alacsony volt), 3,1%-ot Hollandiaban és 2,4%-
ot Finnorszagban. A keleti régi6 orszagaiban izolalt torzsek kozott (n=248) csak egy
magyarorszagi imipenem rezisztens torzset talaltunk.

A vizsgalt torzsek még megtartottak érzékenységiiket a metronidazollal és a
tigecyclinnel szemben, bar a tigecyclin rezisztencia meghaladta a 4%-ot Németorszagban és
Olaszorszagban (17. tablazat).
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17. tablazat: A vizsgalt eurdpai Bacteroides/Parabacteroides torzsek orszagok/régiok
kozotti antibiotikum rezisztencia aranyai

Orszig A rezisztens torzsek aranya (%)

Rigis | Torsek | app | AMOXI|PIP L Fox | Mt | cLN | Mox | MTZ | TIG
Hatarértékek >2 >8 >16 >64 >8 >4 >8 >4 >16
Finn 85 100 5,9 12,9 30,6 2,4 23,5 12,9 1.2 12
Svédorszag 97 100 11,3 19,6 21,7 0 21,7 28,9 0 0
Skandiniv 182 100 8,8 16,5 25,8 11 22,5 21,4 0,6 0,6
Hollandia 32 100 3,1 3,1 3,1 3,1 21,9 6,2 0 0
Belgium 103 97,1 18,5 9,7 6,8 0 26,2 17,5 0 2,9
Németorszag 72 88,9 2,8 7,0 27,8 0 19,5 16,7 0 4,2
Nyugati 207 94,2 10,6 8,7 135 0,5 23,2 15,5 0 2,4
Spanyolorszag 3 66,6 33,3 33,3 33,3 0 0 33,3 0 0
Franciaorszag 51 100 2,0 3,9 19,9 2,0 31,4 3,9 2,0 0
Gorogo 75 98,7 17,3 13,3 16,0 0 50,7 6,7 0 2,7
Olaszorszag 23 95,6 8,7 17,4 8,7 0 21,7 0 0 43
Torokorszag 34 100 17,6 8,8 14,7 5,8 52,9 8,8 0 0
Mediterran 186 96,8 12,4 11,8 16,2 1,6 41,9 54 0,5 1,6
Horvatorszag 56 98,2 8,8 3,5 5,3 0 44,6 7,0 1,8 0
Cseh Kozt. 91 100 3,3 6,9 8,9 0 17,6 13,2 0 11
Magyarorszag 100 100 15 12 24 1 27 12 1 2
Keleti 248 99,6 9,3 8,1 14,1 0,4 29,7 11,3 0,8 12

AMP: ampicillin; AMOX/KLAV: amoxicillin/klavulansav; PIP/TAZ: piperacillin/tazobactam; FOX:
cefoxitin; IMI: imipenem; CLIN: clindamycin; MOX: moxifloxacin; MTZ: metronidazol; TIG:
tigecyclin

Magyarorszagi torzsek antibiotikum érzékenységi vizsgalatai

A vizsgalt négyszaz magyarorszagi Bacteroides klinikai izolatumbdl az el6z6
tanulmanyokhoz hasonléan a torzsek tobbsége B. fragilis (58,3%) volt, ezt kovette a B.
thetaiotaomicron (19,8%), a B. vulgatus (6,5%), a B. ovatus (6%), a P. distasonis (3,8%) és a
B. uniformis (2,8%), egyéb Bacteroides fajokat is izolaltunk kisebb aranyban: B. caccae, B.
nordii, B. salyersiae, B. stercoris, B. cellulosilyticus, B. intestinalis és P. goldsteinii (0,3-1%,
Osszesen: 2,8%). A torzsek tobbsége sebvaladékbol (44,8%) és hastiri mintabol (42,7%)
szdrmazott, az extraabdomindlis tdlyogok és a hemokulturak kisebb aranyt képviseltek (3,8%,
illetve 4,2%). Egyéb mintatipusok (négyogyaszati, kronikus otitis media, kronikus sinusitis,
liquor, pericardialis folyadék) joval alacsonyabb aranyban fordultak el (0,25-0,75%, 6sszesen:
4,5%). A mintak felét a sebészet, 12,7%-at az intenziv osztaly, 12,5%-at a belgyogyaszat, 5,8%-
at a szililészet-n6gyodgyaszat, a tobbit egyéb osztalyok és haziorvosok kiildték (1-4,5%).

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményeit, a MIC tartomanyokat, a
MICsg és MICqp értékeket a 18. tablazat mutatja be. Az alkalmazott hatarértékek az aktualis
EUCAST hatarertékek voltak, a cefoxitin, moxifloxacin €s tigecyclin esetében, mivel nincsenek
EUCAST hatarértékek, a CLSI hatarértékeit alkalmaztuk. A torzsek 98%-a volt rezisztens
ampicillinre, viszont minddssze 4,5%-a mutatott rezisztenciat amoxicillin/klavulansavval
szemben. A cefoxitin rezisztencia aranya 6,75%-os volt, mig a meropenemmel és
clindamycinnel szemben az izolatumok viszonylag magas aranya: 7%-a, illetve 36,5%-a volt
rezisztens. A metronidazol kiemelked6 aktivitast mutatott: csupan egy metronidazol rezisztens
torzset talaltunk. A moxifloxacin rezisztencia aranya 18,5%-0s volt; CLSI hatarértékei alapjan
az izolatumok 65,25%-a volt a tetracyclin rezisztens, a tigecyclin igen jo hatékonysagot
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mutatott: a torzsek 94,75%-a érzékeny volt, mindossze 4 térzs volt rezisztens. A
chloramphenicol kivalé aktivitast mutatott: az izoldtumok 99,5%-a érzékeny volt és rezisztens
torzset nem talaltunk. Az alabbi antibiotikumparok kozott talaltunk szignifikans osszefiiggést
(p<0,05) a rezisztencia eléfordulas viszonylataban: ampicillin és amoxicillin/klavulansav;
cefoxitin és amoxicillin/klavulansav; valamint tetracyclin és tigecyclin. Statisztikai
Osszehasonlitast végeztiink az antibiotikum érzékenységi adatok és a klinikai mintatipusok
kozott is, de nem talaltunk szignifikans Gsszefliggést (szignifikancia hatara: p<0,05).

A kiilonb6z6 antibiotikumokkal szembeni rezisztencia faj szerinti vizsgélatat tekintve
ampicillinnel szemben a Bacteroides/Parabacteroides 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 feltinéen magas aranya: 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, mikozben a B. fragilis esetében ez az arany csak
25,75% volt.

Régiok kozotti kiilonbségek a rezisztencia aranyok kozott

A vizsgalatban résztvevé centrumok antibiotikum érzékenységi adatait a 19.
tablazatban lathatok. A magasszintii ampicillin rezisztenciat mutato térzsek (=64 mg/l) aranya
centrumonként jelentds eltérést mutatott: 1-es (SE) és 4-es (SZTE) centrum (p<0,001); 2-es
(Synlab) és 4-es (p<0,001); valamint a 3-as (DEOEC) és 4-es (SZTE) (p=0,002) centrum
kozott. A cefoxitin rezisztencia esetén szintén jelentds kiilonbség volt tapasztalhato a debreceni
(3%) és szegedi (13,0%) izolatumok (p<0,001) kozott. A meropenem rezisztens torzsek
megoszlasa viszonylag jelentds eltérést mutatott: Gsszesen 28 meropenem rezisztens izolatumot
azonositottunk, melyek koziil 25 volt B. fragilis (89,28%). Meglep6 eredmény, hogy ezen B.
fragilis torzsek koziil 11-et, valamint 1 B. ovatust is a 4-es centrumban (Szeged) izolaltuk. Az
Osszes meropenem rezisztens B. fragilis izolatum MALDI-TOF MS specialis szoftvere
segitségével megallapitottuk, hogy Divizid I1-be tartoznak és mindegyik esetben bizonyitottuk
RT-PCR modszerre, hogy a cfiA gént hordoztak (lasd Eredmények: kovetkezod fejezet). A
szegedi centrumban 11 magasszintii meropenem rezisztenciat (MIC >16 mg/l) mutaté torzset
talaltunk, valamint egy-egy cfiA-pozitiv B. fragilis meropenem MIC értéke 4, illetve 8 mg/|
volt (20. tablazat). Mas centrumokban a meropenem rezisztencia joval alacsonyabb aranyu
volt (4-7%), de jelentds szignifikans kiilonbség a budapesti SE és a szegedi izolatumok
rezisztencia aranyai esetén volt tapasztalhato (p<0,001).

A clindamycin rezisztencia jelentds foldrajzi kiilonbséget mutatott, féleg az 1-es és 4-
es centrumok kozott volt ez szembetiing (48% vs. 27%) (p=0,003). A tetracyclin rezisztens
torzsek legnagyobb aranyban az 1-es (63%) és a 4-es (74%) centrumbol szarmazd mintakbol
tenyésztek ki, de a kiilonbség nem volt szignifikans (p=0,003). Nem volt a centrumok kozott
szignifikans kiilonbség a moxifloxacin rezisztencia aranyaiban sem, ez 16-22% kozott mozgott,
chloramphenicolra csak 2 mérsékelten érzékeny torzset talaltunk az Gsszes izolatum kozott,
ezek a 2-es centrumbol szarmaztak.
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18. tablazat: A magyarorszagi Bacteroides/Parabacteroides torzsek (n=400) antibiotikum

érzékenységi adatai

MIC (mg/l) Izolatumok aranya (%)
Antibiotikumok .
Tartomany MICso MICgo E M R
Osszes torzs n=400
Ampicillin 0,5->256 64 >256 0,75 1,25 98
Amox/klavulansav 0,064-32 0,5 8 87 8,5 4,5
Cefoxitin 0,5-256 8 32 77 16,2 6,75
Meropenem 0,064-32 0,5 4 88,75 4,25 7
Clindamycin 0,064->256 2 >256 63,25 0 36,75
Metronidazol 0,064-16 0,5 1 99,75 0 0,25
Moxifloxacin 0,064-64 1 8 75 6,5 18,5
Tetracyclin 0,125-256 16 64 28,75 6 65,25
Tigecyclin 0,064-64 0,5 4 94,75 3,75 1,5
Chloramphenicol 0,125-16 4 8 99,5 0,5 0
B. fragilis (n=233)
Ampicillin 2-512 64 >256 0 0 100
Amox/klavulansav 0,064-32 0,5 4 91,87 6,43 1,7
Cefoxitin 1-256 8 16 90,56 6 3,44
Meropenem 0,064-32 0.5 8 84,98 5,15 9,87
Clindamycin 0,064->256 1 >256 74,25 0 25,75
Metronidazol 0,125-4 0,5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,125-64 0,5 8 76,4 8,15 15,45
Tetracyclin 0,125-256 32 64 25,75 3 71,25
Tigecyclin 0,064-32 0,5 4 94,85 4,3 0,85
Chloramphenicol 0,25-8 4 8 100 0 0
B. thetaiotaomicron
Ampicillin 0,5-512 128 >256 1,27 0 98,73
Amox/klavulansav 0,064-32 0,25 8 83,54 13,9 2,53
Cefoxitin 0,5-256 16 32 53,16 37,9 8,87
Meropenem 0,125-32 1 2 92,41 6,33 1,26
Clindamycin 0,064->256 8 >256 443 0 55,7
Metronidazol 0,064-4 0,5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,064-32 1 16 75,96 5,06 18,98
Tetracyclin 0,125-256 16 64 40,51 5,06 54,43
Tigecyclin 0,064-64 0,5 4 94,94 3,8 1,26
Chloramphenicol 0,125-16 4 8 98,74 1,26 0
B. vulgatus (n=26)
Ampicillin 4-512 128 >256 0 0 100
Amox/klavulansav 0,125-16 1 16 69,23 23,0 7,7
Cefoxitin 0,5-128 4 64 80,76 7,69 11,55
Meropenem 0,125-32 1 4 84,62 11,5 3,84
Clindamycin 0,064->256 4 >256 50 0 50
Metronidazol 0,125-2 0.5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,25-64 2 32 50 0 50
Tetracyclin 0,125-64 16 64 19,24 7,69 73,07
Tigecyclin 0,064-8 0,25 2 96,16 3,84 0
Chloramphenicol 0,5-8 4 8 100 0 0
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Antibiotikumok

MIC (mg/l)

Izolatumok arinya (%)

Tartomany | MICso | MICgx E | M | R
B. ovatus (n=24)
Ampicillin 0,5-512 256 >256 8,33 0 91,67
Amox/klavulansav 0,064-32 2 16 79,1 12,5 8,33
Cefoxitin 2-128 32 64 41,6 | 41,67 16,66
Meropenem 0,125-32 1 16 75 8,34 16,66
Clindamycin 0,064->256 8 >256 45,8 0 54,17
Metronidazol 0,125-8 0,5 2 95,8 0 4,17
Moxifloxacin 0,25-32 1 32 79,1 0 20,84
Tetracyclin 0,125-32 8 32 29,1 | 20,84 50
Tigecyclin 0,064-8 0,25 4 95,8 4,16 0
Chloramphenicol 2-8 8 8 100 0 0
P. distasonis (n=15)
Ampicillin 8->256 >256 >256 0 0 100
Amox/klavulansav 0,125-32 4 16 53,33 20 26,67
Cefoxitin 2-128 16 128 60 20 20
Meropenem 0,25-4 0,5 4 86,67 13,33 0
Clindamycin 0,5->256 4 >256 66,67 0 33,33
Metronidazol 0,25-2 0,5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,25-2 0,5 1 100 0 0
Tetracyclin 0,25-32 16 32 20 20 60
Tigecyclin 0,125-4 0,5 2 100 0 0
Chloramphenicol 4-8 8 8 100 0 0
B. uniformis (n=11)
Ampicillin 32->256 128 >256 0 0 100
Amox/klavulansav 0,125-2 0,25 2 100 0 0
Cefoxitin 1-64 8 32 81,8 9,1 9,1
Meropenem 0,25-4 0,5 1 90,9 9,1 0
Clindamycin 0,064->256 >256 >256 45,45 0 54,55
Metronidazol 0,125-0.5 0,5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,5-32 0,25 1 72,72 9,1 18,18
Tetracyclin 0,125-32 8 32 54,55 | 18,18 21,27
Tigecyclin 0,064-2 0,5 2 100 0 0
Chloramphenicol 4-8 8 8 100 0 0
Egyéb Bacteroides sp.*
Ampicillin 2->256 64 64 0 0 100
Amox/klavulansav 0,125-4 0,5 4 100 0 0
Cefoxitin 1-64 16 32 41,67 | 41,67 16,67
Meropenem 0,125-2 0,5 1 100 0 0
Clindamycin 0,125->256 4 >256 41,67 0 58,33
Metronidazol 0,125-2 0,5 1 100 0 0
Moxifloxacin 0,064-64 2 16 66,67 8,33 25
Tetracyclin 0,25-128 16 128 16,67 8,33 75
Tigecyclin 0,125-32 0,25 16 75 0 25
Chloramphenicol 0,25-16 4 8 91,67 8,33 0

*B. stercoris (1), B. cellulosilyticus (1), B. caccae (4), B. intestinalis (1), B. salyersiae (2), B. nordii

(2), P. goldsteinii (1)

Amo/klavulansav: amoxicillin/klavulansav
E: érzékeny; M: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens
Alkalmazott hatarértékek: lasd 3. tablazat.
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19. tablazat: A kiilonb6z6 magyar centrumokban izolalt Bacteroides/Parabacteroides térzsek
antibiotikum érzékenységének adatai

Izolatumok aranya (%
Antibiotikumok Ngcf”mﬂ) ya %)

artomany i M ‘ R
1. CENTRUM (n=100)
Ampicillin 4-512 0 5 95
Amox/klavuldnsav 0,064-16 92 5 3
Cefoxitin 1-128 77 16 7
Meropenem 0,125-32 95 1 4
Clindamycin 0,125->256 52 0 48
Metronidazol 0,125-4 100 0 0
Moxifloxacin 0,25-32 71 7 22
Tetracyclin 0,125-128 31 6 63
Tigecyclin 0,125-32 89 7 4
Chloramphenicol 0,25-8 100 0 0
2. CENTRUM (n=100)
Ampicillin 0,5-512 1 0 99
Amox/klavuldnsav 0,064-32 89 9 2
Cefoxitin 1-128 77 19 4
Meropenem 0,25-32 92 3 5
Clindamycin 0,064->256 63 0 37
Metronidazol 0,064-4 100 0
Moxifloxacin 0,125-32 72 9 19
Tetracyclin 0,125-256 27 10 63
Tigecyclin 0,064-16 97 1 2
Chloramphenicol 2-16 98 2 0
3. CENTRUM (n=100)
Ampicillin 0,5->256 2 0 98
Amox/klavuldnsav 0,125-32 89 8 3
Cefoxitin 0,5-128 80 17 3
Meropenem 0,125-32 87 6 7
Clindamycin 0,064->256 73 0 27
Metronidazol 0,064-16 99 0 1
Moxifloxacin 0,125-64 78 5 17
Tetracyclin 0,25-128 35 4 61
Tigecyclin 0,064-8 99 1 0
Chloramphenicol 0,125-8 100 0 0
4. CENTRUM (n=100)
Ampicillin 16->256 0 0 100
Amox/klavuldnsav 0,5-16 77 14 6
Cefoxitin 1-256 74 13 13
Meropenem 0,064-32 81 7 12
Clindamycin 0,064->256 65 0 35
Metronidazol 0,125-4 100 0 0
Moxifloxacin 0,25-64 79 5 16
Tetracyclin 0,125-128 22 4 74
Tigecyclin 0,064-8 95 5 0
Chloramphenicol 4-8 100 0 0

1. CENTRUM: Semmelweis Egyetem, Budapest; 2. CENTRUM: SYNLAB Kft., Budapest;
3. CENTRUM: Debreceni Egyetem; 4. CENTRUM: Szegedi Tudoméanyegyetem
Amox/Klavulansav: amoxicillin/kalvulansav

E: érzékeny; M: mérsékelten érzékeny; R: rezisztens

Alkalmazott hatarértékek: lasd 3. tablazat.
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20. tablazat: A cfiA-pozitiv és —negativ B. fragilis torzsek meropenem MIC értékei €s a nem-
fragilis Bacteroides/Parabacteroides térzsek meropenem MIC értékei a kiilonb6z6
centrumokban

EUCAST hatarértékek: Erzékeny: <2mg/l; Rezisztens: >8 mg/l

1. 2, 3. 4,
Merlf\’/lfl’:’?fm CENTRUM CENTRUM CENTRUM CENTRUM
(mg/l) Torzs | MALDI | Térzs | maLDI | Térzs | maLDl | Térzs | MALDI
szam | Divizi6 | szdm | Divizié | szim | Divizi6 | szdm | Divizi6
cfiA-pozitiv >16 1 I 2 1 3 I 11 1
B. fragilis =
8 1 I
4 1 I
<4 1 I
cfiA-negativ >16 2 I 3 I 2 I
B. fragilis =
8
4
<4
Nem fragilis >16 I 1> I
Bacteroides sp. =
8
4
<4

*B. ovatus, B. thetaiotaomicron **B. ovatus
Vastagon szedve: fenotipusosan rezisztens

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

Az el6z6 fejezetben bemutattam, hogy az altalunk 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 (8. abra) a 400 torzsbdl 82 esetében
tudtuk kimutatni (20,5%), 79,5%-a a térzseknek nem hordozta ezt a gént (21. tablazat). A bexA
gén prevalencigja szignifikansan magasabb volt (p=0,002) a NFB torzsek kozott, mit a B.
fragilis izolatumokban (21. tablazat). Legmagasabb el6fordulasi aranyt a B. thetaiotaomicron
torzsek kozott talaltunk (80,1%), mig mind a B. ovatus mind a B. vulgatus torzsek 14,3%-a
hordozta a gént, bar a torzsek szdma 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) (23. tablazat). 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.
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21. tablazat: A bexA gén megoszlasa a vizsgalt Bacteroides/Parabacteroides fajokon
(n=400) beliil

Species Torzsek szama | bexA pozitiv bexA negativ
torzsek szama torzsek szama

B. fragilis 238 13 (5,5%) 225

B. thetaiotaomicron 73 59 (80,1%) 14

B. ovatus 28 4 (14,3%) 24

B. vulgatus 26 2 (7,7%) 24

B. uniformis 14 2 (14,3%) 12

P. distasonis 11 1 (10%) 10

Egyéb Bacteroides fajok 10 1 (10%) 9

Osszesen 400 (100%) 82 (20,5%) 318 (79,5%0)

22. tablazat: Osszefiiggés a bexA gén megoszlasa és a moxifloxacin érzékenysége kozott

Torzsek Moxifloxacin bexA negativ bexA pozitiv
torzsek szama torzsek szama
B. fragilis Rezisztens 37 35 2 (5,4%)
n=238 Meérsékelten E 19 19 0
Erzékeny 182 171 11 (6,04%)
Nem B. fragilis | Rezisztens 36 22 14 (38,9%)
n=162 Mérsékelten E 8 3 5 (62,5%)
Erzékeny 118 68 50 (42,4%)

8. abra: a: A vizsgalt Bacteroides/Parabacteroides torzsek bexA gén RT-PCR amplifikacidja
¢és b: melting curve analizise

a b.

Amplification Plot

Melt Curve

18000.0

14000.0

12000.0

10000.0

RN
R
.
o
=]
o

8000.0

Derivative Reporter (-Rn)

6000.0

4000.0

4 20000 =

R EEEEEEEEEEEEE
Cycle

Tm: 83.7
Temperature (°C)

79



dc_1706_19

MDR Bacteroides torzsek molekularis vizsgalata

Kutatocsoportunk 2014-ben Magyarorszagon elséként publikalt egy altalunk izolalt
MDR B. fragilis torzset és részletesen jellemezte a rezisztencia mechanizmusok hatterét
molekuléris diagnosztikai modszerekkel:

Esetismertetés roviden: osteomyelitis gyanujaval keriilt felvételre egy 57 éves vak,
kronikus veseelégtelenség miatt dializalt férfibeteg a SZTE AOK Sebészeti Klinikajara. Az
anamnesztikus adatai koziil kiemelendé még az inzulin-dependens diabetes mellitus, a I11-V.
antibiotikum terapiaban részesiilt. Felvételekor a 1ab hatso része hyperémias volt a masodik
labujja duzzadt és vords volt, a képalkotd diagnosztika életet veszélyeztetd szeptikus
osteomyelitist igazolt. Perioperativ prophylaxisként cefuroximot (Zinnat) és clindamycint
(Dalacin) adtak a 2. napon, miel6tt a jobb labfejet amputaltak. A 3. posztoperativ napon az
amputacio helye gyulladt volt, igy az oltéseket eltavolitottak, majd a sebet nyitva hagytak.
Ebbdl a sebbdl kiildtek mintat a laboratériumba, melybdl aerob tenyésztéssel egy methicillin-
rezisztens Staphyloccoccus aureus (MRSA) tenyészett, majd a beteg intravénas vancomycin
terapiaban részesiilt. Ezzel egy idoben massziv hematochezia miatt kolonoscopiat végeztek
mely soran a sigmoid kolon tumora igazolodott, igy transzverzotomiat készitettek. A nem
behegedett, nem gyogyult amputacids seb és az MRSA kolonizacié miatt, femoralis amputaciot
végeztek. A posztoperativ idészak eseményteleniil zajlott, a beteget a 15. napon otthonaba
bocsatottak, majd 3 hét mulva kontrollra jelentkezett. EKkor a 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 hemokultirak
negativak voltak. A Kkitenyészett 69566/2012 sorszamu B. fragilis torzs antibiotikum
érzékenységi MIC értékei: penicillin >256 mg/l, ampicillin >256 mg/l, amoxicillin/klavulansav
>256 mg/l, piperacillin/tazobaktam 64 mg/l, metronidazol 2,0 mg/l, imipenem >32 mg/I,
meropenem >32 mg/l, cefoxitin >256 mg/l, clindamycin >256 mg/l, erythromycin >256 mg/I,
tetracyclin >256 mg/I, tigecyclin 0,125 mg/l, moxifloxacin 0,5 mg/l (23. tablazat a.). A torzs
nitrocefin teszttel ellendrizve B-laktamaz termeldnek bizonyult, a kapott MIC értékeket agar
diluciés modszerrel is ellendriztiik, ugyanezeket a magas foku rezisztencia értékeket kaptuk.

A torzset a MALDI-TOF MS modszerrel egyértelmiien identifikaltuk, magas
log(score)-al, majd a kovetkez6 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 11-be
tartozott. A rezisztenciakért felel6s genetikai hattér részletes molekularis feltérképezése soran
a torzs egy megfeleld helyzetben, upstream elhelyezkedd 1S1187 inszercios elem altal aktivalt
cfiA gént hordozott, ami a Karbapenem rezisztenciaért, illetve egy 1S1168 elem altal aktivalt
nimA gént hordozott, mely az alacsony szintti metronidazol rezisztenciaért volt felelés. A
vizsgalat soran a tetracyclin rezisztenciaért felelds tetQ gén jelenlétét és két plazmid (7,0 és
11,0 kb) hordozasat igazoltuk a térzsben. A Southern-blott vizsgalat kimutatta, hogy a nimA
gén az 1S1168 elemmel egyiitt a 11,0 kb nagysagt plazmidon helyezkedett el (23. tablazat b).
Az altalunk izolalt MDR t6rzsben feltérképezett IS1187 elem- és a nimA-1S1168 parok egyiittes
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jelenléte az eddigi irodalmi adatok alapjan rendkiviil ritka a karbapenem ¢és metronidazol-
rezisztens B. fragilis izolatumokban.

23. tablazat: A 69566/2012 torzs a: antibiotikum érzé¢kenysége
és b: a részletes molekularis vizsgalatanak eredményei

a.
Anti | PEN | Amox/ | PTZ | IMI | MER | CFX | TET | TIG | MTZ | CLI | ERY | MOX
biot klav
MIC | >256 >256 >256 | >32 >32 >256 | >256 | 0,125 2 >256 | >256 0,5
mg/l

b:
PCR cfiA cfiA UP gyrA nim IS elem tetQ Plazmid MALDI
Eredmény + 1,3 kb - A+ 1S1168 -(+) 7.5 Divizio Il

(151187) 12

A magyarorszagi gylijteménybdl szarmazo 400 Bacteroides/Parabacteroides torzs
kozott hat: 1 B. fragilis, 2 B. ovatus, 2 B. vulgatus ¢s 1 B. thetaiotaomicron MDR torzset
talaltunk, ezek esetében a rezisztenciaért felelds gének kimutatasa céljabol részletes
molekularis vizsgalatokat végeztiink el. Az MDR bacteroidesek izolalasi helyét tekintve 1
szarmazott a debreceni (B. ovatus D92) és 5 a szegedi centrumbol (B. vulgatus SZ4, SZ34; B.
ovatus SZ9, B. thetaiotaomicron SZ35 és B. fragilis SZ38), ugyanakkor a masik 2 centrumbol
szarmazo izolatumok kozott nem volt MDR torzs (24. tablazat). Az MDR torzsek az ampicillin
(n=6), moxifloxacin (n=5), clindamycin (n=4) és tetracyclin (n=5) antibiotikumokkal szemben
mutattak rezisztenciat. Az antibiotikum rezisztencia gének ¢és egyéb genetikai elemek
vizsgalatanak eredményét az 25. tablazatban foglalom 6ssze.

A B. fragilis SZ38 izolatum hordozta a cfiA gént, magas szint{i rezisztenciat mutatott
ampicillinnel, amoxicillin/klavuldnsavval, cefoxitinnel €s meropenemmel szemben, de a gén
viszont 3 torzsben volt kimutathaté a cfxA gén (B. vulgatus SZ4, B. ovatus SZ9 és B.
thetaiotaomicron SZ35) és a B. vulgatus SZ4 torzs cfxA génjének 1,2 kb méretii regulator
régiojat mutattuk ki. Négy torzs (B. ovatus D92, SZ9; B. vulgatus SZ34 ¢s B. thetaiotamicron
SZ35) magasszintli 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 térzsben jelen volt a
teljes hosszusagu 1S4351 elem, de PCR-térképezéssel nem volt kimutathaté semmilyen fizikai
kapcsolat ezen IS-elem és az ermF gén kozott.

Az 6sszes MDR torzs hordozta a tetQ gént és koziiliik 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
atetX génis. Bar egyik torzs sem hordozta a nim gént, a B. ovatus D92 metronidazollal szemben
rezisztenciat mutatott az EUCAST hatarértékek alapjan. A fluorokinolon érzékenységi
vizsgalatot a moxifloxacin MIC meghatéarozasaval 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 meghatarozo szakasz: Quinolone-

crcr
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a GyrA alegységben Ser82-Phe

szubsztiticiot

igazoltunk. A tigecyclinnel

chloramphenicollal szemben mindegyik MDR izolatum érzékenységet mutatott.

és a

24. tablazat: A magyarorszagi gylijteménybdl szarmazo6 MDR Bacteroides/Parabacteroides

torzsek antibiotikum MIC értékei

Torzs/ MIC mg/l

faj AMP | AUG | CFX | MER | CLI | MTZ | MOX | TET | TIG | CHL
>2 >8 >64 >8 >4 >4 >8 >16 | =16 | >32

D92 >256 | >16 32 1 >256 8 32 32 4 8

B. ovatus

Sz4 >256 | >16 | 128 4 1 0,25 >32 16 0,25 4

B. vulgatus

SZ9 >256 16 32 16 >256 0,5 32 32 0,5 8

B. ovatus

SZ34 >256 | >16 | 128 4 >256 0,5 32 8 0,125 4

B. vulgatus

SZ35 >256 16 128 2 >256 0,5 1 16 0,25 8

B. thetaiota-

omicron

SZ38 >256 | >16 | 128 16 8 0,5 8 32 0,5 4

B. fragilis

Vastagon szedve: Rezisztens az adott antibiotikummal szemben
D: Debrecen, SZ: Szeged
AMP: ampicillin, AUG: amoxicillin/klavulansav CFX: cefoxitin, MER: meropenem
CLI: clindamycin MTZ: metronidazol, MOX: moxifloxacin, TET: tetracyclin, TIG: tigecyclin
CHL: chloramphenicol

25. tablazat: A magyarorszagi gyiijteménybdl szarmazé MDR Bacteroides/Parabacteroides
torzsek antibiotikum rezisztencia gének jelenlétének vizsgalata molekularis diagnosztikai

modszerekkel
Torzs cfiA/ cepA cfxA/ nim | ermF/ | 1S4351 | ermB | ermG | tetQ | tetX | tetX1 | bexA
IS cfxA IS
upstream upstream elem
D92 - - - - - - - + + _ _ R
na
SZ4 - - + - - + - - + - - -
na 1,2 kb
SZ9 - - + - +/- - - + + |+ - +
na
SZ734 - - - - +/- - - - + + - -
na
SZ35 - - + - +/- + - - + + - +
na
Sz38 + - - - - - - - + - - -
282 bp gyrA:
82Ser —»
Phe

na: nem alkalmazhato

D: Debrecen, SZ: Szeged
AMP: ampicillin, AUG: amoxicillin/klavulansav CFX: cefoxitin, MER: meropenem
CLI: clindamycin MTZ: metronidazol, MOX: moxifloxacin, TET: tetracyclin, TIG: tigecyclin
CHL: chloramphenicol
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A B. fragilis torzsek jelentos patogenitasi faktorainak: enterotoxin és cisztein proteaz
termeléséért felelés génjeinek vizsgalata

A gyljtott 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. A bft-1 és bft-2
izotipusok olvadaspont-analizissel is elkiilonithetok voltak: a bft-1-pozitiv torzsek atlagos
olvadaspontja 80,1+0,4°C, mig a bft-2-pozitiv torzseké 81,2+0,2 °C volt (9. abra). A bft-1 és
bft-2 izotipusok olvadaspont-analizisét harom, véletlenszerien kivalasztott bft-1- és bft-2-
pozitiv B. fragilis bft génjeinek szekvenalasaval konfirmaltuk. A bft-1- és bft-2-pozitiv B.
fragilis torzsek elkiilonitésében az olvadaspont-analizis €s a PCR-RFLP modszerekkel kapott
eredmények jo korrelaciot mutattak. Vizsgalatunk soran egy olyan ritka, altalunk izolalt torzset
is azonositottunk (B. fragilis SZ54), amely egyszerre hordozta a cfiA gént és a bft-1 allélt.

9. abra: A bft-1- és bft-2-pozitiv B. fragilis térzsek olvadaspont-analizise

bft-1-pozitiv torzsek olvadaspontja bft-2-pozitiv torzsek olvadaspontja

20.0

Derivative Reporter (-Rn)

10.0

5.0

770 7.0 79.0 20.0 s1.0 s2.0 23.0 24.0 35.0 86.0

Temperature (°C)

A bfpl-4 (C10 proteaz gének) és fpn (C11 proteaz gén) gének jelenlétének RT-PCR-
rel torténd vizsgalata céljabol 72 B. fragilis izolatumot valasztottunk ki (26 ETBF és 46 nem
ETBF torzsek). A C10 proteaz gének megoszlasa: 38 térzs 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 (26. tablazat). A 26 bft-pozitiv torzs koziil 24 (92,3%)
hordozta az fpn gént, ugyanakkor 46 bft-negativ izolatum kdoziil 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
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35 volt pozitiv bfpl, 56 bfp2 és 17 bfp3 génekre (27. tablazat). A 63 fpn-pozitiv térzs koziil
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 szignifikdns negativ korrelaciot a bfp2 és cfiA

e ey

irodalomban eddig csak kevés adatot kozoltek.

26. tablazat: Az fpn and bfp1-4 gének el6fordulasa bft-pozitiv és bft-negativ B. fragilis
izolatumok korében

bft-pozitiv torzsek bft-negativ torzsek

Torzsek (n=26) (n=46)
bfpl-pozitiv 12 26
bfp2-pozitiv 19 39
bfp3-pozitiv 7 10
bfp4-pozitiv 0 0
bfpl- és bfp2-pozitiv 3 19
bfpl- és bfp3-pozitiv 0

bfp2- és bfp-3-pozitiv 0

bfpl-, bfp2- és bfp3-pozitiv 6

fpn-pozitiv 24 36

27. tablazat: Az fpn és bfpl-4 gének jelenléte cfiA-pozitiv és cfiA-negativ B.
fragilis torzsek korében

Torzsek cfiA-pozitiv cfiA-negativ
bfpl-pozitiv 3 35
bfp2-pozitiv 2 56
bfp3-pozitiv 0 17
bfp4-pozitiv 0 0

bfpl- és bfp2-pozitiv 0 22
bfpl- és bfp3-pozitiv 0

bfp2- és bfp-3-pozitiv 0

bfpl-, bfp2- és bfp3-pozitiv 0

fpn-pozitiv 0 63
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5.3. A MALDI-TOF MS alkalmazasa a human, klinikai eredetii anaerob baktériumok

azonositasaban

Klinikai izolatumok species-szintli meghatarozasa

Az elsé vizsgalatunkban 2 éves periodus soran 283, random moédon kivalasztott
klinikailag relevans anaerob izolatumot identifikdltunk MALDI-TOF moddszerrel a Bruker
Daltonik laboratériummal egyiittmiikddve. A torzseket foként hemokultarabol, diabeteses
labfert6zésekbdl, sebvaladékokbol, intra-abdomindlis-, n6gydgyaszati- és az oralis régiot érintd
fert6zésekbol izolaltuk. A 249 izolatum, amiket a MALDI-TOF MS egyértelmiien tudott
identifikalni, 14 genushoz és 35 fajhoz tartozott (28. tablazat).

28. tablazat: Anaerob izolatumok szama, melyeket a MALDI-TOF MS ¢és fenotipusos

modszerekkel azonositottunk species vagy genus szintjén

Faj A MALDI-TOF| A fenotipusos | Faj A MALDI-TOF| A fenotipusos
MS altal modszerekkel MS altal modszerekkel
azonositott azonositott azonositott azonositott
torzsek szama | torzsek szama torzsek szama | torzsek szama
log(score) log(score)
Gram-negativ >2,000 | >1,700 Gram-pozitiv >2,000 | >1,700
Bacteroides fragilis 57 0 42 C. perfringens 45 2 45
B. thetaiotaomicron 14 1 8 C. difficile 4 0 2
B. ovatus 9 0 7 C. innocuum 4 0 2
B. uniformis 3 0 7 C. tertium 2 0 2
B. vulgatus 3 0 5 C. septicum 4 0 4
C. ureolyticus 2 5 7 C. butyricum 0 1 1
F. capillosus 0 0 3 C. ramosum 2 0 0
B. stercoris 0 0 2 C. baratii 0 1 0
B. caccae 0 0 3 C. fallax 0 0 1
B. eggerthii 0 0 1 C. paraputrificans 0 0 1
P. merdae 0 0 1 C. bifermentans 0 0 1
P. distasonis 6 0 5 Clostridium sp. 0 0 2
Bacteroides sp. 2 0 4 GPAC * 0 0 4
Prevotella oralis 0 0 5 Finegoldia magna 2 0 2
P. bivia 11 4 13 Parvimonas micra 1 0 1
P. buccae 9 0 9 P. anaerobius 5 0 4
P. loescheii 0 0 1 Peptostreptococcus sp.| 0 0 7
P. intermedia 0 0 1 Gemella morbillorum 1 0 2
P. disiens 3 0 2 G. haemolysans 0 1 0
P. baronae 1 0 0 G. sanguinis 0 1 0
P. asaccharolytica 0 0 1 S. salivarius 0 1 0
P. loescheii 0 0 1 Cutibacterium acnes 16 0 16
Prevotella sp. 0 0 2 P. avidum 1 2 0
F. necrophorum 4 1 3 Propionibacterium sp. 0 0 2
F. nucleatum 0 1 5 A. odontolyticus 2 5 5
F. varium 0 0 1 Actinomyces sp. 0 0 2
Fusobacterium sp. 2 1 0 Lactobacillus gasseri 1 0 0
C. sputigena 0 1 0 L. paracasei 1 0 0
Capnocytophaga sp. 0 0 1 L. jensenii 0 1 0
Lactobacillus sp. 0 0 3
G. adiacens 1 2 0
Osszesen 126 14 140 92 17 109

*GPAC: Gram pozitiv anaerob coccusok
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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 identifikalni
[log(score) 1,7-2,0]; azonban egy izolatum kivételével (Fusobacterium sp.) ugyanazokat a
fajneveket adta meg a Biotyper az elsé ¢s a masodik legjobb taldlat helyén (néhany esetben még
a harmadik és a negyedik helyen is). Ot izolatum esetében (1,8%) (két Bacteroides sp. és harom
Fusobacterium sp.) az MS mérés nem adott faj-szintii identifikaciot; azonban a log(score)-0k
1,988 ¢és 2,465 kozott voltak. Harmincnégy izolatum esetében (12,0%) a MALDI-TOF MS
mérés nem adott megbizhatd identifikaciés eredményt, <1,7 log(score)-ral. Ebbdl a 34
izolatumbol csak nyolcat lehetett szekvendlni az etanol extraktum elégtelen mennyisége miatt.
A szekvenalasi adatok ezeknek a térzseknek a fenotipusos azononositasaval 6sszehasonlitva a
29. tablazatban lathatoak.

29. tablazat: Azon izolatumok fenotipusos azonositasa és 16S rRNS gén szekvenalasa, amelyek
esetében a MALDI-TOF MS-¢el nem volt megbizhatd az azonositas: log(score) <1,7 (n=8)

Species azonositas a 16S rRNS A MALDI-TOF | A Rapid ID 32A fenotipusos
szekvenalassal (egyezés) MS altal kapott azonositasa
log(score)
Anaerococcus vaginalis (97,97 %)* 1,564 Anaerococcus prevotii
Anaerococcus vaginalis (97,97 %)* 1,395 Anaerococcus prevotii
Finegoldia magna (100%) 1,238 Finegoldia magna
Clostridium hathewayi (99,33 %) 1,406 Clostridium clostridiforme
Campylobacter ureolyticus (100%) 1,313 Clostridium fallax
Finegoldia magna (99,55%)** 1,417 Anaerococcus prevotii
Finegoldia magna (100%)** 1,372 Anaerococcus prevotii
Prevotella baroniae (99,56%) 1,277 Prevotella loescheii

*A. vaginalis és C. hathewayi nem volt jelen a Rapid ID 32A adatbazisaban
** F. magna az Anaerococcus prevotii csak minimalis biokémiai tesztjeiben kiilonbozik

A 30. tablazat azoknak az az izolatumoknak a szekvenalasi eredményeit mutatja,
amelyek ellentmondasos species-szintii identifikacios eredményeket adtak az MS
[log(score>2,0)] €s a fenotipusos identifikalas alapjan. Azokat az izolatumokat, amelyek 1,7-
2,0 kozotti log(score) ereményeket adtak szintén szekvenaltuk, kivéve azokat, ahol a
fenotipusos identifikaci6 ugyanolyan faj-szintii eredményt adott. Az ellentmondéasos
eredmények nagy része a Bacteroides/Parabacteroides genusbol szarmazott. Fenotipusos
modszerekkel tévesen azonositottunk a MALDI-TOF moédszerrel B. fragilis-nak bizonyulo 16
izolatumot és B. thetaiotaomicron-nak bizonyuldo 7 izolatumot, ezek a fenotipusos
szekvenalasi eredmények 99-100% hasonlésaggal 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 6 Prevotella torzs esetében ellentmondasos species identifikaciot
adtak a hagyomanyos fenotipusos-biokémiai moddszerek; azonban 1 eset kivételével a
azonositottunk fenotipusos identifikalassal Peptostreptococcus spp.-ként. Koziilik 2 a
tomegspektrometrias modszerrel Finegoldia magna- és Gemella morbillorum-nak bizonyult,
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azonban a masik négy térzs nem anaerob faj volt: az egyik Streptococcus salivarius, 3
Granulicatella adiacens eredményt adott, mindegyik eredményt a szekvenalas megerdsitette.

30. tablazat: Azon izolatumok szekvenalasi adatai, ahol a MALDI-TOF MS és a fenotipusos
modszerekkel azonositott fajok azonositasa nem megfelelé eredményeket adott (n=44)

A MALDI-TOF MS Log Species azonositasa Species azonositasa 16S rRNS
altal azonositott fajok| (score) fenotipusos médszerekkel | génszekvenaldssal (egyezés %)
C. difficile 2,392 C. perfringens C. difficile (100)

C. ramosum 2,317 C. paraputrificans C. ramosum (100)

C. perfringens 2,362 C. bifermentans C. perfringens (100)

C. baratii 1,727 C. fallax Clostridium sp. (99,77)
Finegoldia magna 2,127 Peptostreptococcus sp. Finegoldia magna (100)
Gemella morbillorum 2,491 Peptostreptococcus sp. Gemella morbillorum (100)
Streptococcus salivarius | 1,998 Peptostreptococcus sp. Streptococcus salivarius (99)
Granulicatella adiacens | 1,87 Peptostreptococcus sp. G. adiacens (99)

G. adiacens 1,962 Peptostreptococcus sp. G. adiacens (99,13)

G. adiacens 2,187 Peptostreptococcus sp. G. adiacens (99)

B. fragilis 2,153 B. capillosus B. fragilis (100)

B. fragilis 2,537 B. vulgatus B. fragilis (100)

B. fragilis 2,399 B. uniformis B. fragilis (99)

B. fragilis 2,489 B. uniformis B. fragilis (99)

B. fragilis 2,454 B. vulgatus B. fragilis (99)

B. fragilis 2,576 B. capillosus B. fragilis (99,56)

B. fragilis 2,61 P. merdae B. fragilis (99,56)

B. fragilis 2,538 B. thetaiotaomicron B. fragilis (99,56)

B. fragilis 2,54 B. caccae B. fragilis (99)

B. fragilis 2,608 B. caccae B. fragilis (99)

B. fragilis 2,489 B. caccae B. fragilis (100)

B. fragilis 2,389 P. loescheii B. fragilis (99,12)

B. fragilis 2,61 B. stercoris B. fragilis (100)

B. fragilis 2,421 B. stercoris B. fragilis (99,34)

B. fragilis 2,449 P. bivia B. fragilis (99,78)

B. fragilis 2,386 P. bivia B. fragilis (99,56)

B. thetaiotaomicron 2,445 P. distasonis B. thetaiotaomicron (100)
B. thetaiotaomicron 2,406 B. uniformis B. thetaiotaomicron (99)
B. thetaiotaomicron 2,38 B. fragilis B. thetaiotaomicron (99)
B. thetaiotaomicron 2,15 B. fragilis B. thetaiotaomicron (100)
B. thetaiotaomicron 2,251 B. ovatus B. thetaiotaomicron (99)
B. thetaiotaomicron 2,366 B. fragilis B. thetaiotaomicron (99,78)
B. thetaiotaomicron 2,216 B. eggerthii B. thetaiotaomicron (100)
B. ovatus 2,261 B. eggerthii B. xylanisolvens (98,78)
B. ovatus 2,242 B. thetaiotaomicron B. xylanisolvens (98,78)
B. uniformis 2,637 P. buccae B. uniformis (100)

P. distasonis 2,453 P. intermedia P. distasonis (98,89)

P. distasonis 2,533 B. fragilis P. distasonis (98,89)

P. buccae 2,297 P. intermedia P. buccae (99,78)

P. buccae 2,309 P. oralis P. buccae (99,13)

P. disiens 2,194 P. oralis P. disiens (98,89)

P. bivia 2,348 P. oralis P. bivia (100)

P. bivia 2,236 P. oralis P. bivia (100)

P. baroniae 2,189 P. loescheii P. baroniae (98,90)

Kék szinnel jelolve az egyezdségek

A 4 izolatumbol, amelynek a log(score) értéke 1,7 és 2,0 kozott volt és a fenotipusos
identifikalas eredménye kiilonbozott a MALDI Biotyperrel kapott eredménytdl, a szekvenalasi
adatok harom izolatumban a MALDI-TOF MS identifikaciot megerdsitették, egy izolatumra a
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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 (30.
tablazat). Az altalanos egyezés a MALDI-TOF és a szekvenalasi adatok kozott azokra a
torzsekre, ahol a fenotipusos identifikacio kiillonbozott, 93,2%-nak bizonyult (41/44 torzs). A
Gram-negativ anaerob izolatumok koziil a hétbdl 6t Campylobacter ureolyticus izolatum adott
1,750 és 1,985 kozotti log(score)-okat és a fenotipusos, biokémiai modszerek ugyanazokat a
fajidentifikaciés eredményeket adtak. Ugyanez igaz a hét Actinomyces odontolyticus
izolatumbol otre, amelyeknek 1,730 és 1,947 kozott volt a log(score) értékiik és amelyekre a
fenotipusos identifikacié ugyanazt a fajazonositést adta.

Klinikai Bacteroides/Parabacteroides sp. izolatumok species-szinti azonositasa a MALDI-
TOF MS modszerrel

A kovetkez6 vizsgalatunkban 277 klinikai Bacteroides/Parabacteroides sp. izolatumot
valasztottunk ki az el6zd fejezetben mar ismertetett eurdpai torzsgyiijteménybdl, hogy
identifikaljuk a MALDI-TOF MS mddszerrel és a klasszikus fenotipusos identifikalod
modszerekkel. A 277 izoldtum koziil 270-et egyértelmiien [log(score)>2,0] sikeriilt
identifikalni a MALDI-TOF MS mddszerrel 6szehasonlitva a MALDI Biotyper adatbazisaban
talalhato referencia torzsekkel (31. tablazat).

31. tablazat: A Bacteroides/Parabacteroides sp.-be tartozo klinikai izolatumok species-
szintli azonositasa kiilonb6zo modszerekkel

Faj Az izolatumok szama N=277
A MALDI-TOF MS - Flokemlal » Klvalasztva'a 16S

>2.,0 log(score) v1zsgalato_kkal eltéré rRNS gén
= fajok szekvenalasahoz*

B. fragilis 179 5 2

B. thetaiotaomicron 43 5 4

B. ovatus 15 6 1

B. vulgatus 20 1 1

B. uniformis 5 3 2

B. eggerthii 1 0 0

B. nordii 4 3 1

B. salyersiae 1 0 0

B. massiliensis 2 0 0

A MALDI-TOF MS 4ltal nem 7

egyértelmi azonositas

Osszesen 277 23 12

*Olyan torzsek esetén tortént a szekvenalas, ahol a MALDI-TOF MS log(score) 2,0-2,5 volt, de a
biokémiai azonositas kiilonbozott (n=12), illetve a A MALDI-TOF MS éltal nem volt egyértelmii az
azonositas (N=7)

Hét izolatum esetén nem tortént egyértelmii identifikalas, mivel nem allt rendelkezésre
megfeleld referencia spektrum a vizsgalat id6északaban az adatbazisban [log(score) <1,7]. Mind
a hét izolatum esetében elvégeztilk a 16S rRNS gén szekvenalast. A szekvenaldsi adatok
egyértelmiien aldtdmasztottdk a biokémiai azonositdsi eredményeket harom esetben (P.
distasonis). Ezen torzsek koziil egyet két parhuzamos kisérletben elékészitettiink MALDI-TOF
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MS mérésre és 20 spektrumot mértiink le, amelyet hozzaadtunk a MALDI Biotyper MSP
adatbazishoz.

A harom masik izoldtum, amelyet nem sikeriilt identifikalni a spektrumuk alapjan (a
biokémiai médszerek alapjan P. distasonis-nak és B. thetaiotaomicron-nak bizonyultak) az
ezutani megismételt mérések soran log(score) >2,5-0s értéket adtak. A harom tovabbi MALDI-
TOF-al nem megfelen identifikalt torzs a szekvenalds soran Bacteroides eggerthii-nek, P.
goldsteinii-nek és B. intestinalis-nak bizonyult (32. tablazat). A két B. fragilis kontroll torzset
(B. fragilis ATCC 25285 és B. fragilis DSM 2151) tobbszori parhuzamos méréssel,
mintapreparalassal hasonlitottuk 0ssze, az identifikalas mindkét esetben magas log(score)-ral
(>2,5) jart.

32. tablazat: Azon térzsek 16S rRNS szekvenalas eredményei, melyek species-szintii
identifikacigja eltéré volt a MALDI-TOF MS és a biokémiai modszerrel vizsgalva, vagy a
MALDI Biotyper identifikacié nem volt megfelel6

Sorszam Species meghatarozas
Biokémiai teszt | MALDI-TOF MS 165 rRNS gén
szekvenalas eredménye

A biokémiai teszt és a MALDI-TOF eredmény kiilonb6z6
1. B. ovatus B. fragilis B. fragilis
2. B. uniformis B. fragilis B. fragilis
3. B. ovatus B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
4. B. uniformis B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
5. B. uniformis B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
6. B. ovatus B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
7. B. uniformis B. ovatus B. ovatus
8. B. thetaiotaomicron B. vulgatus Bacteroides sp. (1j?)
9. B. ovatus B. uniformis B. uniformis

10. B. ovatus B. uniformis B. uniformis

11. B. ovatus B. nordii B. nordii

MALDI Biotyper identifikicié nem volt megfelelé

12. B. thetaiotaomicron ni (log(score) >2,5)? P. distasonis

13. P. distasonis ni P. distasonis

14. P. distasonis ni (log(score) >2,5)@ P. distasonis

15. P. distasonis ni (log(score) >2,5)@ P. distasonis

16. B. thetaiotaomicron ni B. eggerthii

17. B. merdae ni B. goldsteinii

18. Bacteroides sp. ni B. intestinalis

ni: nem meggy6z0 identifikacio; *MALDI-TOF MS analizissel elért log(score) miutan az adatbazisba
bekeriilt a szekvenalt P. distasonis MS; kék szinnel jelolve az egyez6ségek

A MALDI-TOF moédszer egyik elénye a lehetdség a gyorsan ¢€s egyszerlien
kivitelezhet6 fajon beliili tipizalasra, a B. fragilis fajokon beliil, tobb MS cstcs felhasznalhatd
tipizalasra, a 8776 Da-os és 8907 Da-os csucsok jellemzoek az elsé csoportra, a 8788 Da-os €s
8919 Da-os cstucsok a masodik csoportra, mig a 8808 Da-os és 8941 Da-os csticsok a harmadik
fajcsoportra (10. 4abra). Vizsgalataink soran a modszer differenciald kapacitasa
reprodukélhatonak bizonyult a tobb, parhuzamosan megismételt mérés soran. Az Gjjonnan leirt
fajok, mint pl. a B. salyersae és a B. nordii is identifikalhatok MALDI-TOF MS modszerrel, a
human patogén Bacteroides/Parabacteroides fajok kozott egyértemiien kiilonbséget tudott
tenni a modszer.
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10. abra: Példak a csucsokra, melyek alapjan a B. fragilis torzsek harom alcsoportjat
kiilonboztetjilk meg (Nagy E. et al. 2009.)
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A 270, MALDI-TOF Aaltal egyértemlien meghatarozott izolatum koziil 23 esetén
kaptunk ellentmondd eredményt a klasszikus biokémiai mddszerrel végzett identifikalas soran.
A 23 izolatumbol 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
alatamasztottdk 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
faj-szint(i identifikalashoz, csak nemzetség (egy j Bacteroides sp.-hez) szint(ihoz, a térzs a
vizsgélataink alapjan kozeli rokonsagot mutat a B. uniformis, B. eggerthii és B.
thetaiotaomicron fajokhoz. Vizsgalataink alapjan a MALDI-TOF MS identifikalo, elvalasztd
képessége jobbnak bizonyult a biokémiai teszteknél a B. thetaiotaomicron, B. ovatus és B.
uniformis fajok esetében.

Az eurOpai szintli vizsgalatainkat folytattuk, az el6z6 fejezetben ismertetett,
Magyarorszagbdl gyiijtott 400 Bacteroides/Parabacteroides torzs species szintil
meghatarozasaval. A vizsgalat sordn mind a négy részvevd centrum rendelkezett sajat
MALDITOF késziilékkel, igy azt kértiik, hogy a tovabbi vizsgalatra bekiildott torzseket minden
laboratorium (mindegyik Bruker Daltonik késziilék) sajat maga is identifikdlja a sajat
modszereikkel a késziilékiikon, ezt kovetéen mi magunk is elvégeztiik az Osszes torzs
identifikalasat a sajat késziilékiinkdn, egy vizsgald végezte az 0sszes torzs mérését, azonos
koriilmények kozott, azonos modszerrel, 3 parhuzamos méréssel. A résztvevd centrumokban
tortént identifikalas és a szegedi centrumban végzett ismételt azonositas soran a 400 térzs koziil
379 (94,75%) esetében az identifikalas korrekt, faj-szintli volt, >2,000 log(score) értékkel
(log(score) tartomany: 2,020-2,525, atlagos érték: 2,249). Harom parhuzamos, ismételt
identifikalas utan minden torzs esetében a legjobb log(score) értékeket valasztottuk ki az
analizishez.
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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 €s rapid ID 32A teszttel egészitettiik ki.

A 21 izolatum koziil 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
(33. tablazat). Mivel a rapid ID 32A teszt adatbazisa nem tartalmazta az Gjonnan 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 elfogadhatd a 21 vizsgalt térzs koziil. A MALDI-TOF MS és
rapid ID 32A modszerekkel tortént identifikalassal mindossze 5 torzs (23,81%) esetén kaptunk
egyez0 eredményt.

A szekvenalas pontossdga minden esetben >98% volt, kivéve az SY9 szdmu torzset,
amely esetén ez az érték 95% lett. Az SY9, SY64 és SY81 sorszamu torzsek esetén a MALDI-
TOF MS és rapid ID 32A moddszerekkel kapott identifikalasi eredmények eltéréek voltak.
Ennek magyarazata, hogy ezen torzsek filogenetikailag annyira kozel allnak egymashoz, hogy
hagyomanyos biokémiai moddszerekkel nem, vagy nehezen kiilonithetok el (SY9: B.
intestinalis/B. cellulosilyticus; SY64: B. nordii/B. salyeriae; és SY81: B. ovatus/B.
xylanisolvens). A B. fragilis SY23, B. thetaiotaomicron SY53 és a B. fragilis SE33 torzsek
esetében a szekvenalas eredményét fogadtuk el.
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Egyes anaerob specieseken beliili tipusmeghatarozas lehetéségei a MALDI-TOF MS
modszerrel
A Bacteroides fragilis torzsek Divizié I. és Divizié II. elkiilonitése

Az el6z6 fejezetben bemutatott 277 klinikai Bacteroides/Parabacteroides torzsbol,
melyeket a MALDI-TOF MS-sel identifikaltuk fajszinten 145 B. fragilis izolatum magas
log(score)-os (>2,5) spektrumat vizsgaltuk at és a munkacsoportunk altal korabban mar vizsgalt
¢s publikalt eredményeinket felhasznalva a B. fragilis I1. csoportra jellemzd csticsokat kerestiik.
A Divizi6 |- vagy ll-be tartozast a MALDI Biotyper 3.1 software “cfiA identification” file (a
kozos tudoményos egylittmikodésiink segitségével a Bruker Daltonik altal kifejlesztett
modszer) alapjan tortént. A vizsgalatba két kontroll torzset (B. fragilis NCTC 9343 cfiA-negativ
torzs; és TAL3636 cfiA-pozitiv térzs) vontunk be. Minden torzs esetében PCR vizsgalattal
kerestiik a CfiA gén jelenlétét. Méréseink alapjan Kilenc izolatum (6,2%) tartozott a B. fragilis
I1. csoportba, mind a kilenc izolatum PCR vizsgalattal cfiA-pozitivhak 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 mddszerrel. A Divizi6 1. csoportba tartozé 136 izoldtum nem hordozta
a cfiA gént. Az alcsoportra jellemz6 cstcsok koziil kettd (4826 és 9649 Da) megtalalhatd volt
mind a kilenc torzsben és egy harmadik (9375 Da) a kilenc torzs koziil nyolcban volt jelen. A
MALDI Biotyper szoftver minden esetben helyesen osztalyozta a B. fragilis torzseket, jelezve
az ilyen megkozelités alkalmassagat a B. fragilis 1. és I1. csoportjanak megkiilonboztetésére.

Kovetkez6 vizsgalatunkba a sajat izolatumainkbol 2012-ben stlyos human
fert6zésekbol kitenyésztett random valogatott hatvan B. fragilis torzset vontuk be. Mindegyik
torzs species-szintl identifikacioja a MALDI-TOF/MS modszerrel, majd a Divizio | vagy I1-be
tartozas a MALDI Biotyper 3.1 software “cfiA identification” file alapjan tortént. A Divizio Il-
be tartozo torzsek esetében kerestiik a cfiA rezisztencia gén jelenlétét is PCR modszerrel és
meghataroztuk az imipenem MIC értékeket is. A vizsgalt 60 B. fragilis torzsbol 5 tartozott a I1-
csoportba, ezek mindegyike hordozta a cfiA gént, azonban négy torzs fenotipusosan érzékeny
volt (az egyik egy heterogén fenotipusu torzs: B. fragilis 88768), csak egy torzs volt rezisztens
(B. fragilis 69566) imipenemre (34. tablazat). (Ezt a torzset mutattam be az el6z6 fejezetben
az els6 magyar MDR torzsként.) Tovabbi vizsgalataink alapjan ez a vizsgalt torzs a cfiA gén

crer

aktivalasaért, igy a rezisztencia kifejezédéséért, a fenotipusos megjelenésért felelds.

34. tablazat: A Divizi6 Il-be tartozo B. fragilis torzsek MIC értékei, cfiA gén
kimutatasa PCR modszerrel

Torzs Izolalas helye MIC mg/I MALDI | cfiA | cfiA-UP | nim
szama tipus

CEX IMI CLI | MTZ | TIG 1 + - -
51158 Peritonitis 16 0,5 1 1 |0,125 I + - -
66751 Sebvaladék 128 | 0,125 | 2 1 |0,125 ] + - -
69566 Intra- 256 32 |25 | 4 | 0,125 I + 1,3 kb A

abdominalis (151187)

88768 Peritonitis 64 0,25 nt 2 0,25 ] + - -
103300/4 | Talyog 16 0,5 1 1 |0,125 ] + - -

CEX: cefoxitin, IMI: imipenem, CLI: clindamycin, MTZ: metronidazol, TIG: tigecyclin
cfiA UP: IS elem jelenléte upstream régioban, vastaggal jeldlve: Rezisztens az alkalmazott hatarértékek
alapjan
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A magyarorszagi vizsgalatunkban gytjtott torzsek koziil a MALDI-TOF Biotyper 3.1
szoftver “cfiA identification project file” segitségével megvizsgaltunk 200 B. fragilis torzset.
Az elbzetes faj-szintli identifikacid utan a masodik vizsgalattal 20 izolatum tartozott (10%) a
Divizi6 ll-be és PCR modszerrel azt is igazoltuk, hogy ezek koziil az 6sszes hordozta a cfiA
gént (eredményeket részben ismertettem az el6z6 fejezetekben: 21. tablazat), mig a Divizi6 I-
be tartozo 180 torzs egyike sem hordozta a cfiA gént. A modszerrel Divizio 11-be tartozo torzsek
koziik 17 volt fenotipusosan rezisztens meropenemre (MIC>16 mg/l), egy izolatum MIC értéke
8 mg/l volt, egy masiké 4 mg/1 és egy izolatum MIC értéke 0,25 mg/1 volt.

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

Osszesen 61 C. acnes izolatumot vizsgaltunk, a legtdbb torzs (n=49) altalunk izolalt
friss klinikai izolatum volt, kiilonb6z6 human mintakbol szarmaztak, figyelmen kiviil hagytuk,
hogy valodi patogén volt-e vagy hemokultira kontaminacio. A térzsek kozott volt egy altalunk
mar kazuisztikaként publikalt ritka, bizonyitottan granulomatozus traumatologiai infekciot
okozo C. acnes torzs (HU 24728) is. Ezek koziil az izolatumok koziil a HU76618 torzset, ami
egy hemokultirabol szarmazott, a vizsgalat elején mar megvizsgaltuk eMLST tipizalassal és
ugy bizonyult, hogy a C. acnes torzsek II. tipusdhoz tartozik. Tizenkét referencia torzset
vontunk be (36. tablazat, *-al kiemelt torzsek) korabban publikalt ismert tipizaldsi
eredményekkel, beleértve az ATCC 11828-at (1. tipus). Tizenegy C. acnes torzset: négy 1A1
¢s IA2 tipus (PRP-60, P.acn33, P.acnl7, és P.acn31), egy egészséges borfelszinrdl szarmazo
apatogén IB tipus: 6609 (elézdleg mar publikdltuk a torzs teljes genom szekvenalédsat:
Hunyadkiirti J. et al. 2011), egy IC tipus: PRP-38, két II tipus: ATCC11828 (el6zbleg 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 elsd mérésre.

A MALDI Biotyper rendszerrel tortént rutin mérések utan, amely a C. acnes torzseket
egyértelmiien megkiilonboztette mas vizsgalt Cutibacterium/Propionibacterium fajoktol magas
log(score)-ral (atlag score: 2,34), a tomegspektrumok kozotti kiilonbségeket kerestiik.
Osszességében, a kiilonbdzd C. acnes torzsek spektrumai a csticspoziciok csak néhany
variaciot mutatott és ezek 6sszhangban voltak a kiilonb6z6 C. acnes tipusokkal.

A 11. A. abra mutatja a jellemz6 kiilonbségeket a 6900—7300 Da intervallumban, a
ClinProTools szoftver gel/stack nézetében a C. acnes torzsek 1., II. és III. tipusa kozott, az MS
csucsok alapjan még az IA ¢és IB altipusok kozotti kiilonbségeket is egyértelmiien lehetett 1atni.
A 40. tablazat mutatja a kiilonbozo6 tipusa C. acnes torzsek elkiilonitésére jellemzé csucsokat.
Az IC tipus, a mostanaban leirt 4j C. acnes altipus (McDowell A. et al. 2012a; 2012b) hasonlo
MS profilt ad, mint az IB tipus az els6 értékelések soran ebben a tdmegtartomanyban, azonban
tovabbi jellegzetes csucsokat lehet latni a 9900 és 10000 Da kozotti régioban (11. B. abra).

Mivel azonban nem volt elérhetd tovabbi, ehhez az altipushoz tartozo referencia torzs a
vizsgalatunk idején, €s mdas klinikai izoldtum sem mutatta ezt a mintdzatot, nem tudtuk
megerdsiteni ennek az eredménynek a diszkriminacios képességét, ezért, az IB és IC tipusok
ezzel a csucesal valo megkiilonboztetésének specificitasat bizonyitani kell tovabbi torzsekkel a
jovoben. Annak a lehetdségnek a kivizsgalasara, hogy a C. acnes torzsek tipusat és altipusat
elérejelezziik a torzsek elsd beallitdsdban meghatarozott csucsmintazat alapjan, tovabbi 48 friss
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klinikai C. acnes izolatumot és 2 tovabbi, a C. acnes csoport III. tipusahoz tartozé referencia
torzset vizsgaltunk vakon a korabbi eMLST tipizalasnak megfeleléen (VA2/5 és Asnl3), az
eMLST tipizalast és a MALDI-TOF méréseket egymastol fliggetleniil végeztiik el.

Osszesen 19 klinikai izoldtumot talaltunk a MALDI-TOF méréssel a C. acnes IA
tipusaba tartozonak, azonban az IA1 és A2 alcsoportokat nem tudtuk megkiilonboztetni, mig
az eMLST tipizalasnal mindegyik IA1 altipus izolatumnak bizonyult. Olyan C. acnes klinikai
izolatumot nem talaltunk a vizsgalat soran, ami az A2 altipushoz tartozott volna az eMLST
tipizalaskor. Huszonegy klinikai izolatumot taldltunk IB tipustinak mind a MALDI-TOF MS-
sel mind az eMLST-vel (koztiik volt a granulomatdzus traumatologiai infekciot okozo C. acnes
torzs), nyolc klinikai izolatum bizonyult a C. acnes Il csoportjadhoz tartozoénak mindkét
tipizalasi modszerrel. A korabbi tanulmanyokbdl ismert a C. acnes toérzsek III tipusahoz tartozo
két tovabbi referencia térzs eMLST tipizalassal kapott eredményei ugyanazt a mintazatot adtak,
mint az el6z6leg mar vizsgalt I1I-as tipusu torzsek a MALDI-TOF MS-sel. A MALDI-TOF
MS-sel vizsgalt 6t I1I-as tipust C. acnes torzsbdl egy tdrzsnek (Asnl10) volt a kozds (és egyedi)
[l1l-as tipust izoldtumokra jellemz6 csucson kiviil (7238 Da) egy kicsit kiilonbdzé MS
mintazata (a megjelend 7063 Da csuccsal minden mas I1I. tipusu torzs esetében), aminek 7004
Da csticsa volt kimutathato. I11/1 tipusnak jeloltiik (35. tablazat).

A MALDI-TOF mérést alkalmazva mind a 61 izolatumot hat kiilén csoportba tudtuk
osztani, amelyek megfeleltek az 1A, IB, IC, 11, III és III-1 filotipusoknak, egy 6sszesen 71%-0S
D értékkel (95% CI 65,0-76,6). A jobban megkiilonbozteté eMLST megkozelitést alkalmazva
Osszesen 28 csoportot tudtunk elkiiloniteni, amik megfeleltek az eltér6 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 eMLST megkozelités —mint ahogy szamitottunk ra—, sokkal megkiilonboztetobb
volt, jo korrelaciot kaptunk a két modszer kozott, amikor csak a filocsoport elkiilonitésre
hasznaltuk és nem a torzs elkiilonitésre; habar, a torzsek, amiket IA tipusnak identifikaltunk a
MALDI-TOF-al, az eMLST-vel 1A1 és 1A2 filocsoportokba voltak besorolhatoak. Ezen az
alapon a két modszer kozotti teljes konkordancia a korrigalt Rand értékkel 91% volt (95% CI
81,9-100) a filocsoport elkiilonitésre.

Elvégeztiink egy pilot vizsgalatot, hogy meghatarozzuk, vajon az C. acnes torzsek
inkubacios ideje befolyasolja-e MALDI Biotyper identifikalasi log(score)-kat a illetve a tipus
specifikus csticsmintdzatot. Ismert, hogy a C. acnes apro, tiihegyni telepeket képez mar 24 6ra
tenyésztés utan anaerob koriilmények kozott, a MALDI-TOF MS Biotyper identifikacios
rendszer rendszeres haszndlatakor javasolt a vizsgalatokat 24 oras inkubacids id0 utan
elvégezni, azonban anaerob baktériumok esetében még nehezen lehet elegendd mennyiségii
mintat kapni az extrakcios folyamat kivitelezéséhez. Kivalasztottunk 7 C. acnes referencia
torzset (az 1A és III tipushoz tartozdkat) és mértiikk a log score értékeket 24- ¢és 48 Oras
inkubacios 1d6 utan is, a modszerek fejezetben leirt extrakcios modszer alkalmazasaval. Az
atlag log(score) a 24 6ran tuli izolatumokra 2,302 (2,178-2,401) volt és csak kis mértékben
valtozott 48 oOras inkubaciot kovetden: 2,276 (1,965-2,472). A tipus specifikus csucsokat
mindig egyértelmilen lehetett detektalni, ami azt mutatja, hogy az inkubacidés 1d6 nem
befolyasolta szignifikansan az MS-alapu identifikalast és a C. acnes torzsek tipizalasat. Mind a
hét izolatum esetében azonositottuk a tipikus csticsokat az I. tipus és III. tipus torzsek
elkiilonitésére (36. tablazat) mindkét inkubacios id6 utan.
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35. tablazat: A vizsgalt 61 C. acnes torzs adatai: *-al jeldlve a kontrollként haszndlt torzseket

Sorszam Minta Orszag eMLST MALDI-
szdrmazasi Allél profil ST Filo TOF
hely aroE-atpD-gmk-guaA-lepA-sodA-tly-camp2 tipus | filotipus

55835 Cystitis HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

3632 Hemokultura HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

4579 Bér HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

12604 Pleuralis asp. HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

16634 Acne HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

50460 Acne HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

63006 Seb arcrol HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

19107 Sebész.talyog HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

20550 Hasiiri HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

44064 Fekszini seb HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

64745 Talyog HU 1-1-1-3-1-1-1-1 ST-1 1A1 1A

15614 Hemokultura HU 1-1-1-3-1-1-2-2 ST-3 1A1 1A

26048 Hemokultura HU 1-1-1-3-1-1-2-2 ST-3 1A1 1A

28585 Hemokultira HU 1-1-1-3-1-1-8-6 ST-4 1A1 1A

PRP-60* Acne UK 5-1-1-3-1-1-1-1 ST-20 1A1 1A

76793 Intraoralis absc. | HU 1-1-1-3-1-14-1-1 ST-101 1A1 1A

19695 Sebvaladék HU 1-15-1-3-1-1-1-1 ST-103 1A1 1A

44264 Hemokultiura HU 21-1-1-3-1-1-1-6 ST-104 1A1 1A

44261 Hemokultira HU 21-1-1-3-1-1-1-6 ST-104 1A1 1A

56853 Sziv implant. HU 1-1-1-3-1-1-1-6 ST-105 1AL 1A

P. acn33* Csarnokviz Fr 1-1-1-5-1-4-8-2 ST-2 1A2 1A

P.acnl7* Cornea minta Fr 1-1-1-5-3-5-8-7 ST-22 1A2 1A

P. acn31* Csarnokviz Fr 1-1-1-13-1-4-8-2 ST-36 1A2 1A

6609** Normal bor HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

89071 Felszini seb HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

96088 Bér HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

102778 Iziileti aspirat. HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

1945 Pleuralis asp. HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

4837 Sebészeti asp. HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

10738 Seb arcrol HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

16703 Otitis media HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

20527 Hemokultiura HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

14179 Hemokultiura HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

23766 Seb arcrol HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

24728 Traumatolégiai | HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

45808 1UD HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

51056 Intraoralis absc. | HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

58828 Conjunctiva HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

57826 Conjunctiva HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

61489 Appendicitis HU 1-1-1-4-1-4-8-6 ST-5 1B 1B

80329 Talyog HU 1-1-1-4-1-4-8-31 ST-12 1B 1B

74873 Hemokultiura HU 1-1-1-4-1-4-8-21 ST-42 1B 1B

67060 Felszini seb HU 1-1-1-4-1-4-8-21 ST-42 1B 1B

101320 Sebészeti minta | HU 1-1-1-4-1-4-8-34 ST-98 1B 1B

24763 Hasiri minta HU 1-1-1-4-1-4-26-6 ST-99 1B 1B

PRP-38* Acne UK 9-1-4-8-6-8-14-14 ST-70 IC IB(IC)

72995 Sebészeti minta | HU 15-4-2-4-2-3-10-10 ST-7 1 1]

44073 Hemokultiura HU 15-4-2-4-2-3-10-10 ST-7 I 1]

65763 Hemokultara HU 15-4-2-4-2-3-10-10 ST-7 1 1]

65311 Hemokultira HU 17-9-2-4-2-3-10-10 ST-25 I 1

ATCC11828* Subcut. talyog USA 17-4-2-4-9-12-10-13 ST-27 1 1]

76618 Hemokultiura HU 17-4-2-4-2-6-10-12 ST-30 1 1]

6187 Hemokultira HU 17-4-2-4-2-6-10-12 ST-30 ] 1

12553 Hemokultira HU 17-4-2-4-2-3-24-10 ST-96 ] 1

63848 Conjunctiva HU 20-4-2-4-2-6-10-12 ST-100 I 1]

46361 Acne HU 15-4-2-19-2-3-10-10 ST-106 1 1]

125* Prog. macular. Brazil 7-6-3-7-5-9-12-15 ST-32 11 11

Asnl2* Gerinc csig. UK 7-6-3-7-5-9-13-16 ST-33 1l 1l

VA2/5* Bér (normal) HU 7-6-3-7-5-9-13-16 ST-33 11 11

Asn13* Gerinc csig. UK 7-6-3-11-5-9-13-16 ST-73 I I

Asnl0* Csip6protézis UK 7-6-7-7-5-9-12-16 ST-81 11 /1
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36. tablazat: A kiilonbozd tipusu C. acnes torzsek jellegzetes MS cstcsai a mar ismert eMLST
tipus eredményekkel dsszevetve

C. acnes torzs Jellemz6 MS cstcsok MS filotipus eMLST filotipus
(McDowell A. et al. 2012)

PRP-60 7034, 7180 1A 1A
P. acn 33 7034, 7180 1A 1A2
P.acn 17 7034, 7180 1A 1A2
P.acn 31 7034, 7180 1A 1A,
6609 7004, 7180 1B IB
PRP-38 7004, 7180, 9950 IB/(IC) IC
ATCC11828 6985, 7525 1 1

76618* 6985, 7525 1 1

12S 7004, 7238 11 11
Asnl2 7004, 7238 Il il
Asnl0 7063, 7238 /1 Il
VA2/5 7004, 7238 Il 11
Asnl0 7004, 7238 Il 11

*Frissen izolalt hemokultira torzs, az eMLST a vizsgalat kezdetén késziilt el

11. abra: A referencia C. acnes izolatumok gél-alapt tomegspektrum felvétele
A: az azonositas alapjaul szolgalo tomegspektrum kiilonbségek az adott izolatumokban. Az I-es filogenetikali
csoportba tartozo6 0sszes izolatumnal megtalalhaté a 7004Da régidban 1évo spektrum.
B: 9950 Da régioban a PRP-38-as az eMLST alapjan IC tipusnak azonositott mintaban egy tovabbi spektrum
lathato, ami igy segitségiil szolgal az IC izolatumok azonositasa soran

A
E 12S ,
; = — 11 tipus
] Asnl2
ATCC 11825 11 tipus
! 6609
5 ¢ IB tipus
- PRP-38
| P.acn 33
| 3 et IA tipus
| § PRP-60
6600
B
|
; : 6609 IB tipus
| !

PRP-38 1IC tipus

8500 9000 9500 10000 10500
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6. MEGBESZELES
6.1. Vizsgalatok a C. difficile torzsekkel

A hipervirulens C. difficile 027-es PCR ribotipusu jarvanytorzs megjelenése az USA-
ban ¢és Kanadaban, majd az eurdpai orszagokban torténd jarvanyos elterjedése utan a C.
difficile torzsek izolalasa és tipizalasa iranti érdeklédés oriasi mértékben nétt, azonban a kelet-
europai  orszagokbol  -koztik ~ Magyarorszagrél-  nagyon  kevés  adat  all
rendelkezésre. Vizsgalataink soran a C. difficile ribotipusok elterjedésének térbeli és iddbeli
valtozasat hasonlitottuk 0ssze Magyarorszag kiilonbozo teriileteirdl, egymast kovetd
id6szakokban gytjtott torzsek esetén a koradbbi nemzetkézi és az el6z6 hazai ribotipusos
vizsgalataink eredményeivel. A kiilonb6z6é ribotipusok eloszlasaval Osszefiiggésben mind
hazai, regionalis, mind nemzetkozi kiilonbségeket figyeltiink meg és az egyes ribotipusok
prevalenciajanak valtozasa az id6 mulasaval is nyilvanvald volt. Legelso vizsgalataink soran a
klasszikus agar6zgél alapu ribotipizalast hasznaltuk a C. difficile izolatumok epidemioldgiai
nyomonkovetésére hazankban (Sajdt kozlemények: Urban E. et al. 2001; Terhes G. et
al. 2004, 2006, 2009a), azonban a kés6bbi vizsgalatunkban mar a kapillaris gélektroforézist
(CE) alkalmaztunk a PCR ribotipusok elkiilonitésére (Sajdt kozlemények: Téth J. et al. 2016).

1998-1999-bena SZTE Kklinikairol 65 C. difficile izolatumot  gytijtottiink, majd
Egyesiilt Kiralysag-beli Anaerob Referencia Laboratoriummal (ARL, Cardiff, UK) kozos
tudomanyos egyiittmiikodésben, PCR ribotipizaldsi modszerrel. Ebben a felmérésben 3 honap
alatt 253 hasmenéses székletmintdbol 57 torzset izolaltunk és egyéb kiilonbozd klinikai
mintakbdl (pl. szemvaladék, sebvaladék, epe- és intra-abdominalis mintak) 8 torzset. A vizsgalt
torzsek 15 kiilonbozo ribotipusba tartoztak; a leggyakoribb tipus, a 087-es ribotipus volt, ez az
Osszes torzs 39%-at, a toxin-termeld torzsek 50%-at tette ki (Sajdt kézlemények: Urban E. et
al. 2001), a masodik leggyakoribb ribotipus a 012 (20,0%) volt a harmadik a 001 (12,3%), ami
az adott idészakban az Egyesiilt Kirdlysag-beli adatok alapjan ott a korhazi torzsek kozott a
leggyakoribb ribotipus volt. Az 50 toxin-termel6 torzs 7 kiilonb6z6 ribotipusba, 15 toxin-
negativ torzs 8 kiilonbozd ribotipusba tartozott. A toxintermeld torzsek dontd tobbsége, 46
(92%) harom kiilonb6z6 PCR ribotipusba tartozott. Ebben az idészakban gytijtott torzsek kozott
nem talaltunk binary toxin-termeld, illetve toxin A-negativ és toxin B-pozitiv torzseket €s egy
uj, eddig még nem leirt ribotipust fedeztiink fel a hazai torzsek kozott.

2002-ben harom magyarorszagi régiobol gyljtottiink torzseket és a vizsgalt
szaztizenkét C. difficile torzsbol az A toxin és a B toxin gének egyiittes jelenlétét 79 térzsben
talaltuk meg. A toxintermeld izoldtumok nem rendelkeztek delécidval, vagy inszercioval a
izolaltunk, binary toxin gént hordozott. A két torzs PalLoc szekvenalasi elemzésének
eredményei azt mutattak, hogy a torzsek a IlI-as és a IV-es toxin-tipusokba tartoztak, amelyek
A és B toxint termelnek, a tcdA-t és a tcdB-t PCR-rel detektaltuk és a citotoxicitasi vizsgalatok
pozitivak voltak. Ebben az iddszakban ugy tiint, hogy Magyarorszagon a binary toxin-termeld
torzsek elterjedtsége jelentdsen eltért a nemzetkdzi tanulmanyok adataitol; ezt az eltérést a
vizsgalt izolatumok szdménak vagy a kiilonb6z6 klonok foldrajzi eloszlasdnak kiilonbségei
magyarazhatjak (Perelle S. et al. 1997; Rupnik M. et al. 2003; Stubbs SL. et al. 2000). Amikor
a tanulmanyokban a vizsgalt torzsek szama alacsony volt, a binary toxin-pozitiv izolatumok
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el6fordulasa magas volt (8,3 és 23,5% kozott); ha a vizsgalt térzsek szama nagy, a becstilt
eléfordulasi ardny 1,6%- (Japan) és 5,5% kozott mozgott (Rupnik M. et al. 2003). Erdekes,
hogy a felmérésiink soran izolalt két binary toxin-pozitiv izoldtum olyan jardbetegekbdl
szarmazott, akiknek korabban nem volt koérhazi kezelése. Eseteinkben a binary toxin
patogenitasban betdltott szerepét nem lehetett egyértelmiien meghatarozni az A toxin és B toxin
egyideju jelenléte miatt. Ebben az id0szakban mar a molekularis diagnosztikai eljarasokat
sz¢les korben alkalmaztdk a toxin varidns torzsek kimutatasara, de a binary toxin szerepe a C.
difficile-altal okozott korképekben még nem volt vildgos. Az altalunk izolalt két binary toxin-
pozitiv és toxin A toxin-, B toxin-pozitiv izolatum azt sugallta, hogy ez a tipus el6fordulhat
nem csak korhdzi kornyezetben, hanem a k6zosségben szerzett hasmenéses esetekben is.

A 2002-2004 kozotti ribotipizalasi vizsgalatunkat kiterjesztettiik: harom magyarorszagi
laboratériumbdl gytjtott 105 izoldtum vizsgélata soran Osszesen 23 kiillonbozé ribotipust
talaltunk, ésa cardiffi torzstenyészet gyljteményben a C. difficile PCR ribotipus
konyvtaraban rogzitett mintakkal valé Osszehasonlitas soran 5 1j ribotipust fedeztiink fel,
amelyeket 161, 162, 164, 165 és 166 PCR ribotipusoknak neveztek el (Sajdt kozlemények:
Terhes G. et al. 2006). A vizsgalt iddszakban a magyarorszagi izolatumok koziil a leggyakoribb
tipusok a 014 (24,8%), 002 (13,3%) és 085 (8,6%) PCR ribotipusok voltak, a toxin-negativ
torzsek tobbsége a 085 PCR ribotipushoz (9/22 izolatum) tartozott. Az el6z6 tanulményunkhoz
képest a dominans ribotipusok kiilonbozdek voltak, és jelentds eltérést talaltunk a régiok kdzott
iS. Ebben a vizsgalt id6szakban sem talaltunk még A toxin-negativ és B toxin-pozitiv
izolatumokat.

A 027-es PCR ribotipust C. difficile torzsek altal okozott fert6zések elsé megjelenése
Eurépaban a délkelet-Anglidban 1évd Stoke Mandeville korhazban okozott jarvany volt
2004/2005-ben (Brazier JS. et al. 2007). Az els6é magyar 027-es ribotipust C. difficile torzset
2007-ben izolaltuk és erdsitettitk meg toxinstatuszat, illetve ribotipusat molekularis modszerrel
(Sajat kozlemények: Terhes G. et al. 2009b). Veliink parhuzamosan kozolték a jarvanytorzs
altal okozott esetek -ekkor még szorvanyos- el6forduldsat szamos madas orszagban:
Hollandiaban: Goorhuis A. et al. 2007, frorszagban: Long S. et al. 2007, Németorszagban:
Kleinkauf N. et al. 2007, és Finnorszagban: Lyytikdinen O. et al. 2007. Mivel ebben az
idészakban mar megjelentek a magyarorszagi korhazakban is a sulyos és gyakran rekurrens
CDI esetek (bar még csak szorvanyosan, a bejelentés nem kotelezd volta miatt pontos adatok
nem ismertek) feltételeztiik a hipervirulens 027-es ribotipusu torzsek terjedését az orszagban,
ezért a binary toxin-pozitiv torzseket valasztottuk ki tovabbi PCR ribotipizalasra. A vizsgalt 8
torzsbol azonban csak 1 torzs bizonyult 027-es ribotipusunak, 4 térzs a 078-as ribotipusba
tartozott, mig a fennmarado harom a 13 1-es ribotipusba tartozott (Sajat kozlemények: Terhes G.
et al. 2009a). A szintén hipervirulens 078-as ribotipusu toérzsek az 51-62 éves korosztalyba
tartozo betegekbdl szadrmaztak, harom esetben kérhazi-nozokomidlis infekcidobol szarmazott a
minta, egy esetben azonban nem volt eldzetes hospitalizacio. A vizsgélt idészakban a
hazankban gyakori 078-as ribotipus prevalenciaja 2005-2008 kozott Hollandiaban 3%-161 13%-
ra valtozott, ott a 078-as ribotipusu torzseket sokkal gyakrabban izolaltak fiatalabb betegekbdl
¢és kozosségben szerzett hasmenéses esetekbol (Goorhuis A. et al. 2008).

2010-ben és 2011-ben -viszonylag késén a nyugat-eurdpai orszagokhoz képest- a
jelentések alapjan a hipervirulens C. difficile 027-es ribotipusu torzsek altal okozott infekciok
Magyarorszagon egyre inkabb gyakoribba valtak a kiilonb6z6 korhazakban. A Humén Patogén
Anaerob Baktériumok Nemzeti Referencia laboratoriumaba az orszag kiilonbozd részeirdl
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beérkezett hasmenéses székletmintakbol kitenyésztett nagy szamu C. difficile torzs species
szintli megerdsitése tortént meg biokémiai modszerekkel, illetve a térzsek toxin statuszanak
ellendrzése PCR vizsgalattal. Teljes korli ribotipizalast nem végeztiink az Osszes izoldtum
esetében ezekben az években; csak a toxinok termeléséért felelés gének jelenlétének
meghatarozasat, illetve az Osszes binary toxin gén pozitiv izolatum esetében az agar6z gél
savmintdk Osszehasonlitdsat végeztiik el, a PCR ribotipus 027 referencia torzsekkel. A
referencia laboratoriumba 2010-ben Magyarorszag nyolc kiilonboz6 régiojabol kiildott 601
toxin-termeld C. difficile izolatum 30,4%-a bizonyult 027 ribotipustinak. Ot egyéb binary
toxin-pozitiv izolatumot talaltunk, ezek koziil harom a 078-as; ketté6 a 023-as ribotipusba
tartozott. 2011-ben 699 izolatumot vizsgaltunk hasonlé modon, 11 kiilonb6zé laboratoriumbol
kaptuk a torzseket és az izolatumok 50,2%-a bizonyult a 027-es ribotipustinak.

Ebben az iddszakban hét, mas ribotipusba tartozé binary toxin-pozitiv izolatumot
talaltunk, négy a 078-as; egy a 023-as ribotipusba, kettd a 045-6s ribotipusba tartozott. Erdekes
moédon mindkét évben jelentds kiilonbségek mutatkoztak a 027-es ribotipusu izolatumok
prevalencijjaban az orszag kiilonb6z6 régidibol szarmazd toxin-termelé  torzsek
kozott: Szegeden 2010-ben csak a 106 torzs 4%-a, illetve 2011-ben a 139 torzs 8%-a tartozott
a 027 ribotipusba, mig Budapesten 2010-ben a 282 torzs 40%-a, majd a kovetkez6 évben a 252
izolatum 86%-a bizonyult ennek a ribotipusnak, ami igen jelent6s kiilonbségeket mutatott a
hipervirulens torzs elterjedésében Magyarorszag kiilonb6zo régidiban ebben az idészakban.

2011-2014 kozott Magyarorszag kiilonbozo régidibol harom laboratérium (Budapest,
SE Mikrobiolégiai Részleg, DEOEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet, SZTE AOK KMDI) vett
részt évente 25-25C. difficile izolatummal egy paneurdopai vizsgalatban a C.
difficile antibiotikum-rezisztenciaval kapcsolatban, ebben a vizsgalatban a ribotipusok
eloszlasat is meghataroztak (“The extended CIoSER study™) (Sajdt kézlemények: Freeman J. et
al. 2015) (FreemanJ. et al. 2019). Huszonnyolc orszag 40 laboratoriumabol gytjtott 3499
izolatumot vizsgaltak, melyek 95%-a (3338/3499) volt toxin-termel6. Az egész, Ot éves
periddusra vonatkoztatva a leggyakoribb ribotipus az dsszes (264 kiilonbozd ribotipus) koziil a
027-es ribotipus volt (atlag prevalencia 11,4%). Bar a ribotipusok prevalenciaja igen jelentdsen
valtozott az orszagok kozott és a vizsgalt években, a tiz leggyakoribb ribotipus (kdzte a 027,
014, 072, 001 és 078) prevalencigja az elsé négy évben még stabil maradt (a 027-es ribotipus:
12,2%; 11,8% 12,6%; 11,3% és 11,8% évenként).

A 027-es ribotipus prevalencidja magas volt Lengyelorszagban, az elsé harom évben
(nem vettek részt a tovabbi 2 évben) és Magyarorszagon az elsé évben, Ciprusban a prevalencia
évrol-évre emelkedett 28%-rol 89%-ra. A CE-alapu ribotipizalasi modszer alapjan az elsé
évben tizennégy kiilonb6z6 ismert ribotipust talaltak a magyar izolatumok kozott, amelyekben
a 027-es ribotipus nagyon magas dominanciaja volt jellemz6 (az 0sszes magyar torzs 70,7%-
a), a masodik évben ez mar csak 56%, a harmadik évben jelentésen csokkent: 38%, mig a
negyedik évben 49% volt. A 027-es ribotipusba tartozo torzsek tobbségét Magyarorszag
kozponti régiojabol (88%) szereztiik be; a Szegeden gylijtott izolatumok koziil joval kevesebb
aranyban fordult el a 027-es ribotipus. Feltiing kiilonbség az, hogy a masodik leggyakoribb
ribotipus a 198-as (éves bontasban: 32%; 52%; 32%; 24%) volt a szegedi torzsek kozott (14.
abra), amely tipus nem fordult elé a masik két laboratorium torzsei kozott, a tobbi orszaghan
sem fordult eld, illetve minimalis szamu volt. Erdekesség, hogy ebben a vizsgalatban a
magyarorszagi izolatumok kozott még viszonylag sziikebb volt a diverzitas, joval kevesebb
ribotipust talaltak, mint a tobbi eurdpai orszagban.
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14. abra: A ClosER study szegedi torzseinek ribotipus megoszlasa a vizsgalat évei alatt
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Pirossal jelolve a két leggyakoribb ribotipus

2012-2013-ban az egész Eurdpara kiterjedd pont prevalencia vizsgalat (EUCLID) soran
az adatokat és a mintdkat minden laboratériumban ugyanazon az egy-egy adott napon a téli-,
¢s a nyari idészakban gyjtotték Ossze. A vizsgalat egyik része volt, hogy az izolalt torzseket
ribotipizaljak: a 7297 székletmintabol izolalt 1211 torzset megvizsgalva 138 kiilonbozd C.
difficile ribotipust talaltak. A 027-es C. difficile ribotipus volt a leggyakoribb -ezek 88%-a négy
orszagbol: Németorszag (43,5%-a az 0sszes 027-nek), Magyarorszag (17,5%), Lengyelorszag
(16,1%) és Romania (11,7%) szarmazott-, majd kovetkezo ribotipusok kovették gyakorisagban:
001/072; 014; 002. Ebbe a tanulmanyba 10 magyarorszagi korhaz kapcsolodott be (tobbnyire
Budapesten talalhatd és a SZTE) és az innen Osszegyiijtott, a kritériumoknak megfeleld
székletmintakbol 270 C. difficile torzset izolaltak. A hazai torzsek koziil 181 (67,0%) tartozott
a 027-es ribotipushoz. A C. difficile ribotipusok diverzitasa Europaban sokkal szélesebb vollt,
mint az el6z6 2008-as vizsgalatban: 138 ribotipus 20 orszagbol vs. 65 ribotipus 26 orszagbol
(Bauer MP. et al. 2011). A 027-es ribotipus 0sszes prevalenciaja tobb, mint haromszorosara
emelkedett a két vizsgalat soran (5%-r6l 18%-ra), bar igen jelentés kiilonbségek voltak az
orszagok kozott; a 2008-as magas 027-es ribotipus endémia az Egyesiilt Kiralysag/ifrorszagbol
attevodott Németorszagba és Kelet-Europaba 2012-ben (Davies KA. et al. 2014).

2014-ben végzett tanulmanyunkban az volt a célunk, hogy egy adott iddszakon beliil
értékeljiik a ribotipusok prevalencidjat a kiilonb6z6 korcsoportok, a fekvObetegek ¢és a
jarobetegek kozott; meghatarozzuk a ribotipusok eloszlasdnak regionalis kiilonbségeit CE-
alapu ribotipizalassal. A 027-es ribotipus, bar csokkend aranyu, de még mindig meglévo
dominanciaja (33,3%) mellett az Osszes izolatumban -hasonléan a korabban megfigyelt
trendekhez- jelentés kiilonbség volt megfigyelhetd arégiokban a dominans torzstipus
aranyaban. Még mindig szignifikans kiilonbséget taldltunk a 027-es ribotipusu torzsek
megoszlasa kozott: Budapesten a varos €s a régio tobb korhazabol szarmazé betegekbdl izolalt
torzsek esetében az 0sszes torzs 45,8%-a, mig a szegedi klinikdk kiilonbozd részlegeibdl izolalt
betegekbdl szarmazd torzsek minddssze 20,8%-a volt 027-es ribotipusu. A 036-o0s ribotipus
volt a masodik leggyakoribb C. difficile ribotipus (19,8%) az 0&sszes izolatum
kozott; ugyanakkor ismét jelentds kiilonbség volt ennek a ribotipusnak a prevalenciajaban is a
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Budapesten izolalt és a Szegeden izolalt torzsek kozott (10,4% versus 29,1%). Erdekes, hogy
mig a hasonl6 id6északban zajlo, de joval kevesebb torzset reprezentald ClosER tanulméanyban
a masodik leggyakoribb szegedi ribotipus a 198-as volt, azonban ebben a vizsgalatban ezt a
ribotipust mar nem talaltuk.

A két dominans ribotipus mellett szamos mas ribotipust talaltunk, amelyek azonban
csak egy-harom izolatumot képviseltek, koztik volt néhany olyan, amelyet Ausztriaban
rendszeresen izolaltak (AI-3, Al-12, AIl-75 ¢és AI-83). A vizsgéalatunkban aC.
difficile izolatumok 6,7%-aban  talalt,  0l14-es  PCR-ribotipust gyakran jelentették
Franciaorszagban is (Barbut F. et al. 2007) (a 2002-2004-es adatainkban még a magyarorszagi
izolatumok kozott a leggyakoribb tipus a PCR 014-es /24,8%/ volt), mig a 027-es ribotipussal
kozeli rokonsagot mutatd 176-os ribotipus (Valiente E. et al. 2012) a budapesti C.
difficile izolatumok koziil a masodik leggyakoribb volt, de ebben az idészakban, vizsgalataink
szerint Szegeden ez a ribotipus nem volt jelen. Ez a ribotipus ebben az id6északban a Cseh
Koztarsasagban a hasmenéses betegekt6l izolalt C. difficile torzsek kozott dominans volt
(Krutova M. et al. 2015) és Lengyelorszagban is jelen volt (Pituch H. et al. 2015).

A 036-o0s ribotipust, amely a C. difficile térzsek masodik legelterjedtebb ribotipusa
volt ebben a vizsgalatban és a vezetd ribotipus volt a szegedi fekvObeteg izolatumok kozott,
eredetileg a X. toxin-tipusba tartozott, A toxin-negativ és B toxin-pozitiv, binary toxin-
termeldnek irtak le a gének PCR-rel torténé kimutatasa alapjan (Rupnik M. et al. 2001/b),
azonban egy nemrégiben kozzétett tanulmdnyban egy nemzetkdzi konyvtar fejlesztésérdl -
amelyet szabvanyositott CE-alapti ribotipussal nyertek és négy referenciakdzpontban validaltak
az USA-ban, Kanadaban, Hollandidban ¢és az Egyesiilt Kiralysagban (Fawley WN. et
al.2015), arrdl szamoltak be, hogy a 036-0s ¢és a 198-as ribotipusok keveredése a kiilonb6z6
konyvtarakban lehetséges (Valiente M. et al. 2012). A klasszikus agar6z gélalapi PCR
ribotipizalasi modszert hasznalva kimutattak, hogy a 176-0s és 198-as ribotipusok csak
minimalis eltérést mutatnak a sdvmintdkban a 027-es ribotipushoz képest, és feltételezték, hogy
ezek a tipusok nemrégiben alakulhattak ki a 027-es PCR ribotipusbol. Ezek az irodalmi adatok
arra vezettek benniinket, hogy részletesebben megvizsgaljuk a 036-0s ribotipus két
képvisel6jének (ezek olyan izolatumok voltak, amelyek eltérhetnek a korabban A toxin-
negativ, és B toxin-pozitiv toxin-tipusként képviseltektdl) és a két szegedi 198-es izolatumnak
(amelyeket a pan-europai vizsgalatban talaltunk 2011-2012-ben, és abban az idében a masodik
leggyakoribb ribotipus volt Szegeden) toxin génjeit PCR mddszerrel és szekvenalassal. Mind a
négy torzs pozitiv volt a binary toxin génekre, valamint a tcdA és tcdB génekre, amely
eredmények arra utalnak, hogy iddvel ugyanazon, vagy nagyon szorosan Osszefiiggd
ribotipusok keringenek a SZTE kiilonboz6 klinikai részlegeiben.

A 2018-ban gylijtott szegedi fekvObeteg izolatumaink tipizalasi eredményei azt
mutattak, hogy a SZTE klinikain még mindig jelen van és dominans a 027-€s ribotipus (40%-
os eléfordulas), igen jelentds a binary toxin-termeld torzsek el6fordulasa (59%), azonban a
dominéns ribotipus mellett a tobbi 24 kiilonb6zo ribotipus reprezentéltsaga joval alacsonyabb
volt, 1-5 eset/ribotipus. Az el6z6 vizsgalatainkhoz képest azt talaltuk, hogy helyileg a
ribotipusok diverzitasa 2018-ban mar sokkal szélesebb volt, mint az el6z6 vizsgalatainkban, ez
kdszonhetd valosziniileg annak is, hogy sok esetben mar nem korhazi-nozokomidlis az infekcio,
hanem a megjelent a jarobetegek kozott is és az esetek egy része tn. behurcolt infekcio.
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Tobb tanulmany is azt mutatta, hogy Europaban a 027-es ribotipus 2015-ben mar nagy
mértékben elterjedt a kelet-eurdpai orszagokban, azonban el6fordulasi aranya Eurdpa mas
részein csokkent, vagy nem valtozott. Sajat adataink is azt mutattdk, hogy mind orszagosan,
mind helyileg -bar valtozo6 el6fordulasi aranyban- a 027-es ribotipus dominanciaja toretlen.
Ezek az altalunk vizsgalt és kozolt adatok is arra utalnak, hogy a kiilonbozo tipusa C.
difficile torzsek epidemioldgiaja az idével és foldrajzilag is valtozhat, még az orszagon beliil is
igen jelentds regionalis kiilonbségek lehetnek. Szdmos epidemioldgiai felmérés mas
orszagokban is igazolta a ribotipusok kiilonb6z6 eloszlasat: mig példaul a 027-es ribotipus altal
okozott jarvany el6tt a 001-es ribotipus a brit korhazi fertézések tobbségében (55%) volt
kimutathat6, addig Angliaban és Walesben a kozosséghben szerzett fert6zést okozo térzsek csak
7,5% -a volt 001-es ribotipusu (Stubbs et al. 1999). Hasonl6 idészakban Kuvaitban a 097 és
078 PCR-ribotipusok az intenziv osztalyok dsszes izolatumanak ~40%-at tették ki (Rotimi VO.
et al. 2003).

A jarvany klon jelenlétét Azsiaban, Latin-Amerikaban és Ausztraliaban is jelentették,
azonban aC. difficile (CDI)-vel kapcsolatos fert6zéseket ezekben a foldrajzi régiokban
altalaban mas ribotipusok okozzak: a retrospektiv vizsgalatok azt mutattdk, hogy a CDI
eléforduldsa Japanban alacsonyabb volt, mint Eurépaban vagy Eszak-Amerikiban. 2014
majusatol 2015 majusaig a CDI-re vonatkozo prospektiv kohorsz-tanulmanyt 12 egészségiigyi
intézményben (20 osztalyon) végeztek Japanban (Kato H. et al. 2019). A 146 izolatum koziil
a dominans ribotipus a 018-as volt (29%), majd 014-es (23%), 002-es (12%) és 369-es (11%)
ribotipus kovette gyakorisag szerint. Harom nem 027-es vagy 078-as ribotipust binary toxin-
pozitiv izolatumot taldltak. Az 0Osszes 018-as ribotipusu izoldtum rezisztens volt a
moxifloxacinnal, a gatifloxacinnal, a clindamycinnel €s az erythromycinnel szemben.

Egy masik, friss vizsgélatban 13  thaif6ldi tartoményban  gytjtott 145 C.
difficile izolatumot a 2006-2018-as iddszakban ribotipus €és toxin-gének
kimutatasaval jellemeztek (Imwattana K. et al. 2019). Feltiinden magas (32%) volt az A toxin-
negativ, B toxin-pozitiv (A-B+) torzsek aranya, de nem talaltak binary toxin-pozitiv térzset. A
leggyakoribb ribotipus a 017 (A-B+ CDT-, 19%) volt, emellett 20 1Gj, toxint nem termeld, illetve
A-B+ ribotipus profil keriilt meghatarozasra, amelyek a ribotipus profil hasonlosagaval
kapcsolatban a 017-es ribotipushoz hasonlithatnak. Nemrég publikalt koreai adatok alapjan
Szoulban, a vizsgalt 593 kozosségben szerzett CDI esetben a leggyakoribb C. difficile tipus a
012 PCR-ribotipus volt, amely a vizsgalt torzsek 18,3%-at jelentette, majd a masodik
leggyakoribb a 018-as PCR ribotipus (16,7%) volt (Kwon SS. et al. 2017). K6zép-Kinaban
nagyszamu beteganyagot vizsgalva csak 2019-ben szamoltak be eldszor a 027-es ribotipust
jarvanytorzs el6fordulasarol (Zhou Y. et al. 2019).

Egy brazil kozlemény vizsgalta a korhazi betegek C. difficile izolatumanak molekularis
20 szekvencia tipusba (ST) soroltak be, amelyek koziil hat (30%) 0j volt és megoszlasuk nagy
kiilonbséget mutatott egyetlen korhazon beliil is. A klasszikus hipervirulens jarvany torzseket
(ST1/RT027 és ST11/RT078) nem azonositottadk, mig az ST42 (majdnem minden 106-0S
ribotipus) a leggyakoribb, a toérzsek 28,9%-aban volt kimutathato és figyelemre mélto, hogy
négy 1Uj ribotipust talaltak (Diniz AN. et al. 2019). Lopes Cangado és munkatarsai hasonld
eredményekrdl szamoltak be egy egyetemi korhaz anyagat vizsgalva: az izolatumok kozott a
014/020-as és a 106-0s PCR ribotipus volt (mindegyik 20,6%) a dominans, hat binary-toxin
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termel6 torzset talaltak, de a 027-es és 078-as hipervirulens ribotipusokat nem talaltak (Lopes
Cangado GG. et al. 2018). Egy masik brazil, onkoldgiai centrumot érint vizsgalatban az
izolatumok donté tobbsége ugyancsak a PCR-ribotipus 014/020-es volt, mely a PGFE tipusu
NAP4 és a XVIII toxin-tipushoz tartozik (Costa CL. et al. 2017).

A 027-es ribotipus el6fordulasanak csokkenésérél szamolnak be az észak-amerikai
foldrészrol: egy észak-amerikai vizsgalat eredményeit ismertették 2018-ban, ahol 1808 C.
difficile torzs jellemzésére restrikcios endonukledz analizis (REA) és antimikrobialis
érzékenység vizsgalatot alkalmaztak: a vizsgalatba 2006 ¢és 2009 kozott, valamint 2012 és 2015
kozott tobbeentrumos, tobb orszagban randomizalt CDI kezelési vizsgalatba bevont betegekbdl
szarmazo izolatumok keriiltek bele (Cheknis A. et al. 2018). 2015-re a 027-es ribotipus aranya
jelentdsen csokkent Eszak-Amerikaban (USA 43%-18%, Kanada: 39%-24%), de a
moxifloxacin rezisztens torzsek aranya magas maradt. Ezzel szemben a REA-Y csoportba
tartozd 014/020-as ribotipusti és a 106-os ribotipusu torzsek, amelyek mindkét esetben a
moxifloxacinnal szemben alacsony rezisztenciaval birtak, megnovekedtek a prevalenciaban (Y
torzs US: 6%-17%, Kanada: 11%-23%, 106-torzs USA: 1%-11%, Kanada: 0%-8%). Mig
Eszak-Amerikéban, az Y torzs (014/020-as ribotipus) mindkét idészakban elterjedt, a DH
torzset (106-os ribotipus) ritkan azonositottak. 2011-2017 kozott 26 Egyesiilt Allamok-beli
korhazban gyiijtott 940 C. difficile izolatum PCR ribotipizalasa tortént meg (Tickler IA. et al.
2019). A 027-es ribotipus aranya a harom periédusban szignifikansan csokkent: 31% volt 2011-
2012-ban, 22% 2013-2014-ben és 14% 2015-2017-ben. A 106-os ribotipus prevalenciaja ezzel
szemben jelent6sen emelkedett, 7%-rol 19%-ra, hasonléan az 56-os és a 002-es ribotipusokéhoz
(3%-r61 10%-ra), mig az Osszes egyéb ribotipus aranya a vizsgalt id6szakok alatt allando
maradt.

Ezek a vizsgalatok arra utalnak, hogy a 027-es ribotipustol eltérd esetleges hipervirulens
torzsek véletlenszerli el6forduldsban keringhetnek a korhazakban, és ez kiemeli a keringd
torzsek nemzeti szinten torténd folyamatos feliigyeletének fontossagat.

Mig a C. difficile ribotipusok els6 konyvtara a klasszikus agardzgél alapi savmintak
elemzése alapjan a kezdetekben 116 ribotipust kiilonboztetett meg (Stubbs SL. et al. 1999 ), ma
mar a modszerek finomodasaval tobb, mint 650 ribotipust azonositottak (Fawley WN. et
al. 2015). A C. difficile PCR ribotipusainak nagy valtozatossaga ma és az 0j ribotipusok
folyamatos evolicidja nem jelenik meg a nemzetkozileg elfogadott WEBRIBO-ban
( http://webribo.ages.at) vagy a CE-alapti konszenzus konyvtarban, melyeket jelenleg
hasznalnak a kiilonb6zé eurdpai szintli tanulmanyok soran, igy problémat jelenthet az
epidemiologiailag fontos valtozasok kovetése. Sajat adataink is azt bizonyitjak (37. tablazat),
hogy a C. difficile altal okozott infekciok epidemiologidjanak folyamatos nemzetkozi-hazai
molekuléris feliigyelete fontos az ismert jarvanytorzsek eléforduldsanak nyomon kovetésére €s
Uj potencialis epidemiologiai jelentdségii torzsek megjelenésének kimutatasara.
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37. tablazat: A 1998-2018-ig terjedd idészakban tortént vizsgalatok 6sszefoglalasa

A Résztvevo | Izolatumok Ismert Dominans | Binary toxin Re-
torzsgyiijtés| laboratori- szama ribotipusok/ | ribotipusok pozitiv ferencia
ideje umok szama uj (%) torzsek
ribotipusok (ribotipusok)
szama szama *
1998-1999 |1 65 14/1 087 (38,4) 0 Urban E. et al.
012 (20,0) (2001)
001 (12,3)
2002-2004 |4 83 17/3 014 (24,8) 1(023) Terhes G. et
002 (13,3) 1 (075) al. (2006 )
012 (8,4)
2006-2007 |4 120 nt nt 1(027) Terhes G. et
4 (078) al. (2009a)
3(131)
2010 8 601 nt 027 (30,4) 183 (027) | Nagy E. (2014)
4 (egyéb
ribotipusok)
2011 11 699 nt 027 (50,2) 351 (027) | Nagy E. (2014)
7 (egyéb
ribotipusok)
2011-2012 |3 75 14/0 027 (70,7) 53 (027) | Freeman J. et
198 (10,6) 4 (078) al. (2015)
078 (5)
2012-2013 3 75 15/0 027 (56) 42 (027) Freeman J. et
198 (16) al. (2019)
020 (4)
2013-2014 |3 75 20/0 027 (38) 29 (027) Freeman J. et
198 (10) al. (2019)
014 (6)
2014-2015 |3 75 14/0 027 (58) 44 (027) | Freeman J. et
198 (12) al. (2019)
014 (7)
2012-2013 |10 270 Nem ismert 027 (67) 181 (027) | Davies et
al. (2015)
2014 2 192 31/16 027 (33,3) 64 (027) | TothJ. etal. 2016
036 (19,7) 38 (036)
176 (6,7) 2 (078)
014 (6,7) 1 (066)
2018 1 100 25/0 027 (40) 40 (027) | Terhes G. et al.
19 (egyéb
ribotipusok)

nt: Nincs tesztelve. *A binary toxin gén PCR kimutatasaval vagy a ribotipus kozzétett toxin-tipusa alapjan
elfogadott. Kékkel kiemelve: dominans ribotipus az adott idészakban. Piros szin: 027-es ribotipusok.

A BD GeneOhm Cdiff Assay gyari PCR modszer sszehasonlitasa a hagyomanyos toxin
kimutatasi eljarasokkal a toxin-termelé C. difficile kimutatasara kozvetleniil hasmenéses
székletmintakbol

Eredményeink alapjan a BD GeneOhm Cdiff teszt jobb érzékenységet és specificitast
biztositott a toxin-termel6 C. difficile torzsek kozvetleniil székletbdl torténd kimutatasara, mint
a toxin ELFA vizsgalat. A pozitiv mintak prevalencidja kozvetleniil a székletbdl a valos ideji
PCR-rel magasabb volt (9,7%), mint a ,,gold standard”-ként hasznalt citotoxicitasi vizsgalat
esetében (6,3%). A tenyésztést kdvetd citotoxicitasi teszttel meghatarozott toxin-termel6 C.
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difficile térzsek altalanos prevalenciaja 9,2% volt, igy ezek az eredmények hangstlyozzak a
tenyésztési modszer fontossagat is.

Szamos tanulmany kimutatta a PCR vagy a valds ideji PCR vizsgalatok jobb
teljesitményét toxin-termel6 C. difficile torzsek kimutatasara kozvetleniil a hasmenéses
székletmintakbol: 2002-ben Guilbault és munkacsoportja hasznalt PCR-t atcdB gén nem
citotoxicitasi vizsgalathoz képest ez a mdodszer 100%-0s specificitast és 91,5% érzékenységet
mutatott. Bélanger és munkatarsai késobb valos idejii PCR-tesztet fejlesztettek ki a f6 toxin
génekre (tcdA éstcdB) (Bélanger SD. et al. 2003), ezt alkalmazva van den Berg
munkacsoportja  két tanulmanyt tett kozzé valés ideji  PCR-vizsgalatokkal
a tcdB gén kimutatasara (van den Berg RJ. et al. 2005; 2007). A citotoxicitasi vizsgalattal
Osszehasonlitva azonban a teszt érzékenysége és specificitasa (87,1%, illetve 96,5%)
alacsonyabb volt, mint a Guilbault altal k6zolteké.

Ezek a tanulményok azt mutattdk, hogy jelentds szdmu minta volt pozitiv immuno-assay
modszerekkel, de negativ a szovettenyészetre gyakorolt citotoxicitasa, toxinogén tenyészete és
a valos idejii PCR alapjan. Hasonlo érzékenységet és specificitast (86%, illetve 97%) talaltak
Sloan ¢és mtsaiegy olyan vizsgalatban, ahol wvalés idejii PCR-t alkalmaztak
a tcdC gén kimutatasara és 6sszehasonlitottak a toxinogén tenyészettel (Sloan LM. et al. 2008).
Stamper és munkacsoportja 404 székletmintat vizsgalt meg a BD GeneOhm Cdiff teszttel, a
sejttenyészet citotoxicitasi teszttel és toxinogén tenyészettel, a pozitiv mintak prevalenciaja
mind a PCR, mind a citotoxicitasi vizsgalat soran 10% volt (Stamper PD. et al.
2009). Osszehasonlitva a citotoxicitasi vizsgalattal, mint referencia moddszerrel, a BD
GeneOhm Cdiff teszt érzékenysége, specifitasa, PPV és NPV értéke 90,9%, 95,2%, 70,2% és
98,8% volt.

Sajat vizsgalatunkban a kdvetkezd eredményeket kaptuk: az érzékenység, a specificitas,
a PPV és az NPV 96,4%, 99,01%, 92% és 100% volt. A PCR modszer gatlasa (inhibitoros
mintak) vizsgalatunkban 0,6% (4/600) volt; hasonloképpen Stamper a tanulmanyaban harom
mintaban mutatott ki inhibitorokat. Vizsgalatunkban két minta csak valos idejii PCR-rel volt
negativ, mig a citotoxicitasi modszerrel, a Vidas ELFA modszerrel és a tenyésztést kovetd toxin
kimutatasi teszttel pozitiv; hasonlé megallapitasokat kozoltek Stamper és munkatarsai is, akik
négy mintat talaltak, amelyek a valos idejii PCR-rel negativnak bizonyultak. Ennek lehetséges
magyarazata az, hogy egyes torzsek eltéré tcdB gént hordozhatnak, és ez a primer-annealing
kudarcat eredményezheti, vagy a székletmintaban 1évo target DNS kopiaszama a PCR-teszt
kimutatasi hatara alatt volt. A BD GeneOhm Cdiff assay gyors és megbizhato eszkoz a toxin-
termelé C.  difficile kimutatasaraa  hasmenéses mintakbol, mind  specificitasa, mind
szenzitivitasa feliilmulja az Gsszes ismert hagyomanyos modszert, igy hasznalata gyorsabb,
megbizhatobb eredményeket adhat. A CDI gyors és pontos diagnosztizaldsaval csokkenthetd a
korhazi ellatas teljes koltsége €s a beteg korhazi dpolasanak id6tartama, elkeriilheto a felesleges
antibiotikum kezelés, igy a tovabbi lehetséges nozokomialis fertézések szama is csdokkenhet.

A C. difficile torzsek antibiotikum érzékenysége

A C. difficile fert6zéseket, ezek sulyossagat, kimenetelét, illetve a relapszusok,
reinfekciok prevalenciajat befolyasolja a specifikus, dominans C. difficile torzsek elterjedtsége,
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amelyek igen jelentésen meghatirozzak a torzsek antimikrobialis érzékenységét. Elso
vizsgalatainkban 2002-2003-ben gytijtott 20, és 2006-2007-ben gyjtott 80 toxin-termeld C.
difficile torzs antibiotikum érzékenységi vizsgalatat végeztiik el 6t antibiotikummal szemben,
majd ezt megismételtiik kétszaz, 2008 és 2010 kozott gyljtott toxin-termeld izolatummal.

Az elsé idészakban még nem volt a tdrzsek kozott 027-es PCR ribotipus, a masodik
periodusban mar zajlott a nemzetk6zi pandémia, igy ebbdl a valogatasbol az
Osszehasonlithatosag miatt a 027-es ribotipusu torzseket kihagytuk. A vizsgalt torzsek kozott
egyik id6szakban sem talaltunk metronidazol rezisztens torzset sem az akkor érvényben 1év6
CLSI, sem az EUCAST hatarértékei szerint. A mért metronidazol MIC hatarok kozott
szignifikans valtozast nem tapasztaltunk a két id6szakban, 2002-ben és 2006-2007-ben MICso
0,25 mg/l, mig 2008-2010-ben 0,5 mg/l, a MICy értéke nem valtozott. Ha az tn. ,,geometriai
kozépértek” MIC valtozasat nézziik, emelkedd tendencidt tapasztaltunk a metronidazol
vonatkozasaban: 2002-2003-ban a geometriai MIC kozépérték 0,184 mg/l, 2006-2007-ben
0,268 mg/l, 2008-2010-ben 0,352 mg/l volt.

Az erythromycin, clindamycin és moxifloxacin esetében a MICso és a MICgo értékek
nem valtoztak szignifikansan, csak egy kismértékii rezisztencia arany emelkedést tapasztaltunk
az erythromycin és a clindamycin esetében. 2008-2010-ben a torzsek 17%-a volt rezisztens
csak erythromycinre és/vagy clindamycinre, mig a torzsek 9%-a esetében mutattak tars-
rezisztenciat a makrolid/link6zamid és a moxifloxacin kozott, 10%-a a torzseknek mutatott tars-
rezisztenciat makrolid/link6zamid, moxifloxacin és rifampicinnel szemben, mig csak 5 torzs
(2%) volt rezisztens egyediil a moxifloxacinra és egy torzs volt rezisztens csak rifampicinre.
Az ¢el6z6 2006-2007-es periodusban a torzsek 37,5 %-a volt rezisztens csak erythromycinre
és/vagy clindamycinre, 16,25%-uk mutatott tars-rezisztenciat a makrolid/linkézamid és a
moxifloxacin kozott, csak 5 torzs (6,25 %) bizonyult rezisztensnek a makrolid/linkdzamid,
moxifloxacin és rifampicinnel szemben egyiittesen.

Vizsgalataink alapjan ugy tiinik, hogy a tars-rezisztencia a makrolid/linkézamid,
moxifloxacin és rifampicin esetében megjelent és jelentésen emelkedett a nem 027-es
ribotipusu torzsek esetében is. A rifampicin esetében a mért MIC sz¢ls6 értékek meglehetdsen
tag hatarok kozott valtoztak (<0,002->32 mg/l); 2008-2010-ben a térzsek 11,5%-a magas foku
rifampicin rezisztenciat mutatott (MIC >32 mg/l), mig a 2006-2007-es idészakban csak 6,25%.
Ennek ellentmondanak a ClosER felmérés eredményei, ahol a rifampicin rezisztens izolatumok
aranya -ha kis mértékben is- de csokkent: az elsd évben észlelt 13,5%-ro6l 10,2-11,8%-ra a 4.-
5. évben (Freeman J. et. al. 2019).

Az altalunk vizsgalt iddszakokban a magyarorszagi C. difficile torzsek kozott csokkent
metronidazollal szemben érzékenységii torzseket nem talaltunk. Ezzel szemben Peldez és
munkacsoportja elsé kozlése alapjan 8 éves id6szak alatt az altaluk vizsgalt 415 torzs 6,3%-a
metronidazolra csokkent érzékenységet mutatott. Késébb instabilitast tapasztaltak a
metronidazol rezisztenciaban és a sorozatos passzdzsok utan a kezdetben metronidazol
rezisztens izolatumok alacsony MIC értékeket mutattak (0,125-8 mg/l) és érzékennyé valtak az
antibiotikummal szemben (Peldez T. et al. 2002; 2008). A cardiffi Anaerob Referencia
Laboratoriumban tobb, mint ezer C. difficile torzs vizsgalata tortént meg 2000-ig és csak egy
torzs mutatott csokkent érzékenységet (MIC 16 mg/l) metronidazollal szemben (Brazier JS. et
al. 2001). Baines és munkatarsai 2005-2006-ban megvizsgaltak a gyijtott C. difficile torzsek
metronidazol érzékenyseégét €s dsszehasonlitottak a 1995-2001 kozott gyljtott ,torténelmi”
torzsekével. A leggyakoribb PCR ribotipus a 001-es esetében a torzsek 24,4 %-a mutatott
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csokkent érzékenységet, mig a 106-os és a 027-es PCR ribotipusok esetében nem talaltak
hasonld adatokat (Baines SD. et al. 2008). Egy svéd egyetemi korhazban a vizsgalt 238 C.
difficile izolatum mindegyike érzékeny volt metronidazolra (Aspewall O. et al. 2006). 2005-
ben tizennégy europai orszagbol 316 C. difficile torzset gyijtottek Ossze, mindegyik torzs
érzékeny volt metronidazolra, a MICgo érték 0,125 mg/l volt (Spigaglia P. et al. 2011). A
ClosER europai antibiotikum érzékenységi felmérés (2011-2015) eredményei azt mutattak,
hogy a metronidazol és a vancomycin rendkiviil hatékony volt a C. difficile térzsek talnyomo
tobbségével szemben, a metronidazol és vancomycin érzékenység emelkedett (Freeman J. et.
al 2019). Ez a metronidazol és vancomycin hasznalatanak csokkenésébdl és/vagy a szélesebb
ribotipus valtasbol-valtozasbol adoédhat. A MIC geometriai koézépértéke 0,46 mg/l volt a
metronidazolra és 0,70 mg/l a vancomycinre, érdekes modon csokkent metronidazol
érzékenység foként a 027-es és a szinte csak a szegedi torzsek kozt jelenlévd 198-es ribotipust
izolatumok kozott fordult eld.

Lynch és munkacsoportja 2013-ban eldszor kozoltek egy stabil, valds, metronidazol
rezisztens klinikai izoldtumot, amely rezisztens fenotipusunak mutatkozott a torzs
(Lynch T.etal. 2013). A rezisztens izolatumnak a folyékony taptalajban csokkent szaporodasa,
megvaltozott sejtfal szeparacidja, csokkent spora képzése ¢és a vizsgalt izolatum
értékeket. E-teszt modszert és agar-higitasos modszert pArhuzamosan hasznalva kiilonbségeket
észleltek a mért MIC értékek kozott; az E-teszt hasznalata esetében a MIC érték 32 mg/l volt,
mig az agar-higitasos modszert alkalmazva ez 256 mg/l volt. Lynch és munkatarsai kimutattak,
hogy ismételt fagyasztasok-felolvasztasok utan a MIC lecsokkent 32 mg/l-r6l 2 mg/I-re, ha a
taptalaj nem tartalmazott szub-inhibitoros koncentracioban metronidazolt, azonban az E-teszt
modszer alapjan rezisztensnek bizonyult metronidazolra, kdszonhetéen a két modszer kozotti
kiilonbségnek.

Egyes felmérések szerint a clindamycinnel és/vagy erythromycinnel szembeni
rezisztencia a leggyakoribb a C. difficile torzsek kozott, a rezisztencia aranya altalaban
magasabb, mint >50 % (Huang H. et al. 2009). Dél-kelet Skociaban Mutlu és munkatarsai
magas foku erythromycin (94,8 %), clindamycin (62,9 %) ¢és moxifloxacin (87,1 %)
rezisztenciar6l szamoltak be az altaluk vizsgalt torzsek kozott 2009-ben, a 149 torzs koziil 72
mutatott rezisztenciat az erythromycinnel és a clindamycinnel szemben, 90,9%-a az
erythromycin rezisztens, 87,7%-a a clindamycin rezisztens izolatumoknak rezisztens volt a
moxifloxacinra is (Mutlu E. et al. 2007). Magas foku multidrug rezisztenciat figyeltek meg az
europai orszagokban 2005-ben: a vizsgalt 316 C. difficile torzs 47%-a mutatott rezisztenciat
legalabb egy antibiotikummal szemben, mig ezek 55%-a volt multidrug rezisztens, azaz
legalabb harom antibiotikum csoport tagjaival szemben rezisztensek voltak, az erythromycin
rezisztens izolatumok t6bb, mint 60%-a hordozta az ermB gént (Spigaglia P. et al. 2011).
Tickler 2019-ben koz6lt adatai szerint az USA-ban moxifloxacin, rifampicin és vancomycin
rezisztencia aranya csokkent a vizsgalt torzsek kozott az elmult években, koszonhetéen a 027-
es ribotipusu torzsek fokozatos kiszorulasanak. A moxifloxacin rezisztens torzsek aranyanak
csokkenése ¢és a tetracyclin rezisztens torzsek aranyanak novekedése volt jellemzd a 027-€s
ribotipust torzsekre. Annak ellenére, hogy a 027-es ribotipus aranya dsszességében jelentdsen
lecsokkent, a multidrug rezisztens izolatumok aranya ezekben a ribotipusu torzsekben jelentés
(Tickler IA. et al. 2019).
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Magyarorszagon az erythromycin, clindamycin €s moxifloxacin rezisztencia aranya
2006-2007 és 2008-2010 kozott magas volt, a két idotartam alatt szignifikans valtozast nem
észleltiink a rezisztens torzsek prevalencidjdban. Az erythromycin és/vagy clindamycin
rezisztencia gyakran tarsult a moxifloxacin és/vagy rifampicin rezisztenciaval, mig a
moxifloxacin vagy rifampicin rezisztencia dnmagaban nem volt jellemz6. A tars-rezisztencia a
makrolid/link6zamid, moxifloxacin és rifampicin kozott szintén emelkedett 6,25%-r61 10%-ra.

A 2005-0s europai felmérésben Spigaglia és munkatarsai ugy talaltak, hogy a multidrug
rezisztens torzsek tobbsége (51/82) rezisztens volt mind a moxifloxacinra mind a rifampicinre
Spigaglia P. et al. 2011). Ezekben a térzsekben a rifampicinnel szembeni rezisztencia mindig a
moxifloxacinnal szembeni rezisztenciaval volt 6sszefliggésben, mivel hasonldé aminosav csere
a felel6s ezen antibiotikumok esetében a rezisztenciaért: a Thr-82 — Ile aminosav-szubsztiticio
a GyrA-ban ¢és az RpoB-ben két aminosav-valtozas egyidejiileg a His-502 — Asn és Arg-505
— Lys, a moxifloxacinnal és a rifampicinnel szembeni rezisztenciaért feleldsek.

A 2011 és 2015 kozott zajlo pan-eurdpai C. difficile antibiotikum érzékenységi vizsgalat
(ClosER study) megerdsitette az el6z6leg mar publikalt meglévd kapcsolatot egyes ribotipusok
(pld. 027-es és 001-es) és a moxifloxacinnal, clindamycinnel és a chloramphenicollal szemben
kialakult rezisztencia kozott (FreemanJ. et al. 2019). A kiilonb6z6 ribotipusok
prevalenciajanak orszagok kozotti és a vizsgalt évek alatti dinamikus valtozéasa visszahat az
antimikrobialis érzékenység valtozasara iS. A tobbszords antimikrobialis rezisztencia
nyilvanvalo volt az epidémias ribotipusoknal, de figyelemre méltd volt az egyéb ribotipusoknal
is: a 017-es, 012-es, az tjonnan felbukkand 198-as (kizarélag Magyarorszagon, ezen beliil a
szegedi torzsek kozott fordult eld) és a 356-0s (kizarolag Olaszorszagban endémias) ribotipusok
esetén. A vizsgalatban a ribotipusok diverzitasa és az antibiotikumok kumulativ rezisztencia
score-ok kozott allando forditott Gsszefliggést talaltak az adott orszagokban.

Az altalunk mért rifampicin MIC sz€lsé értékek viszonylag széles hatarok kozott
mozogtak, de a vizsgalt C. difficile izolatumaink tobbsége alacsony MIC értéket mutatott, mig
a rezisztens torzsek altaldban magas szintli rezisztenciat mutattak. Eredményeink hasonloak
voltak, mint O’Connor és munkatarsai altal k6zolt eredmények, az érzékenységi eredményeink
szintén bimodalis megoszlasi mintazatot mutattak nagyon alacsony (<0,002 mg/l), vagy
nagyon magas (>32 mg/l) MIC értéket mutatva (O’Connor JR. et al. 2008), a mért MIC széls6
értékeink (<0,002->32 mg/l), MICsp (<0,002 mg/l) és a MICg (=32 mg/l) ugyanazok voltak,
mint az amerikai k6zolt adatok.

Sajat adataink azt mutattak, hogy metronidazol rezisztencia a vizsgalt torzsek kozott, a
vizsgalat id6szaka alatt gyakorlatilag nem jelent meg, a valtozasok az érzékenységi mintazatban
nem jelent6sek, annak ellenére, hogy egyre tobb esetben szamoltak be a klinikusok
metronidazol terapiat kovetd relapszusokrol, klinikai sikertelenségrdl orszdgunkban. Az
erythromycin, clindamycin és moxifloxacin esetében kismértékii rezisztencia novekedést
tapasztaltunk, ezen antibiotikumok fokozott felhasznalasa ellenére (bar a tarsult rezisztencia
mértéke jelentdsen emelkedett), mig a rifampicin rezisztencia aranya majdnem
megduplazddott.

A fidaxomicin érzékenységi vizsgalatunk soran a vizsgalt torzsek fidaxomicin MIC
értékek megoszlasa hasonld megoszlast mutatott, mint az EUCAST adatbazisaban talalhatod
,vad tipusi” torzseké (http://eucast.org). A binary toxin-termel6 izolatumok (5 torzs)
fidaxomicin MIC értéke <0,125 mg/l volt és nem talaltunk jelentds kiilonbséget a fidaxomicin
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érzékenységben az egyéb, mas ribotipusba tartozo C. difficile térzsek kozott, hasonloan az
irodalomban ko6z61t adatokhoz (Goldstein EJC. et al. 2012; Citron DM. et al. 2009). A torzsek
fidaxomicin érzékenysége hasonld megoszlast mutatott, mint az el6z6 amerikai vizsgéalatok
(Hecht DW et al. 2007).

A 2011-2014-ben gytijtott ClosER study eredményei azt mutattak, hogy az 5 év alatt
gylijtott torzsek majdnem mindegyike érzékeny volt fidaxomicinre (MIC <1 mg/l) a geometriai
MIC kozépérték 0,04 mg/l volt minden évben. Egyetlen fidaxomicin-rezisztens izolatumot
talaltak (MIC >4 mg/l) az 5. évben, mely Franciaorszagbol szarmazott és a 344-es ribotipusba
tartozott. A fidaxomicin MIC értékek a 198-as ribotipusok esetén voltak magasabbak: 0,04—
0,10 mg/l a vizsgalt évek alatt, a 027-es ribotipust izolatumok esetében 0,02 mg/l és 0,08 mg/|
kozott valtoztak. A fidaxomicin MIC értékek kovetkezetesen alacsonyak maradtak a vizsgalat
Ot éve alatt €s nem volt bizonyiték arra, hogy a szer 2011-es bevezetése utan a rezisztens torzsek
szamottevéen megjelentek volna.

Ez a megfigyelés hasonlo volt két, Fazis Il tanulmanyban kozoltekéhez, ahol 1164,
hasmenésben szenvedd beteg székletmintajabol szarmazo C. difficile torzset vizsgalva a
fidaxomicin MICg 0,25 mg/l volt (Goldstein EJC. et al. 2011/b), egyetlen olyan C. difficile
torzset talaltak, melyet egy rekurrens infekcidbdl izolaltak, ahol a fidaxomicin MIC értéke 16
mg/l volt; bar az Osszefiiggés a kezelés el6tt, majd utana izolalt torzsek kozott nem volt
meghatarozva €s a kapcsolat a rezisztencia €s a szer expozicid kozott nem lett megallapitva.
Schwanbeck és mtsai. leirtak a fidaxomicin rezisztenciat 6tven vizsgalt klinikai C. difficile
izolatumbol egy esetben (MIC >64 mg/l), a V1143D mutéaciét a torzs rpoB-génben
azonositottak, A C. difficile 630Aerm-be vald bevitelnél ez a muticido csokkentette a
fidaxomicin érzékenységét (MIC> 64 mg/l), de csokkent replikacids sebességgel, alacsony A
¢és B toxin-termeléssel jart és jelentdsen lassitotta a sporaképzodést. Ezzel ellentétben a klinikai
rezisztens torzs, bar mérséklddott a toxin-termelés is, normal szaporodasi sebességet mutatott,
¢s csak mérsékelten csokkentette a sporaképz6é kapacitasokat. Ez azt jelzi, hogy az
rpoBV1143D allélhoz kapcsolodo fitnesszhiba a Klinikai izolatumban kevésbé kifejezett
(Schwanbeck J. et al. 2019). Az cllenallast kozvetitd rpoB V1143D allél varhatonal
alacsonyabb fitnessz terhelése a mutansok in vivo kivalasztasa soran fellépé kompenzacios
mechanizmusok jelzése lehet.

Felméréseink soran eldszor vizsgaltuk és kozoltiik a magyarorszagi C. difficile torzsek
antibiotikum érzékenységi adatait, ezek iddbeli valtozasat eldszor vizsgaltuk hasmenéses
székletmintakbdl szarmazo torzsek esetében a klinikumban alkalmazott Uj antibiotikum a
fidaxomicin érzékenységét. Azt talaltuk, hogy a fidaxomicin egyeldre még a vizsgalt C. difficile
torzsek ellen nagyon jo aktivitadst mutat, vancomycin és metronidazol rezisztens izolatumot sem
talaltunk.

A CDI extraintesztinalis megnyilvanulasa rendkivil ritka, azonban az irodalmi adatok
alapjan az ebben a betegségben szenvedd egyéneknél magas mortalitdsi aranyt és rossz
prognozist figyeltek meg. Smith és King voltak az els6k kozott, akik leirtak az extraintesztinalis
CDI eseteket: az els6 eset egy 65 éves férfi volt, aki kronikus pleuritisben szenvedett, ahol a C.
difficile-t két kiilonb6z6 alkalommal izolaltak alsé 1éguti mintakbodl, a masodik eset egy 58 éves
férfi volt, akinél pneumothorax és ezt kovetd pleurdlis effuzid Iépett fel, mindkét esetben a
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fert6zések valdsziniileg masodlagosak voltak az aspiraciéval szemben (Smith LD, King EO.
1962).

2013-ban Mattila 10 ¢év anyagat feldolgozd retrospektiv vizsgalatot végzett az
extraintesztinalis CDI-kr6l a Helsinki Egyetem mikrobioldgiai laboratoriumaban (Mattila E. et
al. 2013). Extraintesztinalis CDI-t 31 betegnél talaltak, akik az 6sszes CDI-k 0,17%-at tették
Ki: két betegnek bakteriémiaja volt, 4-nek volt el6zetes miitét nélkiili hasi fertézése, hétnél
mitét utani hasi fertézés 1épett fel, négy betegnek perianalis talyog alakult ki, 13 esetben
kiilonb6z6 sebfert6zésbol izolaltak a korokozot (elsdsorban bor- és lagyrész infekcidkbol), egy
betegnél a hugyuti katétert kolonizalta C. difficile torzs.

Spanyol mikrobiolégusok 21 (az Osszes CDI eset 1,08%-a) extraintestinalis C.
difficile esetr6l szamoltak be egy egyetemi intézményt6l 10 év alatt (Garcia-Lechuz et al.
2001), tizenhét esetben tudtak a részletes adatokat ismertetni. Az esetek tobbségében, 12
betegnél anatomiailag a vastagbélhez kozeli szervekbol vagy testfolyadékokbol nyerték a
mintat, a kovetkezd fertdzések voltak: 6t esetben (harom elsddleges és két masodlagos)
peritonitis, harom betegnél hasiiregi talyogok €s hasi sebfertdzések négy esetben. A masik 6t
beteg fertdzése nem volt kozel a vastagbél anatomiai lokalizacidjahoz: egy eset agyi talyog, két
bakterémia és két labfertézés (egy kronikus osteomyelitis). Egy eset kivételével mindegyik
C. difficile polimikrobialis flora részeként volt jelen. Az izolatumok altalaban toxint nem
termeldk voltak és az extraintesztinalis fert6zések esetében nem fordultak eld hasmenéses
esetek, vagy megel6z6 antimikrobialis kezelések.

A Mayo Klinika munkatarsai szintén egy tizéves periodus retrospektiv vizsgalatat
végezték el, az extraintesztinalis C. difficile infekciok helyi epidemiologiajat vizsgalva (Gupta
A. et al. 2014). Osszesen 40 extraintesztindlis CDI-t szenvedd beteget azonositottak: 25 volt
abdominalis-pelvicus fertézés, 11 véraramfert6zés, 3 sebfertézés és 1 tiildofert6zés. Az esetek
63%-aban a C. difficile-t mas korokozokkal egyiitt izolaltak, a fert6zések 85%-a volt korhazi
eredetii. Az extraintesztinalis CDI-vel kapcsolatos tényezOk kozé tartoztak a gyomor-
bélrendszeri sebészeti beavatkozas (88%), antibiotikum-expozicido (88%), a rosszindulatu
daganatok (50%) és a protonpumpa-inhibitor hasznalat (50%). Hasmenést 18 betegnél (45%)
észleltek, akik kozil 12-nél toxin-termeld C. difficile volt kimutathatd PCR moddszerrel a

székletmintakbol.

Sajat, 10 éves adataink is alatamasztjak azt a fentebb irodalmi adatokkal ismertetett
tényt, hogy az extraintesztinalis CDI nem gyakori: 0-4 eset/év, a vizsgalt 10 éves periodusban
az osszes CDI eset 0,58%-a volt extraintesztinalis és gyakran jelentkezett a gyomor-bél traktus
miitéti beavatkozasa utan, illetve dsszefliggésben volt az intesztinalis CDI-vel kapcsolatos jol
ismert kockézati tényez6kkel. Erdekesség, hogy a betegek 36,7%-a volt jarobeteg és ezek koziil
négynek volt valamilyen bor- és lagyrész infekcidja. A legtobb esetben a C. difficile torzs a
vegyes, aerob-anaerob flora egyik tagja volt, csak 4 minta volt aC. difficile torzs
szintenyészetben, egyediili korokozo. A leggyakoribb tarspatogének az E. coli és az E.
faecalis/faecium voltak, azonban négy beteg mintajaban csak anaerob korokozoé volt jelen a C.
difficile mellett 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
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elvégeztiik a torzsek 50%-a tartozott a 027 PCR ribotipusba, harom tdrzs viszont a mas
orszagokban ritka el6fordulasu, magyarorszagi (szegedi) 198-as PCR ribotipusba tartozott.

Kazuisztikaként ismertetett esetiinkben bizonyitottan a toxin-termel6 C. difficile torzs
volt felelds az extraintesztinalis fert6zésért, nyilvanvalo volt -a tarsbaktérium el6fordulasa,
illetve, hogy a beteg székletébdl nem sikeriilt C. difficile torzset kimutatni- az exogén
infekcio. Az extraintesztinalis CDI kezelése magaban foglalja az antimikrobialis és a sebészeti
terapiakat is, azonban az extraintesztinalis CDI-t a magas halalozasi aranyu, rossz progndzis
jellemzi. Esetenként toxint nem termeld C. difficile izolatumokrél is beszamoltak,
extraintesztinalis fertézés okaként, ami arra utal, hogy a meghatarozatlan virulencia
faktorok fontosak lehetnek a mikroorganizmus extraintesztinalis fert6zésének elémozditasaban
(Garcia-Lechuz JM. et al. 2001; Mattila E. et al. 2013; Gupta A. et al. 2014). Tovabbi
vizsgalatokra lesz sziikség ¢ virulenciafaktorok pontosabb azonositasahoz.

6.2. Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsek korében

Bar a Bacteroides/Parabacteroides torzsek szamos esetben stlyos fertézéseket
okozhatnak, a kezelést sok esetben még mindig empirikusan torténik, foként az aerob és
anaerob baktériumok ellen is hatékony, széles spektrumi antibiotikumok alkalmazasanak
elterjedése miatt. Tanulmanyok kimutattak, hogy a nem megfeleld anaerob-ellenes
antibiotikum terapia alkalmazasa klinikai kudarchoz vezethet (Goldstein EJC. et al. 2011/b).
Az anaerob baktériumok izolalasa és azonositasa, amelyet a szakma szabalyai szerint végzett,
szigort kritériumok szerint zajlé antibiotikum-érzékenységi vizsgalatok kovetnek, rendkiviil
iddigényes. A vizsgalatok koltsége és Osszetettsége, valamint az a feltételezés, hogy az anaerob
baktériumok érzékenységi mintazatai kiszamithatobbak, ezeknek a korokozoknak a kevesebb,
pontatlanabb rutinszerii vizsgalatat eredményezik a kiilonbdz6 orszagokban.

Eurdpaban kevés orszag végez rendszeresen oOlyan antibiotikum érzékenységi
vizsgalatokat az anaerob baktériumok korében megfeleld szdmu friss human klinikai
izolatumon, amelyek célja az egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia alakuldsanak
nyomonkovetése. A Bacteroides/Parabacteroides térzsek  antibiotikum-érzékenységére
vonatkozo6 elsd, egész Europaban végzett tanulmanyban 1988-1989-ben (Phillips I. et al. 1992)
1289 klinikai izolatumot gytjtottek Ossze 15 orszag 22 laboratoriumabdl. A masodik
vizsgalatban, 1999-2001-ben (Hedberg M, Nord CE. 2003) 1284 klinikailag relevans
Bacteroides izolatumot 19 orszag 22 laboratoriumabdl gyijtottek ossze. Ezek a kozlemények
az eltelt mintegy 10 éves idGszak alatt szamos anti-anaerob szerrel és néhany ujabb B-laktam
antibiotikummal szembeni regionalis eltérésekrdl és valtozd6 mértékben, de ndvekvd
rezisztenciar6l szamoltak be. Vizsgalataik alapjan a kiilonboz6 Bacteroides fajok és a
kiilonboz6 klinikai forrasokbdl szarmazd izolatumok kozott az egyes antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia-kiilonbségeket észlelték.

Az altalunk Kivitelezett harmadik eurépai Bacteroides/Parabacteroides antibiotikum
érzékenységi vizsgalat -amelyben 13 europai orszagbol szarmazo 824 izolatumot vizsgaltunk-
célja részben az volt, hogy a Bacteroides/Parabacteroides fajok esetében a rezisztencia-
viszonyok alakuldsat nyomon kovessiik eurdpai szinten az elmult 20 évben:

Ebben a vizsgalatban az ampicillin esetében ha a >64 mg/l-es hatarértéket vizsgaltuk,
az Osszes izolatum 44,5%-a bizonyult magas szinten rezisztensnek, ami az utolsd két nagy
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europai vizsgalathoz képest jelentds ndvekedés jelentett, mivel azokban az izolatumok 16%-a
¢és 27%-a bizonyult magas szinten rezisztensnek (MIC >64 mg/l). Az G6sszes izolatumot
vizsgalva feltinden megnétt az amoxicillin/klavuldnsav rezisztens torzsek aranya (10X
novekedés) az el6z6 eurdpai vizsgalatokhoz képest. A piperacillin/tazobaktam MIC
meghatarozasakor kismértékii novekedést talaltunk a rezisztens torzsek aranyaban a 2003-ban
kozolt tanulmanyhoz képest, ahol a torzsek csak kevesebb, mint 1%-a bizonyult rezisztensnek
a CLSI hatarértékeket alkalmazva, azonban érdekes, hogy sokkal magasabb rezisztencia
aranyokat talaltunk a P. distasonis torzsek kozott (14,3%). Snydman tobbceentrikus tanulmanya
tiz orvosi kozpontbol gyiijtott 5225 Bacteroides izolatumot vizsgalt az Egyesiilt Allamokban
1997 és 2004 kozott (Snydman DR. et al. 2007), igen alacsony rezisztencia aranyokat talaltak
a piperacillin/tazobaktam esetében a 8 éves vizsgalati idoszak alatt: Osszesen 0,5%-a az
izolatumoknak volt rezisztens, mig a jelen eurdpai vizsgalatunk az dsszes torzs esetében 3,1%-
os rezisztenciat mutatott. A cefoxitin esetében a harom eurdpai nagy nemzetkozi vizsgalat
eredményeinek Osszehasonlitdsa azt mutatta, hogy az elmult 20 évben a cefoxitin teljes
rezisztencia-aranya a Bacteroides torzsek kozott igen jelentds mértékben megn6tt (3%; 6% és
17,2%). Ugyanezen hatarértékek alkalmazasa mellett a cefoxitin legmagasabb rezisztencia
aranyat talaltuk P. distasonis esetében mind a jelen tanulmanyban, mind az amerikai
felmérésben (35,7% ¢és 29,9%).

Vizsgalataink szerint az Osszes izolatum kevesebb mint 1%-a és a B. fragilis
izolatumok 1,2%-a volt csak rezisztens fenotipusosan az imipenemre. Az imipenem
rezisztencia szintje nem valtozott dramai modon az elmult 20 évben (0%; <1% és 1,2%), bar az
un. “csokkent érzékenységii” (MIC >4 mg/l) izolatumok szazalékos aranya folyamatosan nétt
(0,3%; 1,6% és 2,7%). A 22 csokkent érzékenységli-rezisztens torzs tiz orszagbol szarmazott,
egyenlden eloszlott a kiilonb6z6 régiokban. A 22 torzs koziil, amelyet fenotipusosan imipenem
rezisztensnek, vagy csokkent érzékenységiinek talaltunk, 10 (45,5%) volt cfiA-pozitiv és ezek
koziil 5 hordozott IS elemeket megfeleld orientacioban és upstream a cfiA génekhez képest.
Ebben a tanulmanyban a munkatarsaim altal PCR-el megvizsgalt tovabbi 486 B. fragilis torzs
koziil 43 hordozta a cfiA gént (8,85%) (Soki J. et al. 2012), mig a 161 vizsgalt
Bacteroides/Parabacteroides izolatum koziil 12 (9,4%) (Eitel Zs. et al. 2013).

Az ampicillin utdn a legmagasabb rezisztencia-aranyokat a clindamycin esetén
talaltunk: ez a kiilonb6z6 fajok esetében 28,5-60% kozott valtozott, a rezisztencia 32,4% volt
az Osszes izolatum esetében és 28,5% a B. fragilis izolatumok esetében. A legdramaibb
valtozasokat a harom eurdpai vizsgalatban a clindamycin rezisztencia alakulasa mutatta: az
Osszes izolatum esetében 9%, 15% ¢és 32,4% rezisztencia fokozddds megjelenése volt
megfigyelhetd. Az elsé vizsgalatban B. thetaiotaomicron (13%) és B. uniformis (13%), a
masodikban a B. vulgatus (30%) és B. ovatus (25%); a harmadik tanulmanyban a B. uniformis
(60%) és a B. vulgatus (47,6%) voltak a legrezisztensebb fajok.

A CLSI rezisztencia hatarérték (>8 mg/l) alapjan az 6sszes izolatum 13,6% -a és B.
fragilis 14%-a rezisztenciat mutatott a moxifloxacinnal szemben. Az elsd vizsgalatban a
ciprofloxacint vizsgaltak >4 mg/l rezisztencia hatarértékkel, igy a rezisztens torzsek aranya igen
magas volt (a kiilonb6z6 fajok szerint 37-98%). Jelen vizsgalatunkban a masodik vizsgalathoz
képest a moxifloxacinnal szembeni rezisztencia aranya 9%-r6l 13,6%-ra nétt. Mindkét
vizsgalatban a leginkabb rezisztens faj a B. vulgatus, a rezisztencia aranya 19% és 21,4% volt.
A Bacteroides/Parabacteroides torzsek tulnyomoé tobbsége érzékeny volt a metronidazolra,
mind a CLSI (>32 mg/l), mind az EUCAST rezisztencia hatarértékeket figyelembe véve (>4
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mg/l), az Gsszes izolatum esetében <1% rezisztenciat talaltunk. A harom eurdpai vizsgalatban
(0%, <1% és <1%) nem volt szignifikans kiilonbség a rezisztencia aranyokban. A jelen
vizsgalatban a 824 torzsbdl 22 olyan volt, amelynek a metronidazol MIC értéke >4 mg/l volt
(2,7%); ezen torzsek hat orszagbdl szarmaztak, orszagonként egy-kilenc izolatummal. Az el6z6
vizsgalatban a 14 orszagbol szarmazo 1284 izolatumbol 43-at (3,3%) talaltak, ha a >4 mg/l-es
MIC-et alkalmaztak és csokkent érzékenységli torzseknek tekintették, mig a legelsd
vizsgalatban (n=1289) csak egy izolatum (0,1%) mutatott, csokkent érzékenységet. A
tigecyclin igen aktivnak bizonyult a harmadik vizsgalatban (1,7%-os rezisztencia) és az elmult
5 évben az amerikai vizsgalat szerint (4,3%-0s teljes rezisztencia) (Snydman DR. et al. 2007).

Az évek soran az imipenem és a metronidazol-rezisztenciaban nem tapasztaltunk
jelentds valtozasokat, a tobbi antibiotikum esetében azonban a rezisztencia aranyok jelentésen
valtoztak (38. tablazat). A 20 év soran végzett harom eurdpai vizsgalat eredményei egy vagy
tobb anti-anaerob szerrel szembeni rezisztencia-aranyok igen jelentds foldrajzi kiilonbségeit
tartak fel, valoszinlileg a kiilonbozé orszagokban az altalanos antibiotikum hasznalat
kiilonbségei miatt.

38. tablazat: A harom eurodpai vizsgalat eredményeinek dsszehasonlitdsa

Antibiotikum Rezisztens torzsek aranya %

Alkalmazott 1. vizsgalat 2. vizsgalat 3. vizsgalat
rezisztencia n=1289 n=1284 n=824
hatarérték Philipps I. etal. | Hedberg M. et Nagy E. et al.

(mg/l) 1992. al. 2003. 2010.
Ampicillin >2 93 99,3 99,2
“Magas-szint{i” >64 16 27 445
rezisztencia
Amoxicillin/klavulansav >16 1 - 10,4
Pip/tazobactam >128 - <1 3,1
Cefoxitin >64 3 6 17,2
Imipenem >16 0 <1 1,7
“Csokkent érzékenység” >4 0,3 1,6 2,7
Clindamycin >8 9 15 32,4
Moxifloxacin >8 - 9 13,6
Metronidazol >32 0 <1 <1
“Csokkent érzékenység” >4 0,1 3,3 2,7
Tigecyclin >16 - - 1,7

A négy nagy magyarorszagi laboratoriumbol gytijtott torzsek korében végzett
felmérésiink is bizonyitotta, hogy a Bacteroides/Parabacteroides torzsek kozott ma mar széles
korben elterjedt a B-laktamaz enzim termelése, ennek készonhetden ampicillinnel szemben a
magyarorszagi izolatumok jelentés hdnyada (98%) mutatott rezisztenciat, amely eredmény
megfelel az el6z0, eurdpai vizsgalatunknak (97,4%). A hazai izolatumok minddssze 4,5%-a
volt rezisztens az amoxicillin/klavulansavval szemben, ugyanakkor az eurdpai studyban ez
8,7% volt, Wybo ¢és munkatarsai tanulmanyukban ezt Belgiumban 14%-nak allapitottak meg
(Wybo I. et al. 2014). Az altalunk talalt cefoxitin rezisztencia 6,75%-os aranya sokkal
alacsonyabb volt az el6bb bemutatott eurdpai illetve korabban kozolt kanadai eredményekhez
képest (15,2-17,2%) (Karlowsky JA. et al. 2012). Eredményeink hasonloak egy 2019-ben
kozolt, varsoi korhaz hat éves érzékenységi adataihoz, ahol a kdvetkezd antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia-aranyokat talaltak: penicillin: 100%, clindamycin: 22,5%, cefoxitin:

114


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/clindamycin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cefoxitin

dc_1706_19

6,3%, amoxicillin/klavulansav: 1,8%, minden torzs érzékeny volt az imipenemre és
a metronidazolra (Kierzkowska M. et al. 2019).

A viszonylag alacsony amoxicillin/klavulansav és cefoxitin rezisztencia hatterében a
torzsek izolalasanak eltérd foldrajzi helye, az antibiotikum felhasznaldsanak valtozasa és az
izolatumok eltéré szama éallhat. Erdekes, hogy az amoxicillin/klavulansav felhasznalasa ugyan
magas ¢és Bacteroides/Parabacteroides infekciokban els6ként valasztandd szer, viszont a
rezisztencia még viszonylag alacsony maradt. A hazai vizsgalatunkban a cefoxitin rezisztencia
erdsen fajfiiggd volt: a B. fragilis izolatumok 3,44%-a, a P. distasonis torzsek 20%-a mutatott
ezzel az antibiotikummal szemben rezisztencidt. Ez az eredmény hasonlé a Snydman és
munkatarsai altal k6zolt adatokhoz, akik a B. fragilis torzsek 3,7%-at, mig a P. distasonis
izolatumok 14,7%-at talaltak cefoxitin rezisztensnek (Snydman DR. et al. 2007).

A karbapenemek altalaban kivalo aktivitast mutatnak az anaerob baktériumokkal
szemben, am az elleniik kialakult rezisztencia terjedése egyre nagyobb fenyegetést jelenthet.
Sajat vizsgalataink ezt megerdsitették, mivel az Gsszes torzs 7%-a, kozilik a B. fragilis torzsek
9,87%-a meropenem rezisztens volt. A Bacteroides/Parabacteroides izolatumok kozott a
meropenem rezisztensek aranyat egy amerikai tanulmanyban 0,5%-nak, Europaban 1,3%-nak
(Soki J. etal. 2006), egy 2019-ben k6z6l1t holland felmérés szerint 2%-nak talaltak (Veloo ACM
et al. 2019); viszont Liu és munkatarsai tajwani B. fragilis torzsek kozott ezt az aranyt 12%-
nak irtak le (Liu Ch-Y. et al. 2008). A B. fragilis torzsek kozott a cfiA gén prevalenciajat 2,4-
5,9% kozo6tti tartomanyban allapitottak meg (Soki J. et al. 2004; Yamazoe K. et al. 1999; Veloo
ACM et al. 2019).

Az eltér6é karbapenem rezisztencia adatok hatterében valoszintileg a cfiA gén eltérd
prevalenciaja és a helyi antibiotikum-felhasznalasi szokasok allhatnak. A cfiA-negativ B.
fragilis izolatumok esetében a meropenem rezisztencia hatterében a PBP-fehérjék
megvaltozasa ¢és ennek kovetkeztében a B-laktdmokkal szembeni csokkent affinités, illetve a
csokkent permeabilitas allhatnak (Wexler HM. 2007).

Clindamycinnel szemben a torzsek jelentds része (36,75%-a) mutatott rezisztenciat,
amely arany fajonként jelentés elérést mutatott: B. fragilis esetén ez 25,75%, mig B.
thetaiotaomicron esetén 55,7% volt. Az el6z6 eurdpai vizsgalatunk, illetve szlovén és kuwaiti
felmérés szerint ez az arany 27% és 37,6% kozott mozgott (Jeverica S. et al. 2015; Jamal W. et
al. 2015), azonban a hollandiai felmérésben csak 15,8%-0s volt. A clindamycin rezisztencia
mértéke jelentds teriileti eltérést is mutatott, amely Osszhangban van az eurdpai
torzsgyljteménnyel végzett adatainkkal: ahol a dél-eurdpai régidoban ez az érték 37,6% volt,
ugyanakkor a skandinav orszagokban a Bacteroides/Parabacteroides térzsek 81,4%-a volt
rezisztens a clindamycinre.

A metronidazol gyakori alkalmazéasa ellenére megérizte kivalo aktivitasat a
Bacteroides/Parabacteroides torzsekkel szemben: minddssze egy fenotipusosan rezisztens
izolatumot talaltunk (0,25%), amely Osszhangban allt a vilagszerte ko6zolt rezisztencia
adatokkal (<1%). Moxifloxacinnal szemben az egyes Bacteroides/Parabacteroides fajok
kiilonboz6 mértéki rezisztenciat mutattak: az 6sszes P. distasonis izolatum érzékeny volt,
ugyanakkor B. fragilis térzsek 15,45%-a, a B. vulgatus torzsek 50%-a volt rezisztens. Snydman
¢s munkatarsai szintén jelent6s eltérést kozoltek a Bacteroides fajok moxifloxacin
(B. caccae, B. eggerthii stb.) tobb, mint 70%-a mutatott rezisztenciat (Snydman DR. et al.
2017). Viszonylag jelentés hazai regionalis kiilonbség volt megfigyelheté a clindamycinnel,
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cefoxitinnel ¢és moxifloxacinnal szembeni rezisztencia mértékét tekintve. Az europai
felmérésiinkben a moxifloxacin rezisztencia aranyat Dél-Europaban 92,45%-nak, mig északon
70,1%-nak talaltuk; a debreceni és szegedi torzsek kozott mi is igen jelentés mértéki eltérést
tapasztaltunk: 3% vs. 13%.

A tetracyclin rezisztencia 65,25%-nak bizonyult, jelentds faj szerinti eltéréssel: a B.
uniformis izolatumok 27,27%-a, az egyéb bacteroidesek (B. stercoris, B. cellulosilyticus, B.
caccae, B. intestinalis stb.) 75%-a volt rezisztens ezen antibiotikummal szemben. A térzsekkel
szemben a tigecyclin kiemelkedd aktivitassal rendelkezett: csak 3 rezisztenS izolatumot
izolaltunk, ehhez hasonlé adatot talaltunk az eurdpai torzsek kozott is (1,7%). A
chloramphenicol kitind hatékonysagot mutatott a vizsgalt izolatumokkal szemben, mindossze
egyetlen torzs mutatott mérsékelt érzékenységet, a tobbi érzékeny volt. A chloramphenicol
érzékenységi vizsgalat eredménye 0sszhangban allt Wybo €s munkatarsai altal publikalt adattal,
aki 2004-ben a Bacteroides torzsek 99%-at talalta érzékenynek (Wybo I. et al. 2014), Nitzan és
munkatarsai altal vizsgalt anaerob torzsek pedig 98,5%-a (2012) volt érzékeny (Nitzan O. et al.
2015). Spanyolorszagban 10 év alatt a cefoxitin (12,8% vs. 27,1%), a clindamycin (33,5% vs.
47,9%), moxifloxacin (6% vs 25%) ¢és amoxicillin/klavulansav (5% vs. 17,9%)
rezisztenciajanak  jelentds novekedése volt megfigyelhet6 (Betriu C. et al.
2008). Franciaorszagban a tendenciak hasonldak voltak a clindamycin (Behra-Miellet J. et al.
2003) és Belgium esetében az amoxicillin/klavulansav és a clindamycin (Wybo 1. et al. 2007)
esetében.

Eddigi vizsgalatunkig csak kevés magyarorszagi adat allt rendelkezésre és a korabbi
hazai Bacteroides/Parabacteroides érzékenységi adatokkal vald Osszehasonlitas is csak
korlatozott mértékben volt lehetséges. A jelenlegi és a korabbi hazai adatok 6sszehasonlitasat
neheziti, hogy az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok kiilonb6z6 modszerekkel torténtek
(mikro-leveshigitas vs. agarhigitas), valamint kiilonboz6ek voltak az alkalmazott hatarértékek
és a vizsgalt izolatumok szama is eltért. Nagy E. és munkatarsai altal 1995-ben kozolt adatokkal
Osszehasonlitva a clindamycin rezisztens torzsek aranya 23%-rol 36,75%-ra, a moxifloxacin
rezisztenseké 13,6%-161 18,5%-ra emelkedett (39. tablazat) (Nagy E. et al. 1995), azonban az
amoxicillin/klavulansavval szembeni rezisztencia aranya 15%-r6l 4,5%-ra, a cefoxitinnel
szemben pedig 24%-ro6l 6,75%-ra csokkent.

Sajat vizsgalataink rezisztencia adatait elemezve az alabbi 3 antibiotikum-par esetén
allapitottunk meg szignifikdns korrelaciot (p<0,05): ampicillin és amoxicillin/klavulansav;
cefoxitin és amoxicillin/klavulansav; valamint tetracyclin és tigecyclin. Ennek hatterében k6z6s
antibiotikum rezisztencia mechanizmus allt: a B-laktamaz-termelés a Bacteroides izolatumok
korében a leggyakoribb rezisztencia mechanizmus (Hall GH., Barlow M. 2005; Bush K.,
Jacoby GA. 2010; Rogers MB. et al. 1993), a torzsek tobb, mint 90%-a legalabb egy p-laktamaz
gént expresszal. Magyarorszagon jelenleg nem all rendelkezésre pontos adat az antibiotikum
rendelési gyakorlatrol, azonban véleményiink szerint a cefoxitin rezisztencia-csokkenés
hatterében annak nagyon alacsony mértéki alkalmazasa allhatott. Az utobbi évtizedben szamos
tanulmany szamolt be a B-laktam/B-laktamaz-gatlok, a cefoxitin, moxifloxacin, tetracyclin és
clindamycin rezisztens Bacteroides/Parabacteroides izolatumok aranyanak emelkedésérdl
vilagszerte (Bartha N. et al. 2011; Boyanova L. et al. 2015). Az eltéré antibiotikum
rezisztencia-mintazat hatterében a kovetkezd tényezok allhatnak: a helyi antibiotikum-
felhasznalas sajatossagai, antibiotikum rezisztencia gének elterjedése, az érzékenységi
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vizsgalatok kiilonb6zé modszerei, az izolatumok eltérd szdma, a hatarértékek kozotti eltérések
vagy a még nem megallapitott hatarértékek.

39. tablazat: Jelen tanulméanyban és korabban vizsgalt magyarorszagi
Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo izolatumok antibiotikum rezisztencia
adatainak 0sszehasonlitasa

Rezisztens torzsek aranya (%)
Antibiotikumok n1:929020 n2:011(())0 n2:041§>0
Nagy E. etal. 1995* | Nagy E. et al. 2011** Sarvari KP et al. 2018**

Ampicillin 97 100° 98
Amoxicillin/klavulansav NA 15 4,5
Cefoxitin 11 248 6,75
Meropenem NA NA 7
Clindamycin 23 27° 36,75
Metronidazol 0 1P 0,25
Moxifloxacin NA 13,62 18,5
Tetracyclin 65 NA 65,25
Tigecyclin NA 1,7%** 15
Chloramphenicol 0 NA 0

NA: Nincs adat

*Moddszer: mikro leveshigitas, Rezisztencia hatarérték: CLSI (korabban: NCCLS)
**Modszer: agarhigitas, Rezisztencia hatarérték: 3CLSI (kordbban: NCCLS) és "EUCAST
***Hatarértékek: Food and Drug Administration 2010.

Az MDR torzsek eléfordulasa és az antibiotikum rezisztencia gének vizsgalata

A human klinikai mintakbol izolalt Bacteroides/Parabacteroides torzsekben az
antibiotikum-rezisztencia gének prevalenciajara mindezidaig csak korlatozott szamu
vizsgalatot végeztek (Tran CM. et al. 2013; Meggersee R., Abratt V. 2015; Székely E. et al.
2015). Munkacsoportunk mar igen koran, a 90-es évek végén kezdte el tanulmanyozni a human
infekciokbol szarmazd Bacteroides torzsek egyes antibiotikumokkal szembeni rezisztencia
mechanizmusainak genetikai hatterét. Az IS elemeken keresztiili expressziés mechanizmusu
szabalyozassal rendelkezé nim géneket és az azokat hordoz6 genetikai elemeket is vizsgaltuk
az aktivalo IS elem tipusa, a plazmidon ill. kromoszéman val6 elhelyezkedés szerint.

Els6 vizsgalatunk soran 1998-2000-ko6zott gytijtott 242 B. fragilis (ebbdl 167 izolatumot
2000-ben gytijtottiink) izolatumot megvizsgalva négy torzs esetében talaltunk csokkent
metronidazol érzékenységet €s PCR modszerrel a nim gének jelenlétét két torzs esetében tudtuk
kimutatni. A B. fragilis 19924 torzs, amely metronidazol MIC értéke 12 mg/l volt a PCR-RFLP
profil alapjan nimA génnel rendelkezett, mig a B. fragilis 29877 t6rzs, melynek MIC értéke 4
mg/l volt nimB gént tartalmazott. A nim gének Kimutatidsan és tipusmeghatarozasan feliil
meghataroztuk az azokat aktivalo IS elemeket is: az 1S1186 elemet talaltuk meg mindkét
torzsben. Tovabbi vizsgalatokat végezve bizonyitottuk, hogy az IS1186 elemek megfelelden
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kozel (upstream) és megfelelé iranyban helyezkedtek el a nimA és nimB génekhez, hogy
aktivaljak azokat. A két nim pozitiv térzs plazmid profiljat is meghataroztuk: B. fragilis 19924
torzs egyetlen 7,7 kb nagysagl plazmidot tartalmazott, mig a masik térzsben nem tudtunk
plazmidot kimutatni. Vizsgalataink soran munkacsoportunk Magyarorszagon elészor irt le és
jellemzett részletesen molekularis genetikai vizsgalatokat alkalmazva metronidazol rezisztens
B. fragilis torzseket (Sajat kézlemény: Urban E. et al. 2002).

Jelenleg a szakirodalomban egyenlére még kevés kozlemény jelent meg MDR
Bacteroides izolatumokroél, a valds prevalenciaja ezeknek a térzseknek nem ismert.

Munkacsoportunknak mar 2006-ban lehetdsége volt az egyesiilt kiralysagbeli Anaerob
Referencia Laboratériummal egyiittmiikodve egy 48 éves, stulyos pancreatitisben szenvedo,
szeptikus nébeteg hemokultarajabol altaluk izolalt multirezisztens B. fragilis torzs rezisztencia
mechanizmusainak molekularis genetikai vizsgdlatara. A torzs minden anaerob ellenes
antibiotikummal szemben magas fokl rezisztencidval rendelkezett, kivéve a chloramphenicolt
¢és a linezolidot. Vizsgalataink alapjan a R19811 torzs annak ellenére, hogy magas szintii
metronidazol rezisztenciaval rendelkezett (MIC 64 mg/l) nim gént nem hordozott, de
cfiA gént hordozott, ugyanakkor a bft-gén jelenlétét is kimutattuk PCR-rel. Elemeztiik
egyikének el6fordulasa hozzajarulhat a karbapenem rezisztencia ~mechanizmusok
kialakulasahoz. A vizsgalt IS elemek kozil csak az 1S614 volt kimutathato PCR-el. A
citotoxicitasi vizsgalatban a vizsgalt torzs reverzibilis citopatias hatast valtott ki a HT-29
sejtvonalra, ez az eredmény azt mutatta, hogy a sejttenyészet feliiliszdjaban funkcionalis toxin,
fragilizin volt jelen, a bft gén PCR-RFLP analizise soran a bft-1 allélt talaltuk. Munkank soran
el6szor irtuk le egy MDR B. fragilis torzsben a cfiA gén és a bft gének egyiittes eldfordulasat
(Sajat kozlemény: Terhes G. et al. 2007).

Magyarorszagon els6ként egy hazai MDR B. fragilis izolatum vizsgalatat publikaltuk
2015-ben: az 57 éves komorbid férfibetegbdl izolalt torzs rezisztens volt penicillinre,
ampicillinre, amoxicillin/klavulansavra, piperacillin/tazobaktamra, cefoxitinre, meropenemre,
clindamycinre and tetracyclinre; a cepA, cfiA, erm, nimA, tetQ géneket és az 1S1187 elemet
hordozta (Sajat kozlemény: Urban E. et al. 2015). A magyarorszagi tobb centrumbol gytijtott
torzseink esetében a 400 Bacteroides torzs koziil 6 MDR izolatumot talaltunk (1,5%), amelyek
4-6 kiilonboz6 antibiotikum csoport tagjaival szemben mutattak rezisztenciat. Az antibiotikum
kiilonleges genetikai elemeket (1S614B, Tn4555 és Tn4351) mutattunk ki, amelyeket Soki,
valamint Garcia és munkatarsai mar korabban leirtak (Soki J. et al. 2013/c; Garcia N. et al.
2008), de a B. ovatus SZ9 és B. thetaiotamicron SZ35 térzsek mas IS-elemet hordoztak, vagy
deléciot tartalmaztak. A B. fragilis SZ38 torzs hordozta a cfiA gént, de a gén upstream

Egyik torzs sem tartalmazta a CepA gént, viszont 3 izolatum hordozta a cfxA gént, az
ermG vagy ermF gént, vagy mindkett6t 4 torzs hordozta. A B. vulgatus SZ4 és B.
thetaiotaomicron SZ35 izolatumokban a teljes hosszisaga 1S4351 elem detektalhatd volt.
Mindegyik torzsben kimutathato volt a tetQ gén, haromban pedig a tetX, kettoben a bexA, de
egyikben sem volt jelen a nim gén. A B. fragilis SZ38 torzs girdz enzim GyrA alegység
¢s munkatarsai kozléséhez (Nakamura I. et al. 2017). Jelen tanulmanyunk utan 2018-ban
munkacsoportunk az Eszéki Egyetem munkatérsaival kollaboracidban vizsgélt és jellemzett
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egy imipenem rezisztens B. fragilis torzset, melyet egy 72 éves, hugyhodlyag-daganatban
szenvedé férfibeteg hemokultirajabol izolaltak. Ez a torzs az ampicillinre, a
piperacilin/tazobaktamra, cefoxitinre, clindamycinre, tetracyclinre ¢és imipenemre volt
rezisztens, valamint a cfiA, ermF és tetQ géneket hordozta, a cfiA gén magas szinti
expressziojat egy megfeleld orientaltsagu, upstream elhelyezkedd 1S1187 elem okozta (Bogdan
M. et al. 2018).

Vizsgalatunk ujdonsaga a MDR Bacteroides izolatumok lokalis halmozodasa volt -
koziilik 5-6t a szegeden izolaltunk, egyet a debreceni centrumban izolaltak-, illetve, hogy
mindegyik torzs rezisztencia mechanizmusainak genetikai hattere eltérd volt, tehat nem egy
azonos klon terjedt el helyileg. A kozép-kelet eurdpai térségben eddig még nem publikaltak
olyan tanulmanyt, amely ilyen nagy szami MDR Bacteroides izolatumrol, illetve ezek részletes
molekularis genetikai hatterérél szamolt be. Ezen izolatumok szegedi régidban megfigyelt
halmozodasanak hatterében valdsziniileg az antibiotikum-felhasznalas helyi szokasai allhattak,
amelyek szamos, eltéré hatdsmechanizmusu antibiotikum ellen is rezisztencidhoz vezettek.

A nemzetkdzi szakirodalomban meglehetésen kevés az a vizsgéalat, amely a
fluorokinolonok elleni egyik lehetséges rezisztencia mechanizmusért felelés, a bexA gén altal
kodolt BexA  efflux  pumpa  eléfordulasat  vizsgalja  human  klinikai  eredetil
Bacteroides/Parabacteroides torzsek kozott. Az eurdpai torzsgylijteménybdl szarmazd 161
megvizsgalt Bacteroides/Parabacteroides torzs 7,5%-a hordozta a kinolonok transzmembran
transzporter aktivitasért felelés bexA gént, ezek koziil 6 volt (4,7%) B. fragilis torzs és joval
magasabb (18,2%) volt a gént hordoz6 NFB torzsek ardnya, a kiilonbség statisztikailag
szignifikans volt p=0,024 (Eitel Zs. et al. 2013). Erdekesség, hogy a 18 moxifloxacin-rezisztens
B. fragilis izolatum koziil egyik sem hordozta a bexA gént, a 6 moxifloxacin rezisztens NFB
torzs koziil pedig csak egy. A romaniai vizsgalt térzsek kozott kilenc bexA-pozitiv torzset
talaltak, ezek legtobbje emelt szintli (de nem rezisztens) moxifloxacin MIC értékkel
rendelkezett (2-4 mg/ml), de a moxifloxacin rezisztens torzsek k6zott nem talaltak bexA-gén
hordozot (Székely E. et al. 2015). Az altalunk megvizsgalt, magyarorszagi 400 torzs 20,5%-a
hordozta a bexA gént és azt talaltuk, hogy a NBF torzsek kozott szignifikansabban magasabb
volt a gén prevalenciaja (foként a B. thetaiotaomicron torzsek kozott) (p=0,002), mint a B.
fragilis izolatumok kozott. Erdekes megfigyelésiink, hogy a moxifloxacin érzékeny NFB
torzsek majdnem fele (42,37%) hordozta a bexA gént; mig a moxifloxacin érzékeny B. fragilis
torzseknek csak 6,04%-a. Az el6zd, eurdpai szintli vizsgdlatunkhoz képest azt talaltuk, hogy
mind a moxifloxacin rezisztens toérzsek aranya, mind a bexA gén prevalenciaja emelkedett és
joval tobb NFB izolatum hordozta a gént. Valosziniileg a kinolon/moxifloxacin rezisztencia
hatterében a torzsek tobbségénél a sokkal gyakoribb eléfordulasti gyrA gén mutécioja all, ami
a legtobb egyéb speciesnél is a fenotipusos kinolon rezisztencia f6 oka (Bachoual R. et al. 2000;
Oh H. et al. 2001).

A B. fragilis torzsek enterotoxin- és proteaz-termeléséért felelés gének vizsgalata

Az ETBF torzsek tiinetmentes hordozasanak aranya a bélben kb. 6,2-20%-ra tehetd
(Szoke I. et al. 1997; Toprak NU. et al. 2006/b; Pantosi A. et al. 1997; Luczak M. et al. 2001),
viszont az ETBF torzsek aranya az extraintesztinalis B. fragilis torzsek kozott 18,5-38,2%-0s
(Chung GT. et al. 1999; Mundy LM. et al. 1996). A hemokulturakbol izolalt enterotoxin-
termeld B. fragilis torzsek aranya kiemelked6: Claros és munkatarsai a szeptikus betegekbdl
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izolalt B. fragilis torzsek kozott az ETBF torzsek aranyat 19%-nak talaltak (Claros MC. et al.
2006); mig Kato és munkatarsai a hemokultarakbol izolalt fragilizin termel6 torzsek aranyat
Japanban 28,1%-nak irtak le (Kato N. et al. 1996).

Jelen tanulméanyunkban a magyarorszagi, vegyes klinikai anyagbol gytjtott B. fragilis
torzsek 13%-a volt bft-pozitiv, ezek tobbsége a bft-1 allélt hordozta (76,9%, 20/26), a bft-2-t a
torzsek 23,1%-a (6/26), viszont egyik izolatumbol sem lehetett a bft-3-gént kimutatni. Scotto
d’ Abusco és munkatarsai altal vizsgalt intesztinalis ¢s extraintesztinalis ETBF torzsek tobbsége
szintén a bft-1 allélt hordozta (62,5%, 10/16), 25%-a a bft-2-t (4/16) 12,5%-a a bft-3 izotipust
(2/16) (Scotto d’Abusco A. et al. 2000). Az altalunk vizsgalt torzsek is hasonld aranyban
hordoztak a bft izotipusokat azzal a kiilonbséggel, hogy nem talaltunk bft-3-pozitiv izolatumot.
Eredményeink hasonldak a lengyelorszagi 2019-ben kozolt, varsoi korhdz adataihoz, ahol a
a bft gén jelenlétét a vizsgalt B. fragilis izolatumok 14,4%-aban mutattak Ki; a bft-1 allél jelen
volt a pozitiv torzsek 75% -aban, a bft-2-t a torzsek 25%-nal, a bft-3 pedig egyetlen izolatumban
sem mutattak ki (Kierzkowska M. et al. 2019).

A Dbft izotipusok RT-PCR vizsgalattal torténé meghatarozasa soran végzett
olvadaspont-analizis ugyancsak lehetévé tette a bft-1 és bft-2 izotipusok elkiilonitését. Az
olvadaspont-analizis hitelesitése céljabol véletlenszeriien kivalasztott 3-3 bft-1 és bft-2-pozitiv
B. fragilis torzset szekvenaltunk. A bft izotipusok Genbankban szereplé szekvenciakkal vald
Osszehasonlitdsa ¢és teljes egyezése alatamasztotta az altalunk alkalmazott modszer
megbizhatosagat, amit a PCR-RFLP-vel és az olvadaspont-analizissel kapott eredmények jo
korrelacidja is megerdsitett. Munkank soran vizsgaltuk a bft és a cfiA gének kapcsolatat is. A
Bruker Daltonik altal Intézetiinkkel vald tudoményos kooperacié eredményeként (Sajat
kozlemény: Fenyvesi VS. et al. 2014) kifejlesztett MALDI-TOF Biotyper 3.1 szoftver “cfiA
identification project file” segitségével megvizsgaltunk 200 B. fragilis torzset. A Divizio 11-be
20 izolatum tartozott (10%) és RT-PCR-rel igazoltuk, hogy koziiliik az 6sszes hordozta a cfiA
gént, amely eredmény kissé magasabb a munkacsoportunk altal eddig k6zolt adatokhoz (2-
8,85%) viszonyitva (Eitel Zs. et al. 2013; Soki J. et al. 2013/a; Soki J. et al. 2013/c). A 200
torzs koziil a szegedi torzseinkbol ismét azonositottunk egy olyan ritka izolatumot (B. fragilis
SZ54), amely egyszerre hordozta a cfiA és bft gént (Sajat kozlemény: Sarvari KP. et al. 2017).

Kutatasaink soran vizsgaltuk a B. fragilis torzsekben a C10 és a Cll proteaz
patogenitasi faktorokat kodold gének eléfordulasat a hazai torzsek kozott. A C10 proteazt
kodolo bfpl-4 gének koziil 34 izolatum két, 9 torzs 3 bfp izotipust hordozott egyszerre. A bft-
pozitiv és -negativ torzseket megvizsgalva a bfp2 izotipus volt a leggyakoribb és pozitiv
korrelaciot allapitottunk meg a bfp2 és fpn (fragipain proteaz termeléséért fel6s gén) gének
jelenléte kozott. Vizsgalataink szerint a 26 bft-pozitiv torzs koziil 24 hordozta a 24 fpn gént,
amely bizonyitja, hogy a fragipain kulcsszerepet jatszik a B. fragilis enterotoxin aktivacidjaban,
ugyanakkor 36 bft-negativ izolatum szintén hordozta az fpn gént. A fragipain valdsziniileg
tovabbi szereppel rendelkezik kiilonbozd sejtfunkcidkban €s a szepszis patogenezisében; a CD
szupercsalad tagjai tovabbi fontos patogenitasi szerepet jatszanak: a sejtproliferacioban, a
sejthaldl patogenezisében, a gyulladasban, az oldhatatlan aggregatumok eltavolitdsdban, a
virulenciaban stb. (McLuskey K., Mottram JC. 2015).

Jelen tanulmanyban vizsgaltuk az extraintesztinalis mintakbol izolalt B. fragilis
torzsekben a bft gén jelenlétét és a bft, bfpl-4, fpn és cfiA gének kapcsolatat molekularis
diagnosztikai modszerekkel. Korabbi, 2006-0s vizsgalati adatainkkal (8,7%) 0sszehasonlitva a
bft-hordozo6 torzsek aranya kis mértékben emelkedett (Nagy E. et al. 2006). Az Intézetben
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végzett els6 tanulmanyban 1997-ben vizsgaltuk a kiilonb6z6 klinikai mintakbol izolalt
enterotoxigén B. fragilis torzsek prevalenciajat: 6sszesen 134 torzset gyiijtottiink kiilonbozo
klinikai mintakbol: 74-et vegyes human klinikai mintabol, 20-at egészségesek székletébdl és
40-et a hasmenésben szenvedd betegek székletébdl, ahol mas enteralis korokozot nem lehetett
kimutatni. A 134 torzs kozil 34 (25,3%) bizonyult toxin-pozitivnak HT-29 vastagbélrakos
sejtvonalon végzett sejttoxicitasi vizsgalattal, ebbol a felnbttek hasmenéses székletébdl izolalt
torzsek 40%-a volt toxin-pozitiv. Ebben a vizsgalatban joval magasabb bft hordozasi aranyt
allapitottunk meg, de még nem molekularis diagnosztikai eljarassal (toxin termeléséért felels
gének jelenlétének kimutatasa), hanem hagyomanyos, a HT29/C1 sejtre kifejtett citopatis
hatas vizsgalataval, amely kiértékelése nagyon szubjektiv (Szoéke I. et al. 1997).

Késobbi, 2006-os vizsgalatunkban 275 kiilonb6zé Klinikai mintabol izolalt,
egészséges egyénekbdl szarmazo “normal” és hasmenéses székletbdl szarmazo B. fragilis torzs
molekularis vizsgalata tortént meg, a fragilizin (bft) gén jelenlétét és ezek kiilonbozo
izoformjait mutattuk ki “home made” PCR modszerrel. Az enterotoxin gén bft tipusanak
(néhany aminosavas eltérés az 1-3 altipusok kozott) megéllapitdsira PCR-RFLP modszert
dolgoztunk ki és alkalmaztunk (a bft gének 1142 bp-os, a gének kodold szakaszat atfogd
szegmentjét amplifikalva és azt Mbol restrikciés enzimmel emésztve bft-1,2 és 3 specifikus
mintazatot kaptunk gélelektroforézisben). A bft gén eléfordulasa az Gsszes torzsben 8,7%-0s
volt (24/275), 17 torzs a bft-1 allélt, 7 a bft-2 jellegzetes mintajat mutatta a PCR-RFLP
modszerrel, bft-3 tipust nem talaltunk. Vizsgalataink alapjan csak egy bft pozitiv torzs
szarmazott hemokultaraboél (1/8), ez a bft-2 allélt hordozta, 2 térzs szarmazott intraabdominalis
mintabol, az egyik a bft-1, a masik a bft-2 allélt hordozta. Az egészséges egyének
székletmintaibol szarmazo izolatumok (22 torzs) koziil csak egyben talaltunk bft gént (bft-1), a
hasmenéses székletmintakbol izolalt torzsek esetében 3-bol (3/38, 7,9%) mutattuk ki a fragilizin
gént, egy volt bft-1 és kettd bft-2 hordozo (Sajdt kozlemény: Terhes G. et al. 2007). Legtijabb
adatainkat 6sszehasonlitva ezzel a vizsgalattal, ugy talaltuk, hogy a bft-hordoz6 magyarorszagi
torzsek aranya csak kis mértékben emelkedett az elmult mintegy 10 év alatt, a bft-3 izoform
jelenlétét tovabbra sem tudtuk kimutatni a hazai izolatumok ko6zott. Jelen tanulmanyunk
ujdonsaga a bft, bfpl-4, fpn és cfiA gének molekularis és egymas kozotti statisztikai korrelacios
vizsgalata volt.

6.3. A MALDI-TOF MS alkalmazasa a human, klinikai eredetii anaerob baktériumok
identifikaciéjaban

A MALDI-TOF MS mikrobiologiai alkalmazasokra vald bevezetése Ota, kisérleti
eszkozbdl egy olyan technologiava fejlodott, ami jelentds elonyokkel bir a mindennapi rutin
diagnosztikai és a tudomanyos vizsgélatokban is.

Eddig szadmos tanulmany szamolt be az anaerob baktériumok korében is egyre inkabb
terjedd antibiotikum rezisztencia jelenségérdl, valamint ebbdl a szempontbol a pontos faj
szerinti identifikalas fontossagarol. Azonban egy 2008-as gyakorlati felmérés arrol szamolt be,
hogy az amerikai anaerob referencia laboratoriumok 33%-a nem azonositotta a
Bacteroides/Parabacteroides izolatumokat faji szinten (Goldstein ECJ. et al. 2008). A
hagyomanyos biokémiai és a kereskedelmi forgalomban elérhetd automatizalt identifikalod
modszerek szamos korlatozo tulajdonsaggal rendelkeznek: a biokémiailag hasonlo torzseket
nem képesek megfeleld megbizhatosaggal elkiiloniteni, az identifikalas eredménye fiigg a
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megfeleld anaerob kornyezettdl és a kérdéses species profiljanak az adott adatbazisban valo
jelenlététol.

Ha hagyomanyos modszereket alkalmaznak, sokszor 5-7 napra van sziikség a hosszabb
generacios idovel rendelkez6 anaerob izolatumok indukalhato enzimaktivitasanak kimutatasara
(Holdeman LV. et al.1977). A Rapid ID 32A (bioMérieux, Marcy-1’Etoile, Fr), hasonléan mas,
azonos elven miikodo teszthez, nem képes kiilonbséget tenni a Gram-negativ és Gram-pozitiv
baktériumok ko6zott (,,one size does NOT fit all”). Az adatbazisokat folyamatosan fejleszteni
kell: az Gjonnan leirt fajok adataival Ki kell egésziteni, illetve ijabb izolatumok profiljaval
boviteni. Az irodalmi adatok szerint a biokémiai aktivitdson alapuld6 modszerekkel a
Bacteroides/Parabacteroides csoport fajai csak kb. 78-79%-os megbizhatosaggal
identifikalhatok (Snydman DR. et al. 2007). A biokémiai profilon alapulé identifikalas masik
hatranya lehet az inkubaciés id6 hossza, nagy mennyiségii inokulum sziikséges, a teszt elvétol
fliggden kiilonbozhetnek az inkubacios koriilmények.

A Bacteroides/Parabacteroides csoporton kiviili egyéb anaerob Gram-negativ palcak
esetében a faj-szintii identifikalas sikere a biokémiai aktivitason alapulé modszerekkel valtozo
lehet: igen rossz az elkiilonités a F. nucleatum és a F. necrophorum speciesekbe tartozo torzsek
esetében, a Porphyromonas asaccharolytica és a P. endodontalis kozott és a kiilonb6zo
Prevotella spp. ko6zott: mint a P. buccalis, P. denticola, P. loescheii, P. melaninogenica és a P.
oralis kozott a Rapid ID 32A rendszert alkalmazva (Downes J. et al. 1999). Tovabbi akadalya
az alkalmazhatosagnak, hogy ezeknek a kiteknek az adatbazisai a fenotipusos identifikacion
alapszanak és a jelenlegi taxondmiai valtozasokkal ezeket nem frissitették (Lee EH. et al. 2011;
Citron DM. 2012). A kutatasi adatok alatimasztjak, hogy az anaerob baktériumok nagy része
(bacteroidesek 20%-a, prevotellak 36%-a, nagyszamu Veillonella, Alistipes, Bilophila) félre lett
azonositva vagy egyaltalan nem azonosithat6 a fenotipusos modszerekkel (Simmon KE. et al.
2008). Tanulmanyok (Lau SK. et al. 2006; Justesen US. et al. 2010) hemokultarabdl szarmazo
anaerob izolatumokat vizsgaltak és kimutattak, hogy az anerob fajok sokkal pontosabban
identifikalhatok a 16S rRNS szekvenalassal, Osszehasonlitva kiilonb6z6 diagnosztikai
modszerekkel, amelyek az ijabb fajokat nem tudjak azonositani: példaul B. dorei, B. nordii, B.
xylanisolvens stb. A MALDI-TOF MS rendkiviil gyors megoldasnak tlinik az anaerob
baktériumok pontos, faj szintli identifikalasara (Shah HN. et al. 2002; Justesen US. et al. 2011;
Nagy E. et al. 2018; Veloo ACM. et al. 2011; Wybo I. et al. 2012).

A PCR-amplifikalt bakteridlis 16S rRNS direkt szekvendldsa viszonylag még 1j
modszer, a klasszikus biokémiai moédszerekhez képest gyorsabb, azonban éra €s eszkozigénye
miatt egyelére még ritkan alkalmazzak a rutin klinikai mikrobioldgiai laboratoriumokban. A
fenotipusos modszerekkel torténd eredménytelen faji szintli meghatarozas és a szekvenalasi
eszkOztar hianyanak problémajat athidalando, tobb vizsgalatsorozatban is megvizsgaltuk a
MALDI-TOF MS hatékonysagat az anaerob baktériumok species-szintii identifikalasban.

Az els6é tanulmanyunkban a vizsgalt Bacteroides/Parabacteroides sp. izolatumok
kozott a MALDI-TOF csak két B. xylanisolvens térzset nem tudott pontosan, species-szinten
megfelelden azonositani, B. ovatus-nak identifikalta a torzseket. Ezt a fajt 2008-ban irtak le és
16S rRNS gén szekvencidja a legjobban a B. ovatus torzsek tipusahoz hasonlit (97,5%)
(Chassard C. et al. 2008). A B. xylanisolvens az els6 vizsgalatsorozatunk idején még nem volt
benne a MALDI Biotyper (3.0 verzio) adatbazisaban igy hozza kellett adni a torzseink MSP-it,
hogy novelje a MALDI-TOF MS identifikacios képességét erre a fajra. A B. ovatus és B.
xylanisolvens spektrumainak részletes analizisét kellett elkésziteni, azért, hogy a két faj
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MALDI-TOF MS-sel valé megkiilonboztetésének lehetdségét értékeljiik. Osszesen 16 B.
fragilis izolatumra Kaptunk eltér6 eredményeket a fenotipusos identifikalds szerint. A
nemzetkozi antibiotikum érzékenységi adatokbol ismert, illetve az el6z0 fejezetekben
ismertetett sajat adataink is alatamasztjak, hogy a faj meghatarozas kiilondsen fontos a rutin
laboratoriumokban a Bacteroides/Parabacteroides izolatumok esetében, mivel az antibiotikum
rezisztencia aranyok szignifikans kiilonbségei figyelheték meg a kiilonb6z6 fajok kozott
(Snydman DR. et al. 2007; Phillips I. et al. 1992; Hedberg M. et al. 2003; Nagy E. et al. 2011b).
Szamos izolatumot talaltunk (17 Gram-pozitiv és 14 Gram-negativ izolatum), amelyeket faj-
szinten azonosithattunk, annak ellenére, hogy a log(score)-ok 1,7 és 2,0 kozott voltak. Legalabb
az els6 és masodik legjobb egyezés (néhany esetben még a harmadik és a negyedik is) ugyanazt
a fajidentifikaciot adtak. Négy eset kivételével az sszes azonositds megegyezett a fenotipusos
identifikalassal. Mindegyik (n=16) C. acnes izolatumunk 2,268 és 2,448 kozotti log(score)-
okkal volt identifikalva a mintael6készitésnél hasznalt extrakcios modszert alkalmazva, ez igen
jo eredmény volt, 6sszehasonlitva Justesen és mtsai. altal publikalt adatokkal (Justesen US. et
al. 2011), akik azt talaltak, hogy a 21 C. acnes-bél 18-nak volt a log(score)-ja >1,7 de <2,0.
Alacsony log(score)-okat, viszont helyes identifikaciot tapasztaltunk a C. ureolyticus és A.
odontolyticus térzsek esetében.

Wybo ¢és mtsai. (2012) értékelték a MALDI-TOF identifikacié teljesitményét a
kiilonb6zé Prevotella torzsek esetében, a Bruker MALDI Biotyper altalanos adatbazisanak
kiterjesztésével képesek voltak 102 Prevotella izolatum faj-szintli identifikalasat 62,7%-rol
83,3%-ra emelni. A mi tanulmanyunkban négy fajba tartozé 28 Prevotella izolatumot
identifikaltunk helyesen MALDI-TOF-fal és az ellentmond6 fenotipusos identifikalassal
szemben minden esetben, a szekvenalds megerdsitette az MS eredményeket. A vizsgalat
kivitelezése, a torzsgyiijtés idejében még a P. baroniae species nem volt benne a Biotyper
adatbazisban; azonban e tanulmany soran ezeknek a fajoknak az MSP-jét hozzaadtuk az
adatbazishoz és utdna egy kés6bbi izolatumot helyesen identifikaltunk: log(score) 2,189. A
Biotyper adatbazisban szerepelt az Anaerococcus vaginalis, C. ureolyticus, valamint a C.
hathewayi, azonban csak egy vagy két spektruma volt ezeknek a torzseknek, ez igy
nyilvanvaléan nem fedte le ezeknek a fajoknak a természetes variabilitasat. Az F. magna
szintén valtozatos tomegspektrumi fajnak tiinik (Veloo ACM. et al. 2011); azonban a
vizsgalatunk alatt két F. magna izolatumot identifikaltunk >2,0 log(score)-ral.

Az ESGALI altal koordinalt nemzetkozi, multicentrikus (European Network for the
Rapid Identification of Anaerobes: ENRIA) projekt keretében szamos laboratorium miikodott
egylitt a klinikai anaerob izolatumok azonositasanak optimalizalasara egy széles korben
hozzaférhet6 platformon (Veloo ACM. et al. 2018). A projektnek egyediili kelet-eurdpai
résztvevéje a SZTE KMDI anaerob laboratériuma volt. Ertékelték a MALDI-TOF MS és a
VITEK MS rendszer teljesitményét klinikai Prevotella spp. izolatumok azonositasara (Toprak
NU. et al. 2018). Osszesen 508 Prevotella izolatumot, amelyek 19 kiilonbozé fajt képviselnek,
11 eurdpai orszagbol, Kuvaitbol és Torokorszagbol gytijtottek ossze 2014. januar €s 2016.
aprilis kozott. A vizsgalatot a Marmara Egyetem Mikrobiologiai Intézetében végezték el,
VITEK MS-vel (v3.0). Az azonositds megbizhatosagat 16S rRNS gén szekvenalassal
ellendrizték. VITEK MS alkalmazasaval az 508 izolatum 422-ét (83,1% -at) a faji szinten, 459
(90,4%) a nemzetség szintjén azonositottdk, 49 (9,6%) izoladtumot nem azonositottak
helyesen. A 16S rRNS génszekvenalas eredményei azt mutattak, hogy ez részben annak a
ténynek kdszonhetd, hogy szdmos faj nem volt jelen az adatbazisban. Ot Prevotella torzset

123



dc_1706_19

tévesen azonositottak a nemzetség szintjén, ebbol két torzs egy olyan fajhoz tartozott, amely
még nem szerepelt az adatbazisban.

Egy maésik, szintén az ESGAI irdnyitasdval miikodo jelentds dsszefoglald tanulmanyban
a résztvevod laboratoriumok segitségével validaltak az optimalizalt Bruker MALDI-TOF
MS adatbéazista humén klinikai mintdkbol izolalt anaerob torzsek nagy csoportjanak
felhasznalasaval, az emberi fertézésekben kevésbé gyakran izolalt fajokat is bevonva. A jol
jellemzett anaerob torzsek fé spektralis profiljait (MSP-K) adtak hozza a db6903 biotipus
adatbazis egyik legujabb frissitéséhez; (V6 adatbéazis) ko6zO0s hasznalatra. Ebben a
tanulmanyban validaltdk az optimalizalt adatbazist (db5989 [V5 adatbazis] + ENRIA MSP)
6309 anaerob izolatum alkalmazasaval. A magas foku azonositasok 3,7%-kal, 71,1%-r6l
74,8%-ra nbttek a V5 adatbazis és a megerdsitett ENRIA MSP hasznalataval. A V5 és az 0sszes
ENRIA MSP hasznalataval a nagyfokii megbizhatdsagl azonositasok 8,1%-kal, 71,1%-r6l
79,2%-ra néttek (Veloo ACM. et al. 2018)

A sajat els6 vizsgalatunkban a MALDI-TOF MS (Bruker MALDI Biotyper) 86,2%-ban
tudta azonositani egy rutin diagnosztikai laboratorium mindennapos anyagéabol véletlenszeriien
kivalasztott klinikai anaerob izolatumokat. A faj-szint(i identifikacio a gyarté altal javasoltnal
alacsonyabb log(score)-ral is elfogadasra keriilt és ezt a legtobb esetben a biokémiai tesztek
és/vagy a szekvenalas megerésitették. Az irodalomban k6z6lt tanulmanyok kimutattak, hogy a
MALDI-TOF MS teljesitménye szamos tényez6tol fligg, a helyes faj-szintli identifikacio
szazalékat parhuzamos mérésekkel javithatjuk, ahogyan a teljes extrakciés modszerrel is, ha az
els6 mérés, a kozvetlen telepbdl elvégzett mérés alkalmazasa nem ad faj-szintii identifikaciot
(Justesen US et al. 2011). Néhany szerz6 javasolja a log(score) cut-off értékének csokkentését
faj-szint(i identifikacio esetében (Fedorko DP. et al. 2012), vagy, ha a MALDI-TOF <2,0
log(score)-t ad, a szekvenalas alkalmazasat (Justesen US. et al. 2011). Vizsgalatunk
idGszakaban a Biotyper adatbazisa (3.0 verzid) 1998 fajbol szarmazo 3995 MSP-t tartalmazott,
akkor beleértve 212 anaerob fajt, amelyek koziil a legtobb a leggyakoribb human anaerob
fert6zésekben patogén szerepet jatszhat.

A Bacteroides/Parabacteroides csoport tagjai a leggyakoribb etiologiai agensek a
human fert6zésekben az anaerob Gram-negativ palcak koziil, a csoport kiilonb6z6 fajai
fenotipusosan rendkiviil hasonldak, ezért az ezek identifikalasara rutin laboratoriumokban
alkalmazott automatizalt médszerek nem mindig elegenddek a fajok megkiilonboztetésére. A
meghatarozast befolyasolja az anaerobidzis szintje az inkubacids id6 alatt és az adatbazisok
nem mindig tartalmazzdk naprakészen az Osszes Ujonnan leirt és elfogadott fajt.
A Bacteroides/Parabacteroides torzsek faj-szintli meghatarozasa azonban fontos, mivel a
kiilonboz6 fajok kozott jelentds kiilonbségek figyelheték meg a kiilonboz6 antibiotikumokkal
szembeni rezisztencia aranyokban (lasd el6z6 eredményeink). A klasszikus biokémiai
modszerek és a preformalt enzimeken alapuld gyors identifikalo kitek tovabbi tesztek nélkiil
csak az esetek 52-75%-ban képesek a Bacteroides/Parabacteroides fajok pontos
identifikalasra.

A masodik, csak bacteroidesekre korlatozod6 vizsgalatunkban a MALDI-TOF
modszerrel egyértelmiien azonositani tudtuk a torzsek 97,5%-at (277-bol 270-et) faj szinten. Ez
az arany 98,6%-ra emelkedett, amikor a szekvenalasi adatokkal alatamasztott P. distasonis
tomegspektrumait is hozzdadtuk a MALDI Biotyper adatbazishoz. Ez az adatbazis a
vizsgalatunk soran még fejlesztés alatt allt, nem tartalmazta az 6sszes human patogén anaerob
baktérium tomegspektrumat, egyes fajok a B. fragilis csoportbol, illetve fajok, amelyeket
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régebben Bacteroides-nek soroltak be, de ma mar atsoroltak 6ket mas nemzetségekbe,
alulreprezentaltak voltak. Erre megoldas volt és lehet még ma is, ha a szekvenalasi adatokkal
alatamasztott fajok tomegspektrumait feltoltjiik a MALDI Biotyper adatbazisaba. Az adatbazis
bévitése tovabbi referencia torzsekkel vagy szekvenalt klinikai izolatumokkal tovabb javithatja
az modszer identifikalasi kapacitasat.

Az eurdpai orszagokbol szarmazd torzsgyljteményen végzett vizsgalatainkban a
torzsek 8,5%-a (23/270) esetén kaptunk magas MALDI log(score)-értékeket, azonban ezen
torzsek esetében ettdl kiilonbozo eredményt kaptunk a klasszikus biokémiai vizsgélatok soran.
A torzsek tobbsége (n=14) biokémiailag B. ovatus-nak, B. thetaiotaomicron-nak vagy B.
uniformis-nak bizonyult. 16S rRNS gén szekvenalassal kimutattuk, hogy egyes izolatumok,
amelyeket fenotipusosan B. thetaiotaomicron-nak bizonyultak, a szekvenalas utan B. ovatus-
nak vagy B. distasonis-nak talaltuk. Ezzel egyid6ben, a biokémiai médszerekkel B. uniformis
¢és B. caccae-nak bizonyuld izolatumokat szekvenalassal ujra identifikalva B. thetaiotaomicron
eredményt kaptunk. Vizsgalatunkban a szekvenalassal alatamasztott eredménnyel rendelkezd
izolatumok esetén a MALDI TOF MS joval gyorsabbnak, pontosabbak bizonyult a biokémiai
vizsgalatokhoz képest. A B. nordii Gjonnan leirt és elfogadott faj, amely klinikai jelentdséggel
bir: vizsgalataink soran négy izolatumot azonositottunk MALDI TOF MS modszerrel, mig ezek
koziil csak egyet azonositottunk megfelelden klasszikus biokémiai modszerekkel, kettd esetén
Bacteroides sp., és tovabbi egy esetben B. ovatus lett az eredmény. Az utdbbi torzs esetén
elvégzett szekvenalas alatamasztja a MALDI-TOF elonydsségét a biokémiai modszerekhez
képest ezen ritkan eléfordulo Bacteroides faj identifikalasa esetén.

A késébbi, Magyarorszagon gytijtott torzsekkel folytatott vizsgalataink soran a Biotyper
szoftver 3.0 segitségével a Bacteroides/Parabacteroides torzsek 94,75%-at tudtuk pontosan,
faj szerint azonositani. A dnaJ, gyrB, hsp60, recA, rpoB és a 16S rRNS gének szekvenalasi
adatai alapjan a filogenetikailag hasonl6 torzseket csaladokba (klddokba) soroltdk, pl. a
kovetkez6 fajokat: B. intestinalis/B. cellulosilyticus, B. nordii/B. salyersiae, és B. ovatus/B.
xylanisolvens (Handal N. et al. 2015). A MALDI-TOF MS és a 16S rRNS gén szekvenalassal
kapott eredményeink kozotti eltérés azzal magyardzhatd, hogy az SY9, SY64 és SY81 jeli
klinikai Bacteroides izolatumok ugyanabba a filogenetikai csaladba tartoztak. Az SY23 (B.
vulgatus/B. fragilis), SY53 (B. ovatus/B. thetaiotaomicron) és SE33 (B. thetaiotaomicron/B.
fragilis) izolatumok esetén elfogadtuk a 16S rRNS gén szekvenalas eredményét.

Culebras és munkatarsai leirtak, hogy a Bacteroides/Parabacteroides térzsek MALDI-
TOF MS modszerrel torténd azonositdsa 87%-os pontossagu (Culebras E. et al. 2012),
ugyanakkor a rapid ID 32A modszerrel ez az arany csupan 52,3%. Az ENRIA adatbazis
bovitése soran a harom leggyakoribb vizsgalt nemzetség a Bacteroides (13,5%), a
Cutibacterium (9,4%) és a Prevotella (8,7%) volt. Az elsé két nemzetség esetében a nagy
hatékonysaggal rendelkezé azonositisok szama nem novekedett szignifikansan, mivel az
ezekbe tartozo speciesek akkor mar jol reprezentaltak voltak a MALDI-TOF MS adatbazisaban.
A V5 adatbazisban egyes Bacteroides fajok: B. dorei és B. xylanisolvens nem képviseltették
magukat (bar ezeket az illeszté szoftverek mar ,,cross-matching”-ként emlitik), de ezeknek a
fajoknak az MSP-i mar szerepelnek a minden ENRIA MSP-t tartalmazé gyiijteményben. Amint
azt korabban Pedersen és munkatarsai leirtak, a MALDI-TOF MS nem képes kiilonbséget tenni
a B. vulgatus ¢és a B. dorei kozott, vagy B. ovatus és a B. xylanisolvens speciesek kozott, ezért
ezeket a fajokat B. vulgatus/dorei és B. ovatus/xylanisolvens-ként nevezziik, ha MALDI-TOF
modszerrel tortént az identifikacio (Pedersen RM. et al. 2013).
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Vizsgalataink soran a humdan patogén anaerob fajok identifikélasa esetében
bizonyitottuk a MALDI-TOF MS modszer gyorsasagat, pontossagat az automatizalt biokémiai
3 parhuzamos mérést végeztiink azonos koriilmények kozott (kivitelezd személye, torzsek,
modszerek, reagensek), igy bizonyitottuk a modszer kitiiné reprodukalhatosagat (94,75%) a
Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozo térzsek esetében.

Kovetkezd tanulmanyunk eredményei a MALDI-TOF MS rendszer alkalmazhatosagat
bizonyitjak a human korfolyamatokbol leggyakrabban izolalt anaerob patogén, a B. fragilis
torzsek altipizalasara: csak a II. csoporthoz (Divizio II.) tartozo B. fragilis izolatumok
hordozzak a karbapenem rezisztenciaért felelds cfiA gént. A klinikai mintakbol izolalt, majd
MALDI-TOF-fal helyesen identifikalt B. fragilis izolatumok koziil egy masodik futtatasban
lehetséges megkiilonboztetni azokat a torzseket, amelyek vagy mar rezisztensek a
karbapenemekre, vagy valosziniileg rezisztenciat fognak kialakitani terapia alatt a megfeleld
inszercios szekvencia elemek mozgatasaval a cfiA gén aktivacidjaval (Wybo 1. et al. 2011,
Nagy E. et al. 2011/a).

Az]1. és 1. csoporthoz (Divizi6 1. és I1.) tartozo B. fragilis térzsek sikeres elkiilonitésével
lehetséges elorejelezni a klinikus szamara karbapenemek tekintetében egy fontos rezisztencia
fenotipus jelenlétét, ami ma mar az egyik leggyakrabban alkalmazott antibiotikum csoport a
kevert aerob-anaerob fertézések kezelésére. A B. fragilis karbapenem rezisztencidja a
fajspecifikus metallo-B-laktamaz enzim termelésének kovetkezménye, amit a baktérium cfiA
(ccrA) génje kodol. A karbapenem rezisztens Bacteroides torzsek majdnem 100%-a cfiA-
pozitiv B. fragilis izolatum. Annak felismerése, hogy a B. fragilis torzsek két csoportba
oszthatoak, az 1970-es évek végére nyulik vissza, amikor Johnson és Ault (Johnson DL. és Ault
DA. 1978) DNS-DNS homoloégia arany kiilonbséget talaltak nem csak az ismert Bacteroides
fajok kozott, hanem a két B. fragilis alcsoport torzsei kozott. A metallo-f-laktamaz gén
klonozasa ¢és szekvenalasa tette lehet6vé a B. fragilis populacio sziirését, ami demonstralta,
hogy vannak olyan torzsek, amelyek fenotipusosan még nem imipenem rezisztensek a cfiA gén
hordozasa ellenére; az imipenem rezisztenciaval rendelkez6 torzsek esetében egy aktivator IS
elem sziikséges a CfiA gén megfeleld, upstream elhelyezkedésével (Podglajen 1. et al. 1994;
Soki J. et al. 2004; 2006; 2013/a).

Tovabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy a cfiA-pozitiv térzsek csak a II. csoporthoz
tartoznak és a cfiA-pozitiv és -negativ torzseket kiilonbdzé molekularis tipizalasi modszerekkel
meg lehet kiilonboztetni (Gutacker M. et al. 2000; Podglajen I. et al. 1995; Terhes G. et al.
2007). Az az eredmény, hogy a genom- és a legfontosabb haztartasi gének és rRNS szekvenciak
megkiilonboztetik a két csoportot, tiikkrozi a tényt, hogy a kiilonbségek a fajok korai evolucigja
soran alakultak ki. Tanulmanyainkban a MALDI-TOF MS alkalmazasan keresztiil a human
klinikai mintakbol izolalt B. fragilis torzsek két csoportjat kiilonboztettiik meg pontosan és
gyorsan.

Eredményeink kozlésével parhuzamosan egy belga munkacsoport, Ingrid Wybo és
munkatarsai (2011) a MALDI Biotyper alkalmazasaval szintén kimutattak a cfiA-pozitiv
(n=41) és cfiA-negativ (n=207) B. fragilis torzsek teljes, egyértelmii elkiilonitését klinikai
torzseket tartalmazé gytijteményiikbdl egy dendogram elkészitésén keresztiil és az dsszetétel
korrelacios index alkalmazasaval. Cordovana €s munkatarsai 2018-ban kozoltek egy nagy
esetszamu tanulmanyt, ahol 5300 B. fragilis izolatumot identifikaltak, majd meghataroztak a
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szubtipust a MALDI-TOF MS segitségével. A Bologna-bol szarmaz6 torzsek 10,1%-a (41/406
torzs) és a Dortmundbdl szarmazé torzsek 7,6%-a (374/4894 torzs) tartozott a Divizio 1l-be,
mely eredményeket molekularis vizsgalatokkal is igazoltak, ezek a torzsek 100%-ban
hordoztak a cfiA gént (Cordovana M. et al. 2018).

Jeverica és munkatarsai 2019-ben publikaltak vizsgalatukat, melynek célja az volt, hogy
meghatarozzak a B. fragilis II. divizidba tartozo (cfiA-pozitiv) izolatumok elterjedtségét két
nagy szlovén, specializalt ellatast végz6 korhazban a vérarambol és nem-vérarambol szarmazo
izolatumok kozott. A vérarambol és az egyéb human klinikai mintdkbol szarmazé egymast
kovetd, nem ismétlédo B. fragilis izolatumokat 2015 és 2017 kozotti idészakban gytijtotték,
majd az el6zéekben ismertetett, altalunk publikalt MALDI-TOF moédszerrel vizsgaltak
(Jeverica S. et al. 2019). Osszesen 623 egymast kovetd B. fragilis izolatumot vontak be az
elemzésbe; 47 (7,5%) izolaltum a vérarambol és 576 (92,5%) az egyéb mintakbodl szarmazott.
Az bsszes izolatum koziil 51 (8,2%) bizonyult a II. osztalyba tartozonak (cfiA pozitiv). A .
osztalyba tartoz6 izolatumok aranya a véraram és a nem véraram-izolatumok kozott 14,9% és
7,6% volt.

Korabban ko6zo6lt vizsgalatunkban a kivalasztott cfiA-pozitiv B. fragilis izolatumok
fenotipusosan rezisztens torzsek (MIC>16 mg/l) IS elemekkel a cfiA génekhez képest
upstream; (ii) fenotipusosan rezisztens torzsek (MIC>16 mg/l), vagy emelkedett imipenem
MIC értékekkel (1-8 mg/l), de a cfiA génekhez képest upstream IS elemek nélkiil; és (iii)
fenotipusosan teljesen érzékeny torzsek (MIC<0,25 mg/l) a cfiA génekhez képest upstream IS
elemek nélkiil (Nagy E. et al. 2011). A torzsek ezen harom csoportjat nem lehetett MALDI-
TOF MS-sel megkiilonboztetni, ami megerdsiti, hogy tobb szignifikdns genetikai valtozas
felelds az MS spektrum kiilonbségeiért, mint csupan az IS elemek mozgasa a genomban. A
fentebb emlitett cfiA-pozitiv izolatumok masodik csoportjat még nem hataroztuk meg
megfelelden a pontos expresszidos mechanizmusokat illetéen, de az eredményeink azt sejtetik,
hogy ezek a torzsek heterogén rezisztensek a karbapenemekre és a cfiA gének gyenge self-
promoterét hasznositjak.

Habar nem minden cfiA-pozitiv B. fragilis torzs rezisztens fenotipusosan a
karbapenemekre, mindegyiknek megvan az esélye arra, hogy rezisztenssé valjon erre a fontos
antibiotikum csoportra a cfiA gén teljes expresszidjahoz sziikséges megfeleld IS elem
megszerzésével. A B. fragilis genomikai csoportja elkiilonitésének MALDI-TOF MS-sel
torténé megerdsitése a fajmeghatarozassal egyidében gyors, hasznos eldrejelzés a klinikus
szamara, de a mikrobioldgiai laboratoriumnak meg kell erdsiteni a tdrzs antibiotikum
érzékenységi vizsgalataval a fenotipusos kifejezdést.

Vizsgalataink soran bebizonyitottuk, hogy a MALDI-TOF MS alkalmas modszer arra,
hogy kiilonbséget tegyiink a jelenleg ismert kiillonb6z6 C. acnes tipusok kozott (1A, 1B, IC, 11
¢s 1) a tipustorzsekre jellemzo jellegzetes MS csticsok megléte alapjan. Minden torzs esetében
elértiik a megfelel6 szintl identifikaciot (log(score) >2,0) és 24 vagy 48 oras inkubacios id6t
alkalmazva sem taldltunk lényeges kiilonbséget az identifikdci®6 pontossiagdban és a
tipusmeghatarozasban. A sajat elkiilonité rendszeriinket hasznalva 48 friss klinikai C. acnes
izoldtumot tudtunk a species meghatarozas utan a harom f6 tipusba besorolni és a tipizalasi
eredményeink megegyeztek az eMLST modszer eredményeivel. A MALDI-TOF segitségével
az | filogenetikai csoporton beliili szubtipusokat: IA és IB is el tudtuk kiiloniteni, azonban az
IA csoporton beliil az IA1 és IA2 kozott a modszer nem tud kiilonbséget tenni. Az altalunk
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traumatologiai sebészeti beavatkozasbodl izolalt és kazuisztikaként publikalt granuloématdzus
infekciot okozo C. anes torzs is jelen vizsgalataink szerint az IB tipusba tartozott, ami megfelel
az irodalmi adatokban kozolt, eszkoz-eredetii infekcidkban valo magasabb aranyu
eléfordulasanak és alatamasztja a torzs patogén szerepét (Sajdt kozlemény: Kormondi S. et al.
2011).

Annak ellenére, hogy észleléseink alapjan a jellemz6, 9950 Da csucs valdsziniileg
elkiiloniti az IC tipust, még tovabbi, jol karakterizalt torzsekkel meg kell ismételni a méréseket,
hogy megerdsitsiik a kivalasztott csucsnak az IC tipusu C. acnes torzsekre jellemzd kiilonbséget
tevo jellegét. A kovetkezo két filogenetikai csoport nevezetesen a ll-es és a I11-as ellenben nagy
biztonsaggal beazonosithatd. Ily médon a 48 klinikai izolatum ko6ziil 19 bizonyult IA tipusnak,
21 izolatum IB tipusnak és 8 minta II-es tipusnak a tomegspektrometriai analizis soran. A 111-
as tipus esetében azt talaltuk, hogy tovabbi alcsoport besorolas lehetséges a MALDI-TOF MS
modszerrel egy Ujabb, jellegzetes specifikus csucs megléte, jelenléte alapjan. A C. acnes
MALDI-TOF MS-modszerrel torténd tipusmeghatarozdsa sordn az eMLST-tipizalas
eredményével megegyez6 tipusok (IA, IB, II, III) azonositasara volt lehetdség a species
meghatarozast kdvetd specialis tomegspektrum-analizis alapjan.

A modszer lehetdséget adhat a C. acnes-izolatumok esetében a tipusok és szubtipusok
elkiilonitése révén a kontaminans vagy valodi patogén kérdés eldontésében, foként a mély
szovetekbol nyert, hemokultira és egyéb klinikai mintabol torténd izolalas soran. A MALDI-
TOF MS médszer felbontasa kevésbé érzékeny, a 6 filogenetikai csoportokba vald besorolasra
azonban alkalmas. A modszer elénye az eMLST tipizalassal szemben, hogy sokkal gyorsabban,
egyszeriibben ad eredményt és ez a rutin klinikai diagnosztikaban fontos segitség mind a
klinikusnak, mind a mikrobioldégusnak.
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7. Az értekezés legfébb megallapitasai, Gjdonsagai

Kutatasaink soran a klinikailag legfontosabb human patogén anaerob baktériumok szerepét
tanulmanyoztuk a diagnosztika és az antibiotikum rezisztencia vizsgalata teriiletén. Az
értekezésben prezentalt klinikai-kisérletes munka legfobb megallapitasai, Ujdonsagai a
kovetkezokben foglalhatok Gssze:

Vizsgalatok a C. difficile torzsekkel:

e Munkacsoportunk Magyarorszagon elséként jellemzett nagyszamu C.
difficile torzset molekularis diagnosztikai modszerekkel: irodalmi adatok alapjan osszeallitott,
sajat ,,home-made” PCR modszert validaltunk, majd megvizsgaltuk a hasmenéses
sz€kletmintakbol szarmazo 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 Megteremtettiik a toxin-termel6 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 molekularis epidemioldgiai modszerekkel.

eVizsgalataink soran a C. difficile ribotipusok elterjedésének térbeli és idobeli valtozasat
hasonlitottuk 6ssze Magyarorszag kiillonbozo teriileteirdl, egymast kovetd iddszakokban. A
kiilonboz6 ribotipusok eloszlasaval Osszefliggésben megfigyeltik mind a hazai, regionalis,
mind a nemzetkdzi kiillonbségeket 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-termel torzsek 50%-a), binary toxin-termel6 torzset nem talaltunk, a masodik
2002-es vizsgalatunk soran mar két binary toxin-termeld torzset talaltunk. 2002-2004 kozotti
vizsgalatunkban a leggyakoribb tipus a 014-es ribotipus volt (24,8%). Ezekben az id6szakokban
még nem talaltunk A toxin-negativ és B toxin-pozitiv izolatumokat.

eMunkacsoportunk irta le, jellemezte molekularis diagnosztikai modszerrel az elso
magyarorszagi, bizonyitottan 027-es ribotipusu C. difficile térzset 2007-ben.

e Késobbi vizsgalataink soran igazoltuk az akkor mar dominans 027 ribotipus elterjedését
Magyarorszagon: 2010-ben mar a toxin-termel6 C. difficile izolatumok 30,4%-a bizonyult 027-
es ribotipusunak, emellett 6t egyéb, binary toxin-pozitiv izolatumot talaltunk, 2011-ben mar az
izolatumok 50,2%-a bizonyult a 027-es ribotipusinak, ebben az id6szakban hét, mas
ribotipusba tartozd binary toxin-pozitiv izolatumot talaltunk. 2014-ben a 027-es ribotipus, bar
csokkend aranyt, de még mindig meglévé dominanciaja (33,3%) mellett jelentés kiilonbség
volt megfigyelhetd a régiokban a domindns tdrzstipus ardnyaban: szignifikans kiillonbséget
talaltunk a 027-es ribotipusu torzsek regionalis megoszlasa kozott. A 2018-ban gytijtott szegedi
fekvébeteg izolatumaink eredményei azt mutattak, hogy a SZTE klinikdin még mindig jelen
van és domindns a 027-es ribotipus (40%-os eléfordulas) és igen jelentds a binary toxin-termeld
torzsek el6fordulasa (59%), azonban a dominans ribotipus mellett a tébbi 24 kiillonbozo
ribotipus reprezentaltsaga joval alacsonyabb volt, 1-5 eset/ribotipus. Az el6z6 vizsgalatainkhoz
képest azt talaltuk, hogy helyileg a ribotipusok diverzitasa 2018-ban mar sokkal szélesebb volt,
mint az el6z6 vizsgalatainkban.
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e Magyarorszagon els6ként alkalmaztunk a rutin diagnosztikaban a kereskedelmi
forgalomban kaphatdé, j molekularis diagnosztikai modszert ¢és hasonlitottuk Ossze
eredményeit a “gold standard”-ként hasznalt szovettenyészet citotoxicitasi vizsgalattal és a
kereskedelemben beszerezheté 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. Hasonloképpen az irodalmi adatokhoz a PCR modszer gatlasa (inhibitoros mintak)
vizsgalatunkban 0,6% (4/600) volt.

eElséként vizsgaltuk és publikaltuk a magyarorszagi, hasmenéses székletmintakbol
izolalt C. difficile torzsek antibiotikum érzékenységét, ennek idobeli valtozasat, illetve
vizsgaltuk a torzsek érzékenységét a CDI esetek kezelésére ujonnan bevezetett antibiotikummal
a fidaxomicinnel szemben. Eredményeink azt mutattak, hogy Magyarorszagon a C. difficile
torzsek erythromycin, clindamycin és moxifloxacin rezisztencia ardnya mindkét vizsgalt
idészakban magas volt, a két id6tartam alatt szignifikans valtozast nem észleltiink a rezisztens
torzsek prevalencidjaban. Az erythromycin, clindamycin és moxifloxacin esetében a MICsg €s
a MICgp értékek nem valtoztak a vizsgalati iddszak alatt szignifikinsan, azonban vizsgalataink
alapjan a tars-rezisztencia a makrolid/linkézamid, moxifloxacin és rifampicin esetében
megjelent és jelentdsen emelkedett a nem 027-es ribotipusu C. difficile térzsek esetében is. A
rifampicin esetében a mért MIC széls6 értékek meglehetsen tag hatarok kozott valtoztak,
azonban 2008-2010-ben mar a torzsek 11,5%-a magas fokt rifampicin rezisztenciat mutatott,
mig a 2006-2007-es idészakban ez csak 6,25% volt. Ennek ellentmondanak a nemzetkozi
eredmények, mas orszagokban a rifampicin rezisztens izolatumok aranya -ha kis mértékben is-
de csokkent. A magyarorszagi C. difficile térzsek kozott a szerek fokozott felhasznalasa ellenére
sem talaltunk metronidazol és vancomycin rezisztens torzseket.

oA fidaxomicin érzékenységi vizsgalatunk sorén a vizsgalt torzsek MIC érték megoszlasa
hasonlo megoszlast mutatott, mint az EUCAST adatbazisaban talalhat6 ,,vad tipusu” torzseké.
A binary toxin-termel6 izolatumok esetében nem talaltunk jelentds kiilonbséget a fidaxomicin
érzékenységben az egyéb, mas ribotipusba tartozo C. difficile térzsek kozott.

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 periodusban az 6sszes CDI eset 0,58%-
a. A betegek 36,7%-a volt jarobeteg, koziilik négynek volt valamilyen bor- és lagyrész
infekcidja. A legtobb esetben a C. difficile torzs a vegyes, aerob-anaerob flora tagja volt, 4
minta esetében izolaltuk a korokozot szintenyészetben, a leggyakoribb tarspatogének az E. coli
¢s az E. faecalis/faecium voltak, négy beteg mintaiban csak anaerob koérokozo volt jelen
tarspatogénként. A torzsek toxin-termelését 19 izolatum esetében hataroztuk meg és 79%-uk
bizonyult A és B toxin-termelOnek, 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, szegedi halmozdodasu 198-as PCR ribotipusba tartozott.

130



dc_1706_19
Vizsgalatok a Bacteroides/Parabacteroides torzsekkel:

e Munkacsoportunk nemzetkdzi kooperacié eredményeképpen tobb eurdpai orszagbol
gylijtétt human klinikai mintakbdl szarmazo Bacteroides/Parabacteroides izolatumokat, majd
antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat végeztiink standardizalt modon, kerestiik a fajok
kozotti- illetve a régiofliggd kiilonbségeket. Eredményeinket dsszehasonlitottuk az elmult 20
évben végzett eurdpai szintli két nagy felmérés eredményeivel, igy nyomon kovettik a
rezisztencia-aranyok alakulasat. Az évek soran az imipenem €s a metronidazol-rezisztenciaban
nem tapasztaltunk valtozasokat, a tobbi antibiotikum esetében azonban a rezisztencia aranyok
jelentdsen valtoztak, szamottevé 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 valtozatos foldrajzi kiilonbségeit tartak fel.

e Els6ként végeztik el nagy szamu, Magyarorszag kiillonbozo teriileteir6l szarmazo,
klinikailag relevans Bacteroides/Parabacteroides csoportba tartozé izolatum antibiotikum
érzékenységének vizsgalatat tiz antibiotikummal szemben, standard agardiluciés modszert
hasznalva. Vizsgaltuk az antibiotikum-rezisztencia alakulasat, adatainkat 6sszehasonlitottuk a
kordbban publikalt hazai, nemzetk6zi adatokkal. Tanulméanyunk 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 fajfiiggd volt, kiemelkedéen magas volt a meropenem rezisztens
torzsek aranya (7%), az izolatumok 8,58%-a hordozta a cfiA gént. Clindamycin esetén 36,75%-
os volt a rezisztens torzsek aranya, amely jelentds faj szerinti €s foldrajzi variaciot mutatott. A
metronidazol, tigecyclin és a chloramphenicol kivalo aktivitist mutatott a vizsgalt
izolatumokkal szemben.

¢ A nemzetkdzi szakirodalomban meglehetésen kevés az a vizsgalat, amely a multi-drog
efflux transzporter fehérje termeléséért felel6s bexA gén eléfordulasat vizsgalja human klinikai
eredetli Bacteroides/Parabacteroides torzsek kozott. Az altalunk megvizsgalt 400
magyarorszagi torzs 20,5%-a hordozta a bexA gént és a NBF torzsek kozott szignifikansabban
magasabb volt a gén prevalencigja (foként a B. thetaiotaomicron torzsek kozott), mint a B.
fragilis izolatumok ko6zott. A moxifloxacin érzékeny NFB torzsek 42,37%-a hordozta a bexA
gént; mig a moxifloxacin érzékeny B. fragilis torzseknek csak 6,04%-a. E16z6 vizsgalatunkhoz
képest azt talaltuk, hogy mind a moxifloxacin rezisztens térzsek aranya, mind a bexA gén
prevalenciaja emelkedett és joval tobb NFB izolatum hordozta a gént.

e Elséként irtunk le Magyarorszagon (és a Kelet-eurdpai régidban 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 részletes molekularis diagnosztikai modszerekkel. A vizsgalt 400 Bacteroides
izolatum koziil 6 MDR tdrzset azonositottunk (felhivtuk a figyelmet a lokalis halmozodasra),
majd molekularis genetikai vizsgalatokkal igazoltuk, hogy az MDR izolatumok antibiotikum
rezisztenciajanak molekuldris hattere torzsenként eltért.

e Vizsgalataink soran irodalmi adatok alapjan osszeéllitott, sajat ,,home-made” PCR
modszert dolgoztunk ki és validaltunk, majd megvizsgaltuk a kiilonbozé klinikai mintakbol
szarmazoé B. fragilis torzsek enterotoxin-termeléséért felelos gén (bft) hordozasanak aranyat,
jellemeztiik ezek izotipusait, meghataroztuk a C10 és C11 cisztein proteaz termeléséért felelds
gének elofordulasat (bfpl-4, fpn), adatainkat Gsszehasonlitottuk az el6z6 hazai, illetve a
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nemzetk6zi adatokkal. Az izolatumok 13%-a hordozta a bft gént, amely hasonlé mértéki az
altalunk korabban kozolt eredménnyel 6sszehasonlitva (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. A
bft-pozitiv és —negativ B. fragilis torzsek kozott a bfp2 gén el6fordulasa volt a leggyakoribb és
pozitiv korrelacio volt megallapithatd a bfp2 és fpn gének kozott. A 26 bft-pozitiv torzs koziil
24-ben volt kimutathatd az fpn gén, mely fontos szerepet tolt be a B. fragilis enterotoxin
aktivalasaban, ugyanakkor 36 bft-negativ B. fragilis izolatum szintén hordozta az fpn gént.

e Azonositottunk egy olyan ritka, kiilonleges B. fragilis torzset is, amely egyidejileg
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 el9szor alkalmaztuk a MALDI-TOF moédszert anaerob baktériumok species-
szintli identifikalasara: azt talaltuk, hogy a klinikailag relevans mintakbol nyert anaerob
izolatumok esetében a MALDI-TOF MS modszer 86,2%-ban tudta azonositani egy rutin
diagnosztikai laboratorium mindennapos anyagabol véletlenszertien kivalasztott klinikai
anaerob izolatumokat faj szinten. A faj-szinti identifikacidé a gyarto altal javasoltnal
alacsonyabb log(score)-ral elfogadasra keriilnet és ezt az eredményt a szekvenalas
megerésitette. Ugy talaltuk, hogy a MALDI-TOF MS teljesitménye szamos tényez6tdl fiigg, a
helyes faj-szintii identifikacio aranyat parhuzamos mérésekkel és a teljes extrakcios modszerrel
javithatjuk, ha a kozvetlen telepb6l elvégzett mérés alkalmazasa nem ad faj-szintl
identifikéciot.

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

e A MALDI-TOF MS moddszert alkalmaztuk olyan, filogenetikailag két kiilonbozo
csoportot alkoto B. fragilis izolatumok elkilonitésére, melyek hordozzak a karbapenem
rezisztenciaért felelds CfiA gént, illetve amelyek nem (a Divizio I és II). 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 tudomanyos-Kutatasi egyiittmiikodés soran
segitséget nyujtott egy olyan MALDI Biotyper szoftver kifejlesztéséhez, mely vizsgalataink
alapjan minden esetben helyesen osztalyozta a B. fragilis torzseket, jelezve az ilyen
megkozelités alkalmassagat a B. fragilis 1. és 1. csoportjanak megkiilonboztetésére.

o Ertékeltiik az MS-alapu tipizalasi modszer eredményességét a human korfolyamatokbol
izolalt és a kontaminans Cutibacterium acnes torzsek esetén €s azt talaltuk, hogy a modszerrel
torténd tipusmeghatarozéasa soran az eMLST-tipizalas eredményével megegyezd tipusok (IA,
IB, II, III) azonositasara volt lehetdség a species meghatarozast kovetd specialis
tomegspektrum-analizis alapjan. A modszer lehetéséget adhat a C. acnes-izolatumok esetében
a tipusok és szubtipusok gyors elkiilonitése révén a kontaminans vagy valddi patogén kérdés
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eldontésében mély szovetekbol nyert, hemokulttra és egyéb klinikai mintabdl torténd izolalas
soran. Munkacsoportunk ebben az esetben is a Bruker Daltonik céggel tudomanyos-kutatasi
egylttmiikddés soran tudomanyos bizonyitékot nyujtott egy olyan MALDI Biotyper szoftver
kifejlesztésében, mely vizsgalataink alapjan minden esetben lehetdséget adott a C. anes torzsek
tipusmeghatarozasa.

Az értekezésben bemutatott eredmények jelentdségét egyrészt abban latom, hogy azok
a kutatohelyen egy Magyarorszagon egyediili klinikai kutatasi témaban és részben jonnan
kialakitott sikeres nemzetkozi, tobb orszagra kiterjedd tudoményos-kutatasi kooperaciok
eredményeképpen jottek létre. Masrészt maguk az altalunk kapott adatok, ill. feltart
Osszefliggések mind epidemiologiai, mind diagnosztikus szempontbdl, mind a Klinikumban, a

srer

Jelenleg Magyarororszagrol nincsenek elérheté adatok a kiilonbozé fekvébeteg
intézményekbdl a CDI-t okozo C. difficile torzsek ribotipusairdl, valamint a 027-es ribotipust
jarvanytorzs cirkulaciojarél. Kutatasaink azonban ravilagitanak arra, hogy egyes korhazakban,
osztalyokon még mindig a jarvanytorzs fokozott eléfordulasaval kell szamolni. A fentiek
fokozott jarvanyiigyi teendok sziikségességét indokoljak, az eredményeink igazoljak, hogy
id6szakosan sziikséges az izolatumok dominans PCR ribotipusanak meghatarozasa, majd
esetenként az antibiotikum érzékenységi vizsgalatok kivitelezése a sporadikus esetek, illetve a
lokalisan el6forduld jarvanyok igazoldsara.

Eredményeink alatamasztottak, hogy a human klinikai mintakbol leggyakrabban izolalt
anaerob Bacteroides/Parabacteroides torzsek rendszeres, antibiotikum érzékenységi
vizsgalata, a rezisztenciaért felel6s gének elterjedtségének monitorozasa fontos a pontos helyi
¢s nemzeti antibiotikum rezisztencia adatok nyerése, illetve kritikus a betegek szamara a
megfeleld antibiotikus terapia valasztasa szempontjabol.

Munkacsoportunk a Bruker Daltonik céggel és az ESCMID-ENRIA munkacsoport
aktiv tagjaként, tudomanyos-kutatasi egyiittmiikodés soran tudomanyos bizonyitékokat nytjtott
a MALDI-TOF MS modszer rutin diagnosztikai alkalmazasara az anaerob baktériumok
species-szintii identifikalasaban, tevékenyen részt vettiink az anaerob adatbazis felépitésében,
egyes esetekben j Biotyper szoftver kifejlesztésében.

Vizsgalataink alapjan egyértelmii, hogy a MALDI-TOF MS hasznalatanak egyik 6
elénye az anaerob infekciok diagnosztikdjaban a megtakaritott id6, az adott baktériumtorzs
pontos, species-szintii azonositasa kevesebb, mint egy Ora alatt végezhet6 el, szemben a 2472
oraval, ez az 1d6 kritikus a sulyos alapbetegségekben szenvedd betegeknél, immunhianyos
betegeknél, sebészeti, intenziv osztalyokon fekvd, 1élegeztetett szeptikus betegeknél a helyes,
célzott terapia miatt.
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9.4. Tudomanymetriai osszefoglalo tablazat

Tudomanyos és oktatasi kozlemények Szama Hivatkozasok !
Osszesen | Részletezve Fiiggetlen Osszesen

1. Folyoiratcikk 2 165 - - -
szakcikk, nemzetkozi folydiratban, idegen nyelvii --- 75 1125 1363
szakcikk, hazai idegen nyelvii - 9 24 31
szakcikk, magyar nyelvii - 26 16 19
szakcikk, sokszerzds, érdemi szerzéként 3 --- 11 329 404
Osszefoglald kozlemény - 17 39 53
rovid kozlemény - 27 229 288
I1. Konyv 0 --- --- ---
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzoként 0 --- - -
idegen nyelvil - 0 0 0
magyar nyelvil - 0 0 0
aa) Felséoktatasi tankdnyv - 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakitet, tankonyv 0 . . .
szerkesztoként
idegen nyelvii - 0 - -
magyar nyelvii - 0 - -
bb) Felsboktatasi tankonyv - 0
I11. Kényvrészlet 17 --- --- ---
idegen nyelvii - 2 0 0
magyar nyelvii - 1 0 0
cc) Felséoktatasi tankonyvfejezet - 14 0 0
1V. Konferenciakozlemény * 2 - 0 0
Oktatasi kozlemények dsszesen (IL.aa,bb-111.cc) - 14 0 0
Tudomanyos kézlemények 6sszesen (1.-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 lektoraltsagl folyéiratokban megjelent teljes --- 32 0 0
folyoiratcikkeket 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 © 24
g index 8 43
Specialis tudomanymetriai adatok Szama his(r)astsl:;zis
Els6 szerzds teljes folyoiratcikkek szama 2 21 126
Utolso szerzds teljes folyéiratcikkek szama 2 29 169
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2002) teljes
tudomanyos folyoiratcikkek szama 152 2087
Az utolso 10 év (2009 - 2019) tudomanyos, teljes, lektoralt
tudomayos folyoiratcikkeinek szama 127 1295
e el I
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus L 80
rendszerben
Jelentés, guideline 1 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboracios kozremiikddé 7 1 114
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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

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

Koszonetet mondok Dr. Nagy Erzsébet Professzor Asszonynak, kivancsisagom az anaerob
baktériumok rejtélyes vilaganak megismerésére a Professzor Asszony kezei kozott formalodott
¢s érett meg arra, hogy ez a disszertacid megsziilethessen. Koszonettel tartozom az onzetlen
segitségéért, toretlen timogatasaért, a szakmai ismeretek és a konyvekb6l nem megtanulhato
szemlélet és gyakorlati fogdsok atadasaért.

Az értekezésben bemutatott kutatdmunkaban tanitvanyaim és kollégaim fontos szerepet
toltottek be. Szorgalmas, odaado és kitartdé munkajukért, megtiszteld tamogatasukért kiilon
koszonettel tartozom Pappné Dr. Terhes Gabriellanak, Dr. Soki Jozsefnek, Dr. Sarvari Karoly
Péternek és Dr. Gajdacs Marionak.

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

Koszonettel gondolok a Klinikai Mikrobioldgiai Diagnosztikai Intézet asszisztenseire,
kiemelten kozvetlen munkatarsaimra, hogy szorgalmas munkajukkal segitették a
kutatomunkémat: Deak Tiindére, Marincusné Karasz Erikara, Redetzky Andreéra.

A szamos egylittmikodd partner kozil kiilon koszondm dr. Nagy Istvannak és
munkacsoportjanak a rendkiviili szakmai, barati segitségiiket.

Koszonettel tartozom  mindazoknak a hazai ¢és  kilfoldi  kollégaknak,
kutatocsoportoknak, akikkel a kutatasok, kollaboraciok, mintagyiijtések soran dsszehozott az
élet, kozvetlen szakmai kapcsolatba kertilhettem veliik. Szerencsére olyan sokan vannak, hogy
nem tudok mindenkit felsorolni, senkit sem szeretnék kifelejteni, igy egylitt koszondom meg
mindannyidjuk szakmai-barati tdmogatasat. Koszonom kiilfoldi tanulmanyutjaim senior
kutatoinak a lehetdséget, hogy befogadtak Laboratériumukba, és a munkaimhoz biztositottak a
sziikséges €s igen draga infrastrukturat.

K6szondm minden baratomnak, tdmogatomnak azt, hogy el nem muld szeretettel
kisértek az ¢élet folyaman, hogy er6t adtak, szeretd tdmogatasukra mindig, minden koriilmény
kozott szamithattam.

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

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