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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ace- collagen adhesine gene (kollagén-koté gén)

agg- aggregation substance gene (aggregacios protein gén)

ATCC- American Type Culture Collection (amerikai torzstipus gytijtemény)
bp- bazispar

CDC- Centers for Disease Control and Prevention (Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi

Ko6zpont)

CSF- cerebrospinal fluid (cerebrospinalis folyadék)
CFU- colony forming unit (telepképz6 egység)
ddl- D-alanin-D-alanin ligaz

DNS- dezoxiribonukleinsav

ECDC- European Centre for Disease Prevention and Control (Europai Betegségmegel6zési és

Jarvanyvédelmi K6zpont)
esp- enterococcal surface protein gene (enterococcus felszini fehérje gén)

EUCAST- European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Antimikrobialis

Rezisztencia Vizsgalatok Eurdpai Bizottsaga)
LAP- leucin-aminopeptidaz

MALDI-TOF MS- Matrix Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (Matrix altal segitett 1ézer deszorpcion és ionizacion alapulo-repiilési id6

tomegspektrometria)
MIC- minimal inhibitory concentration (minimalis gatldo koncentracio)
MLST- Multilocus sequence typing (multilokusz szekvencia tipizalas)

MRSA- methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus
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OD- optikai denzitas

PBP-penicillin binding protein (penicillink6té fehérje)

PCR- polimerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PFGE- Pulsed-field Gel Electrophoresis (pulzalo eréterti gélelektroforézis)
PYR- pirrolidonil-arilamidaz

rRNS- riboszomalis ribonukleinsav

VRE- vancomycin-rezisztens Enterococcus

VREfm- vancomycin rezisztens Enterococcus faecium



2. BEVEZETES

Az antibiotikumokat el6szor az 1940-es években kezdték a kiilonféle fertézések
kezelésére alkalmazni. Azota milliok életét mentették meg és a modern orvostudomany altal
hasznalt leggyakoribb terapids szerek lettek. Az elmult 70 évben azonban a baktériumok
megmutattak azon tulajdonsagukat, hogy képesek ellenallni akar mar minden Kifejlesztett
antimikrobas szerrel szemben. Napjaink egyik legstulyosabb koézegészségiigyi problémaja a
kiilonb6z6 antibiotikumokkal szemben rezisztens torzsek altal okozott infekciok egyre gyakoribb
eléfordulasa. A CDC (Betegségmegelzési és Jarvanyvédelmi Kozpont) becslése szerint az
Egyesiilt Allamokban évente t5bb mint kétmillio ember betegszik meg valamilyen rezisztens
torzs miatt, melyet sajnos koriilbeliil 23 ezren nem is élnek tal (CDC, 2013). A sulyos,
nozokomialis fert6zéseket okozd koérokozok kozott egyre nagyobb aranyban jelennek meg az

egyszerre tobb antibiotikumnak is ellenalld ugynevezett multirezisztens torzsek.

A normal bélflora részét képezd enterococcusok Szamos betegséget okozhatnak,
kiilonosen véraram fertézéseket, sebfert6zéseket, valamint htgyati infekciokat. Klinikai
szempontbol relevans fajok az Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
gallinarum, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus avium, Enterococcus durans,
Enterococcus raffinosus, Enterococcus pseudoavium, Enterococcus hirae. Az enterococcusok
koziil a vancomycinnel szemben rezisztenciat mutatd torzsek (VRE) a terapias lehetOségek
szlikdssége miatt a legveszélyesebbek, az enterococcusok altal okozott nozokomialis fertézések
kb. 30%-aért tehetok felelossé. A CDC adatai alapjan a VRE fert6zések 77%-at E. faecium, 9%-
at pedig E. faecalis okozza (CDC, 2013). A VRE faecium (VREfm) novekvé eléfordulasa
hazankban is aggodalomra ad okot. Az ECDC (Eurdpai Betegségmegeldzési és Jarvanyvédelmi
Kozpont) legfrissebb statisztikaja alapjan, Magyarorszagon 2011 ota figyelheté meg a VREfm
torzsek folyamatos eldretorése: 0,8%-rol - 39,5%-ra nétt az aranyuk invaziv mintakbol szarmazo

izolatumok korében 2011-2018 kozott (ECDC, 2018).

Ebben a helyzetben egyre fontosabb szerepet tolt be a rezisztens baktériumok
megfigyelése/ellenérzése. A torzsek el6fordulasanak felmérése, a lehetséges rezervoarok
felkutatasa és a folyamatos monitorozas elengedhetetlen a megfeleld empirikus antibiotikum

terapia kivalasztasahoz. Munkammal ehhez a teriilethez szerettem volna hozzajarulni az Orvosi
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Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratoriumaban a vancomycin-rezisztens
enterococcusok vizsgalatdval. Molekularis bioldgiai és epidemioldgiai mddszerek segitségével
kivantuk felmérni a VRE jelenlegi el6fordulasat a klinikai mintakbol, meghatarozni a torzsek
rezisztenciajat, virulenciajat valamint rokonsagi kapcsolatukat. A megndvekedett szamu
fertdézések egyik lehetséges okaként feltételeztikk a VRE torzsek székletben torténd hordozésat,
ezért vizsgalatainkat széklet mintakbdl is elvégeztiik, illetve meghataroztuk a hordozast eldsegitd

riziko tényezoket.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. Az Enterococcus genus

Az enterococcus elsé emlitése 1899-ben a Thiercelin altal irt publikacioban jelent meg,
aki egy 4j Gram-pozitiv coccusként irta le (Thiercelin, 1899). 1906-ban azonban Andrew-es és
Horder Thiercelin ,,enterococcusat” atnevezték Streptococcus faecalis-nak, azon képessége
alapjan, hogy rovid vagy hossza lancok kialakitasara képes (Andrews és Horder, 1906). Az
enterococcusok torténete nem valaszthato el a Streptococcus nemzetségtol. Az ezt kovetd harom
évtizedben elkezdddott ezeknek az ember beleibdl szarmazd Gram-pozitiv baktériumoknak az
intenziv tanulméanyozasa. Osszefiiggésbe hoztak endocarditissel, seb és hiugyuti fertézésekkel,
ujszilottkori szepszissel, illetve ételmérgezéssel is. A kiilonbdzd szerzok egyre gyakrabban

kezdték hasznalni a Streptococcus faecalis nevet (Murray, 1990).

A streptococcusok (és enterococcusok) azonositdsa €és csoportositdsa a Lancefield altal
1933-ban bevezetett szerologiai csoportositason alapul. Ebben a rendszerezésben a torzseket a
sejtfalukban taldlhaté C-poliszacharid alapjan A-t6l W-ig jeldlve kiilonb6zé szerocsoportokba
soroljuk. Azok a torzsek, melyek nem rendelkeznek C-poliszachariddal, ebbe a csoportositasba
nem vonhatdéak be. A Lancefield D-antigén teichosavat tartalmaz, mely az enterococcusokat
jellemzi, ez alapjan a torzseket D-csoportl streptococcusként jeloltek (Lancefield, 1933). 1970-
ben Kalina egy Uj nemzetséget javasolt Enterococcus névvel, mely magaba foglalta a
Streptococcus faecalis és Streptococcus faecium fajokat. A nemzetséget azonban addig nem
fogadtak el, amig a genetikai bizonyitékok teljes mértékben meg nem kiilonboztették az
enterococcusokat a streptococcusoktol (Schliefer és Killper-Baltz, 1984). Jelenleg a DNS-DNS, a
DNS-rRNS hibridizacio (Garvie és Farrow, 1981; Kilpper-Balz és Schleifer, 1981, 1984;
Kilpper-Balz és mtsai. 1982; Schleifer és Kilpper-Balz, 1984; Schleifer és mtsai. 1985) és a 16S
rRNS szekvenalasi (Ludwig és mtsai, 1985) vizsgalatok alapjan az Enterococcus nemzetségbe 55

kiilonbozo faj €s 2 alfaj sorolhat6 (1. Téblazat).



1. Tablazat: Enterococcus nemzetségbe tartozo fajok; bactero.net

Faj

Leiras éve

Referencia

Enterococcus faecalis

1984

Schliefer és Killper-Baltz 1984

E. faecium 1984 Schliefer és Killper-Baltz 1984
E. avium 1984 Collins és mtsai. 1984

E. casseliflavus 1984 Collins és mtsai. 1984

E. durans 1984 Collins és mtsai. 1984

E. gallinarium 1984 Collins és mtsai. 1984

E. malodoratus 1984 Collins és mtsai. 1984

E. hirae 1985 Farrow és Collins 1985

E. mundtii 1986 Collins és mtsai. 1986

E. raffinosus 1989 Collins mtsai. 1989

E. pseudoavium 1989 Collins mtsai 1989

E. cecorum 1989 William mtsai.s 1989

E. solitarius 1989 Collins mtsai. 1989

E. saccharolyticus 1990 Rodrigues és Collins 1990
E. dispar 1991 Collins mtsai. 1991

E. sulfureus 1991 Martinez-Murcia és Collins 1991
E. seriolicida 1991 Kusuda és mtsai. 1991

E. flavescens 1992 Pompeiés mtsai.1992

E. columbae 1993 Devriese és mtsai.1993

E. asini 1998 de Vaux és mtsai.1998

E. ratti 2001 Teixeira és mtsai. 2001

E. villorum 2001 Vancanneyt és mtsai. 2001
E. porcinus 2001 Teixeira és mtsai. 2001

E. moraviensis 2001 Svec és mtsai. 2001

E. haemoperoxidus 2001 Svec és mtsai. 2001

E. pallens 2002 Tyrrell és mtsai. 2002

E. gilvus 2002 Tyrrell és mtsai. 2002

E. phoeniculicola 2003 Law-Brown és Meyers 2003
E. canis 2003 De Graef és mtsai. 2003

E. saccharominimus 2004 Vancanneyt és mtsai. 2004
E. hermanniensis 2004 Koort és mtsai. 2004
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E. italicus 2004 Fortina és mtsai. 2004

E. canintestini 2005 Naser és mtsai. 2005

E. aquimarinus 2005 Svec és mtsai. 2005

E. devriesei 2005 Svec és mtsai. 2005

E. caccae 2006 Carvalho és mtsai. 2006

E. termitis 2006 Svec és mtsai. 2006

E. silesiacus 2006 Svec és mtsai. 2006

E. camelliae 2007 Sukontasing és mtsai. 2007
E. thailandicus 2008 Tanasupawat és mtsai. 2008
E. viikkiensis 2011 Rahkila és mtsai. 2011

E. plantarum 2012 Svec és mtsai. 2012

E. quebecensis 2012 Sistek és mtsai. 2012

E. rivorum 2012 Niemi és mtsai. 2012

E. lactis 2012 Morandi és mtsai. 2012

E. ureasiticus 2012 Sistek és mtsai. 2012

E. alcedinis 2013 Frolkov és mtsai. 2013

E. rotai 2013 Sedlacek és mtsai. 2013

E saccharolyticus subsp. | 2013 Chen és mtsai. 2013
saccharolyticus

E. saccharolyticus subsp. | 2013 Chen és mtsai. 2013
taiwanensis

E. diestrammenae 2013 Kim és mtsai. 2013

E. ureilyticus 2013 Sedlacek és mtsai. 2013

E. olivae 2014 Lucena-Padroés és mtsai. 2014
E. xiangfangensis 2014 Li és mtsai. 2014

E. bulliens 2016 Kadri és mtsai. 2016

E. saigonensis 2016 Harada és mtsai. 2016

E. crotali 2017 McLaughlin és mtsai. 2017

3.2. Az enterococcusok jellemzoi

Az enterococcusok katalaz negativak, azonban esetenként az ugynevezett pszeudokatalaz

termelés kovetkeztében gyengén pozitiv katalaz reakcidt adhatnak. Egyesével, parokban vagy
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rovid lancot formalva fordulhatnak elé. Az optimélis novekedési hdmérsekletiik 35°C, azonban a
legtobb torzs 10 °C - 45°C-on is képes szaporodni. Fakultativ anaerobok, valamint ellenallnak a
magas sotartalomnak és pH-nak; igy 6,5% -os NaCl jelenlétében 9,6-0s pH-n szaporodnak. Az
eszkulint képesek hidrolizalni, 40% epe ¢és Na-azid jelenlétében is novekednek. A legtobb faj jol
szaporodik lemezagaron, azonban izolaldsukra inkabb véres agart hasznalunk. 1-2 mm nagysagu
sziirkés-fehér, csillogo telepeket képeznek. Néhany faj B-hemolizist mutat. Az E. casseliflavus,
E. mundtii és az E. sulfureus sarga pigment termelésére képes, melyet akkor észlelhetiink, ha a
tenyészetet kaccsal vagy vattatamponnal megérintjiik. Szelektiv taptalajuk az epe-eszkulin-azid
taptalaj, melyen az eszkulin hidrolizise kovetkeztében fekete szinii telepeket képeznek. A legtébb
faj pirrolidonil-arilamidazt (PYR) termel, valamint az Gsszes képes leucin-aminopeptidaz (LAP)
eloallitasara. Egyes fajok pl. az E. gallinarum és az E. casseliflavus mozgékonyak (Teixeira €s
Facklam, 2003; Facklam és mtsai. 2002).

A fajok mannit- szorbdz, valamint arginin hidrolizis alapjan 5 csoportba oszthatok
(Facklam és mtsai. 2002):

Az 1. csoportba tartoz6 E. avium, E. malodoratus, E. raffinosus, E. pseudoavium, E.
saccharolyticus, E. pallens és E. gilvus savat képeznek mannitbdl és szorbozbol, de nem

hidrolizaljak az arginint.

A 11. csoportba tartozik az E. faecalis, az E. faecium, az E. casseliflavus, az E. mundtii és az E.
gallinarum. Ez az 6t faj savat képez a mannitb6l és bontja az arginint, de nem hidrolizalja a

szorbozt.

A 111. csoportba tartozik az E. durans, az E. porcinus, az E. ratti, az E. hirae, az E. dispar, ¢és az

E. faecalis és az E. faecium mannit-negativ variansai.

A 1V. csoportba tartoznak azok az enterococcusok melyek nem képeznek savat mannitbdl vagy

szorb6zbol és nem hidrolizaljak az arginint. Ezek az E. asini, E. sulfureus és E. cecorum.

Végiil az V. csoport az E. casseliflavus, E. gallinarum és E. faecalis térzseibdl all, amelyek nem

hidrolizaljak az arginint.

Ezt a csoportositdst a nemrégiben azonositott Enterococcus fajokra is kiterjesztették.

Fontos azonban megjegyezni, hogy ezt a fenotipusos osztalyozast meg kell kiilonboztetni a 16S
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rRNS szekvencia viszonytol, tehat bar ezek a tesztek potencialisan hasznosak a diagnosztikaban,

nem tiikrozik az Enterococcus fajok evolucios kapcsolatat.

3.3. Enterococcusok antibiotikum rezisztenciaja

Az enterococcusok szamos szerrel szemben mutatnak természetes rezisztenciat, valamint
képesek bizonyos antibiotikumokkal szemben szerzett rezisztenciara is szert tenni. A rezisztencia
kialakulhat az antibiotikum kotéhelyet ért pontmutacié miatt pl. a kinolonok (Onodera és mtsai.
2002), illetve az ampicillin rezisztencia esetében, vagy kiilonboz6 rezisztencia géneket
szerezhetnek meg, mely az aminoglikozidok, makrolidek, kloramfenikol, tetraciklin ¢&s
glikopeptid rezisztencia esetében fordul eld. Klinikai szempontbdl azonban a legrelevansabb a
vancomycinnel szembeni rezisztencia (Moellering, 1990; Murray, 1990, Landman és Quale,
1997; Leclercq, 1997; Onodera és mtsai. 2002).

3.3.1. p-laktam rezisztencia

Az elsé B-laktam antibiotikum az Alexander Fleming altal felfedezett penicillin volt (Tan
¢s mtsai. 2015). Ezt kovetéen szamos penicillin szarmazékot és mas [B-laktam-antibiotikum
csoportot fejlesztettek ki. A B-laktamok baktericid hatassal birnak, hatasukat a sejtfalszintézis
gatlasaval fejtik ki. A baktériumok sejtfala keresztkotésekkel dsszekapcesolt peptidlancokbol 4ll,
felépitésiikért enzimek felelések. A B-laktamok ezekhez a peptiddzokhoz képesek kotddni és
inaktivalni. A baktériumok B-laktam-érzékenységét a penicillinkdtd fehérjék (penicillin-binding
protein, PBP) hatarozzak meg. A Gram-pozitiv baktériumok érzékenységének oka, hogy a
sejtfaluk peptidoglikdnja konnyen hozzd férhetd az antibiotikum szdméra, mig a Gram-

negativoknadl ezt egy kiils6 fehérje réteg fedi.

Az 0sszes enterococcus természetes magas szintii rezisztenciat mutat a cefalosporinok, €s
a félszintetikus penicillindz stabil penicillinekkel szemben, valamint alacsony szintli rezisztenciat
az egyéb penicillin szarmazékok irdnt. Ennek oka az alacsony affinitisu PBP5 termelése.
Tovabba képesek toleralni a penicillin és a vancomycin baktericid hatdsat (Murray 1990). A B-

laktam antibiotikumokkal szembeni szerzett rezisztencia leggyakoribb tipusa a -laktamaz enzim
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termelése. Ez a B-laktam gytrit hidrolizalja, mely az antibiotikum hatéstalanitdsdhoz vezet. Ez a
fajta rezisztencia sokkal gyakoribb az E. faecalis esetében. Az elsé P-laktamaz termeld E.
faecalis torzset (HH22) 1981-ben izolaltak egy houstoni beteg mintajabol (Murray 1990). Ezutan
az eset utan sokkal gyakoribba valt és szamos nozokomidlis infekciot okozott vilagszerte (Murray
és mtsai. 1991; 1992; Patterson és mtsai. 1988; Rhinehart és mtsai. 1990; Wells és mtsai. 1992;
Mazzulli és mtsai. 1992) Az elsé ilyen rezisztenciat hordozo E. faecium torzset 11 évvel késobb
Richmondban azonositottdk, késébb pedig tovabbi 8 epidemioldgiailag nem Osszefliggd
izolatumot Modenaban 2010-ben (Sarti és mtsai. 2012). Szerencsére mas enterococusoknal eddig
nem irtak le ilyen tipust rezisztenciat. A B-laktamazt kodolo gén lehet kromoszomalisan valamint
extrakromoszomalis DNS-sen (plazmidon) kodolva, mely igy az utdbbi esetben gyorsan tud
terjedni a kiilonb6zé baktérium fajok kozott, am nem valik allandé tulajdonsagukka (Fiirst és
mtsai, 2011). Ennek a rezisztencianak a kivédése lehet a kiillonboz6 B-laktamaz gatlok
alkalmazasa, mint pl. a klavuldnsav, szulbaktdm ¢és a tazobaktam. Ezek a vegyliletek lehetové
teszik, hogy kombinacidoban a régebben hasznalt antibiotikumokat (ampicillin) is 0jra lehessen
alkalmazni. A masodik leggyakoribb mechanizmus a -laktdm antibiotikumokkal szemben egy
szerzett rezisztencia tipus: a baktérium sejtfalaban taldlhat6 PBP megvaltozdsa, melynek
kovetkeztében a B-laktdmok gyengén vagy egyaltaldn nem képesek bekdtddni. Raze és mtsai.
mar 1998-ban leirtak, hogy a megvaltozott PBP fehérje termeléséért felelds gén a phbpb,
plazmidon kodolt igy atadhato kiilonb6zd baktérium fajoknak (Raze 1998).

3.3.2. Glikopeptid rezisztencia

A glikopeptid antibiotikumok csoportjabol a human gyogyaszatban jelenleg hasznalt
szerek a vancomycin és a teicoplanin (1. abra). A vancomycint termelé organizmust, melyet
Amycolatopsis orientalis névvel azonositottak (Lechevalier és mtsai. 1986) a borneoi dzsungel
talaj mintajabol izolaltak (Griffith, 1984, Pittenger, 1956). Az altala termelt vancomycin a
,vanquish” (legy6z) szobol szarmazik (Griffith, 1984). Az els6 jovahagyott glikopeptid
antibiotikum volt (Pfeiffer, 1981), melyet széles korben kezdtek el hasznalni az 1958-as
forgalomba keriilését kovetéen, mint Staphylococcus-ellenes antibiotikum (Levine, 2008).
Azonban a kovetkezd évtizedben a Staphylococcus ellen jol hasznalhaté penicillinek és

cefalosporinok hattérbe szoritottak. Klinikai jelentdsége csak az 1970-es évek masodik felében
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kezdett noni, amikor egyre nagyobb szamban jelentek meg a methicillinre rezisztens és igy B-
laktdm antibiotikummal nem kezelhetd Staphylococcus (MRSA) torzsek (Fiirst és mtsai 2011). A
lipoglikopeptidek a glikopeptid antibiotikumok alcsoportjat képviselik. Ebbdl a csoportbol az
Actinoplanes teichomyceticus talajbaktérium altal termelt teicoplanint fedezték fel elséként, mint

természetes lipoglikopeptid (Parenti, 1986).

Vancomycin Telcoplanin (A,-2)

1. abra: A vancomycin és a teicoplanin szerkezete (Norris, 2010)

Ezeket az eredeti készitményeket rendkiviil oto- és nefrotoxikus voltuk miatt kezdetben
csak bélmitétek elokészitésében, az anaerob baktériumok csiraszamanak csokkentésére
hasznaltak. Késébb kromatografidsan tisztitottak dket, igy egyrészt hatdsuk megtobbszorozodott,
masrészt kevésbé voltak toxikusak (Gergely, 2003). A jelenleg elfogadott allaspont szerint a
valtozo vesefunkcio esetén, idOs beteg, tartos terapia, aminoglikoziddal vagy amphotericinnel
valo kombindcio, illetve akut kardiovaszkularis elégtelenség esetén a szérumszint monitorozasa
mellett intravénas injekcié formajaban adhato (Fiirst és mtsai. 2011). A teicoplanin intravénasan
és intramuscularisan is adhatd, a szérumfehérjékhez 90-95%-ban kotddik, felezési ideje hosszu

(40-70 ora), mely lehet6vé teszi napi egyszeri adagolasat (Fiirst és mtsai. 2011).

A béta-laktam antibiotikumokhoz hasonléan a glikopeptidek is gatoljak a sejtfal
szintézist, azonban mas mechanizmus révén. A glikopeptidek ugyanis nagy, hidrofob molekulak

melyek a baktériumok sejtfalat felépitd peptidoglikdn egyik prekurzor molekuldjahoz a
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pentapeptid-D-alanil-D-alanin terminalisahoz kot6dnek, megakadalyozva igy a transzpeptidaciot
(Courvalin, 2006).

3.3.2.1. Természetes rezisztencia

A glikopeptid rezisztencia egyik formaja, amikor a transzpeptidacioban résztvevd
terminalis pentapeptid D-alanin helyett D-szerin vagy D-laktat talalhatd. Az ilyen baktériumok
természetes rezisztenciaval rendelkeznek a glikopeptid antibiotikumokkal szemben, ugyanis ezen
pentapeptidekhez a glikopeptidek csak nagyon gyengén tudnak kotddni. Ilyen baktériumok a
Leuconostoc, a Lactobacillus és a Pediococcus nemzetségbe tartozo torzsek (Nicas és Allen
1994). Az E. gallinarum a vanCl mig az E. casseliflavus és E. flavescens a vanC2/3 génnel
rendelkeznek, melyek a VanC fenotipust kodoljak. Ez a gén kromoszomalisan kodolt, igy nem
atadhato. A torzsek vancomycinnel szemben konstitutiv alacsony szintli rezisztenciat mutatnak
(MIC=2-32ug/ml), mig teicoplaninnal szemben tovabbra is érzékenyek (Cetinkaya és mtsai.

2000).
3.3.2.2. Szerzett rezisztencia

Az enterococcusokban a glikopeptidekkel szembeni szerzett rezisztencia szabalyozasanak
¢és expressziojanak biokémiai mechanizmusa az egyik legfejlettebb ¢s legtokéletesebb példaja a
rezisztenciat altaldban a kilenc van gén egyike kdzvetiti: vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG,
vanL, vanM, vanN (Courvalin 2006, Boyd és mtsai 2008, Lebreton és mtsai 2011, McKessar
2000, Xu és mtsai 2010). A négy leggyakrabban el6forduld fenotipusa a VanA, VanB, VanD és
VanE (Murray 2000). Ezen fenotipusok kapcsolatat a kiilonféle enterococcus fajokkal, a MIC

szinteket €s a rezisztencia gének atvihetdségeét a 2. tablazat mutatja be:
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2. Tablazat: Enterococcus fajok glikopeptid rezisztenciaja és transzferalhatosaga (sajat
szerkesztés)

Fenotipus Vancomycin MIC Teicoplanin MIC Transzferalhatosag
Leggyakoribb (ng/ml) (ng/ml)
elofordulas

VanA:
E. faecium 64-1,000 16-512 +

E. faecalis

VanB:
E. faecium 4-1024 <0.5 +

E. faecalis

VanC.:
E. gallinarium 2.32 <0.5
E. casseliflavus
E. flavescens

VanD: 128 4
E. faecium

VanE: 16 05 -
E. faecalis

+:igen, - nem, MIC: minimalis gatlé koncentracio

A VanA rezisztencia tipust magas szintii rezisztencia jellemzi mind a vancomycin, mind a
teicoplaninnal szemben. A rezisztenciat mindkét antibiotikum indukalhatja (Werner és mitsai.
2008). A rezisztenciat hét gén kozvetiti a Tn1546 transzpozonon (Arthur és mtsai. 1993) és
konjugécioval atkeriilhet egy masik enterococcus torzs kromoszomajaba vagy akar mas
genusokba is pl. Staphylococcusba (Handwerger €s Skoble 1995). A gének hét polipeptidet
kodolnak (VanR, VanS, VanH, VanA, VanX, VanY ¢és VanZ), amelyek egyiittmiikodve alakitjak
ki a glikopeptid-rezisztenciat. A két els6, a VanR és a VanS a génexpressziot szabalyozza. A
kovetkezd harom, a VanH, a VanA és a VanX, a glikopeptid antibiotikumokkal szembeni
laktattal végzddik (D-Ala -D-Lac) a normal D-Ala-D-Ala helyett. Az utols6 kettd (VanY és
VanZ) kiegészitd fehérjék, amelyek hozzédjarulnak a rezisztencidhoz a peptidoglikan szintézis

normal utjanak gatlasaval (Leclercq és Courvalin 1997).

VanB rezisztencia tipust mérsékelt vagy magas szintli vancomycin rezisztencia (MIC 4
pg/ml - 1000 pg/ml) jellemzi, de a torzsek altaldban megtartjdk teicoplaninnal szembeni
érzékenységiiket. A rezisztenciat a vancomycin indukélja, a teicoplanin nem. A vanB gén klaszter

egy Tnl1547 transzpozonnal tarsul (Quintiliani és Courvalin 1996). Genetikai szempontbdl a vanA
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¢€s a vanB rezisztencia gének meglehetdsen hasonldak, csupan a VanS fehérjében kiilonbozik egy

aminosav a két genotipus kozott (Evers és Courvalin 1996).

A VanC rezisztencia tipusra az alacsony szintli vancomycin rezisztencia jellemzd, mely
tipikusan az E. gallinarum, az E. casseliflavus és az E. flavescens fajok tulajdonsaga. A vanC1
gént az E. gallinarumban, a vanC2 gént az E. casseliflavusban mig a vanC3-at az E. flavescens
fajokban irtak le (Clevel, 1990). Az E. gallinarum VanC ligiza D-Alanin — D-Szerin-ben

végzodo pentapeptidet hoz 1étre.

A VanD tipust 1991-ben azonositottak egy New York-i korhazban (Perichon és mtsai.
1997). A rezisztenciat kodold gén kromoszomalisan helyezkedik el és nem transzferabilis.

Kozepes szintli rezisztenciat jelent a vancomycinnel szemben, mig a teicoplanin hatasos marad.

A VanE rezisztenciara az alacsony mértékli vancomycin és teicoplanin rezisztencia
jellemzd. Kromoszomalisan kodolt, nem atadhatd, leginkdbb a vanC tipust rezisztencidhoz

hasonlit (Fines és mtsai. 1999)

Mindezeken feliil mar leirtak glikopeptid fiiggd vanA és vanB Enterococcus torzseket is.
Ezek a torzsek mutaciok kovetkeztében elvesztették a D-Ala-D-Ala szintézisét végz6 enzimjiiket,
de rendelkeznek a VanA vagy VanB rezisztenciadeterminansokkal. Azonban mivel mindkettd
tipusu rezisztencia indukalhato, a hidnyzé peptidet potlo szintézis csak glikopeptidek jelenlétében

zajlik le, enélkiil a baktérium elpusztul (Courvalin 2006).
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3.4. Vancomycin-rezisztens enterococcus (VRE) torzsek elofordulasa

3.4.1. VRE epidemiologiaja

Az enterococcusok a természetben szinte mindeniitt megtalalhatok, mivel képesek
szaporodni ¢s tulélni kedvezbtlen koriilmények kozott is. A legtobb allat béltraktusabol
kimutathatéak, példaul disznobdl és marhabdol (Manero ¢s mtsai. 2002), kutyabol (Wheeler és
mtsai. 2002), 16bol (Wheeler és mtsai. 2002), nyulbol (Poeta és mtsai. 2005), csirkébdl
(Hammerum, 2000), valamint birkabol és vad madarakbol (Poeta és mtsai. 2005). Az
¢lelmiszerekbdl, példaul tejbdl és huskészitményekbdl, kiilonféle kornyezeti forrasokbol,
valamint hulladékbol és a felszini vizekbdl is konnyen kinyerhetdk (Aarestrup 2002). Az emberi
bél normal baktériumflorajanak kb. 0,01%-at teszik ki (Jett és mtsai. 1994), a székletben talalhatd
tipikus koncentracidja legfeljebb 108 CFU/gram. A szajiireg, a bor és a hiively is kolonizalodhat,
am ezekrdl a helyekrdl az esetek kevesebb, mint 20% -aban mutathatok ki (Beezhold és mtsai.
1997, Bonten ¢és mtsai. 1996, Huycke és mtsai 1998). A leggyakoribb enterococcus, melyet
egészséges egyének székletébdl izolalnak az E. faecalis. Ugyancsak ez a faj dominal a kiilonb6z6
fert6zésekbdl izolalt enterococcusok kozott (koriilbeliil 80%), a masodik leggyakoribb pedig az
E. faecium. Mivel az ampicillinnel és a vancomycinnel szembeni szerzett rezisztencia foként E.
faecium esetében fordul eld, ennek a fajnak rohamosan megnétt az eléforduldsa a korhazban

eléforduld enterococcusok korében (Cetinkaya és mtsai. 2000).

Uttley és mtsai (1988) valamint Leclercq és mtsai. (1988) szdmoltak be eldszor a
vancomycin-rezisztens E. faecium és E. faecalis torzsek megjelenésérél Angliaban, illetve
Franciaorszagban. Az6ta a vancomycin- és/vagy teicoplanin-rezisztens térzsek a vildg minden
tajan megjelentek (Willems és mtsai. 2011). A VRE fertézések gyakorisaga magas Ausztraliaban,
ahol az E. faecium altal okozott bakterémiaban a torzsek 36,5%-a volt vancomycin-rezisztens
(Coombs és mtsai. 2014), valamint az Egyesiilt Allamokban, ahol 87%-a a nozokomialis

fert6zésekbol szarmazo E. faecium izolatumoknak rezisztens (Edelsberg és mtsai. 2014).

Magyarorszagon az elsé vanA gént hordozo E. faecalis-t 2000-ben izolaltak egy

labujjfekélybdl (Ghidan és mtsai. 2000). Ezt kovetden két egymastdl fiiggetlen esetrdl (Knausz és
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mtsai. 2003, Dombradi és mtsai. 2009), egy jarvanyrél (Borocz. és mtsai 2005), valamint két

epidemioldgiai felmérésrél szamoltak be (Libisch és mtsai. 2008, Dombradi és mtsai. 2012).

Az Europai Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Koézpont (ECDC) 2017. évi jelentése
szerint az intenziv osztalyon el6forduld, nozokomidlis hugyuti és véraram fertézéseket okozd
kérokozok koziil az enterococcusok voltak a mésodik leggyakrabban izolalt baktériumok. Ezen
enterococcusok kozott a vancomycin rezisztens torzsek aranya 7,3% volt (ECDC 2019). A
VREfm izolatumok szazalékos el6fordulasa Europaban 0% (Izland, Luxemburg) és 59,1%
(Ciprus) kozott van (2. abra). A legfrissebb adatok alapjan, Magyarorszdgon is a nemzetkozi
trendeknek megfeleléen 2011 ota tapasztalhatd a VREfm prevalencidjanak folyamatos
novekedése a hospitalizalt betegek korében. 2018-ban az eléfordulasi arany 39,5% volt, mely

11,2%-o0s novekedés az el6z6 évhez képest (ECDC 2017, 2018).

Resistant (R) isolates
proportion (%)

™
{1

[

g w
i

2. dabra: Vancomycin rezisztens Enterococcus faecium torzsek szdazalékos eldforduldsa Eurdpdaban 2018-ban
(European Centre for Disease Prevention and Control. Surveillance atlas of infectious diseases [internet].
Stockholm: ECDC; 2018 [Letoltve: 2019. oktéber 18.] http://atlas.ecdc.europa.eu/.)

crer

Amerikaban, mint Eurépaban. Az Egyesiilt Allamokban a VRE gyors megjelenése valdsziniileg a

vancomycin €és/vagy cefalosporin tilzott hasznalatanak volt tulajdonithatdé (McDonald és mtsai.
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1997, Woodford és mtsai. 1995), mig Eurdpaban az allattenyésztésben hozamnovelés céljabol
alkalmazott glikopeptid-analogoknak (példaul avoparcinnak) a hasznalataval ¢és az
¢lelmiszerlancba torténd bekeriilésével magyardzzak (Bates és mtsai. 1993, Donnelly és mtsai.
1996, Chadwick ¢s mtsai. 1996). Egy érdekes tanulméany tdmasztja ala az allati élelmiszerek €s a
VRE kozotti kapcsolat hipotézisét, mely szerint a VRE magas hordozasi aranyat talaltak
Hollandidban husfogyaszt6 id6és emberek korében, mig az idds vegetaridnusok esetében a VRE

hordozas hianya volt tapasztalhat6 (van den Braak és mtsai. 1997).

3.4.2. VRE hordozasa

A nem megfeleld antibiotikum hasznélat az egyik f6 oka a rezisztens baktériumok
kiszelektalddasanak, és ezen multirezisztens koérokozok hossza tavi hordozasa megnoveli a
késobbi fertdzések kialakuldsdnak valdszinliségét. A VRE kolonizaci6 szamos kockazati
tényezdvel hozhato Osszefiiggésbe. Ide tartozik tobbek kozott a hosszabb korhazi tartdzkodas, az
elérehaladott életkor, stilyos alapbetegség, kozponti vénas katéter hasznalat, valamint a kiilonféle
antibiotikumok, példaul vancomycin vagy metronidazol elézetes expozicioja (Karki és mitsai.
2012; Purohit és mtsai. 2017; Sohn és mtsai. 2013). A VRE tiinetmentes hordozasa és a hatékony
dekolonizacids eljarasi rend hidnya stabilizalja a VRE endemikus éllapotat az egészségiigyi
kornyezetben (Cheng és mtsai. 2014). A kolonizéltak rezervoarként funkciondlhatnak a tobbi
bent 1évé beteg megfertézésében, mely megndvekedett morbiditast, mortalitdst és tjabb

koltségeket eredményezhet (Muto és mtsai. 2003; Stosor és mtsai. 1998).

3.5. Enterococcusok virulencia faktorai

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia Onmagdban nem magyardzza az
enterococcusok fokozott virulencigjat, valamint az altaluk okozott fert6zéseket. Kiilonb6zo
virulencia faktorokkal rendelkeznek, amelyek lehet6vé teszik a virulens torzseknek a
gazdaszervezetbe torténd bejutadst, kolonizalast, valamint a gazdaszervezet immunvalaszdnak
elkeriilését. Ezen tilmenden az ilyen virulens torzsek patoldgias elvaltozasokat is okoznak a
kozvetlen toxintermeléssel (Streptococcus pyrogenic exotoxinjahoz hasonléan) vagy kozvetett

modon gyulladas indukalasaval (Salminen és mtsai. 2004).
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Korabbi tanulmanyok az enterococcusok virulenciajat Osszefiiggésbe hoztdk tobbek
kozott a kollagénkotd fehérje (ace), az aggregacios protein (agg), az enterococcus felszini fehérje
(esp) jelenlétével, vagy a biofilmképzd képesség meglétével (Nallapareddy és mtsai. 2000,
Shankar és mtsai. 2001).

Aggregacios protein (agg): Adhézidban jatszik szerepet, kiilonboz6é eukariota sejtekhez képes
kotddni, példaul makrofagokhoz és bélhamsejtekhez (Eaton és Gasson, 2001; Fisher és Phillips
2009). Egy feromonra érzékeny plazmid kodolja. Rozdzinski és mtsai (2001) kimutattak, hogy az
aggregacios fehérje nemcsak az eukaridta sejtekhez képes bekdtddni, hanem az extracellularis
matrix fehérjékhez, példaul a fibronektinhez, vitronektinhez és az I. tipusu kollagénhez is. A
fertdzés és a bakterémia kivaltasa érdekében az enterococcusoknak at kell hatolniuk a bél- vagy
az urogenitalis epithéliumon, és be kell 1épnilik a nyirokkeringésbe és/vagy az érrendszerbe
(Rozdzinski és mtsai. 2001). Ezt a transzlokéaciot eldsegitheti a virulens torzsben taldlhatd

enterococcusok tulélését a gazdaszervezet immunsejtjeiben (Rakita és mtsai. 1999).

Kollagén-koté fehérje (ace): Egy sejtfelszini fehérje, amely a mikrobdk felszini komponenseit
felismer6 adheziv matrix molekuldk (MSCRAMM) csaladjaba tartozik (Fisher és Phillips 2009).
Az ace szerepet jatszik az E. faecalis altal okozott endokarditis patogenezisében (Koch és mtsai.
2004, Singh és mtsai. 2010)

Enterococcus felszini fehérje (esp): Fontos szerepet jatszik az enterococcusok patogenitasaban,
megtalalhaté mind az E. faecalis mind az E. faecium térzsekben. Az esp eléfordulasa magasabb a
korhazi torzsek kozott, mint az egészséges egyénekbdl szdrmazo izolatumok esetében, mely jelzi,
patogenezisben betoltott szerepét (Eaton és Gasson, 2001). A gént kodold régid a mindkét
enterococcus fajban megtalalhaté patogenitasi szigeten helyezkedik el (Leavis és mtsai 2004). Az
esp jelenléte hozzajarul a korokozo kolonizacidjahoz €s perzisztenciajahoz mind az E. faecalis,
mind az E. faecium esetében a gazdaszervezetben. Emellett az esp szerepet jatszik a
gazdaszervezet immunvalaszanak megtamadasaban is. Az Esp fehérje szekvencidja és felépitése
hasonlo a két fajban (Eaton és Gasson, 2001). C-termindlis régidja tartalmaz egy membrant
atfogd hidroféb domént és egy sejtfal-rogzitd motivumot, amely a fehérje bakteridlis
sejtfeliilethez torténd rogzitésében részt vesz (Salminen és mtsai. 2004). Tovabbé ismert, hogy a

biofilm-termeld baktériumok képesek katétercket, beiiltetett szivbillentyliket vagy kiilonb6zo
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ortopédiai eszkozoket kolonizalni, ezaltal hozzajarulnak a nativ endocarditis, a kronikus otitis
media, valamint tovabbi kiilonb6z6 nozokomialis fertdzések kialakulasahoz (Costerton és mtsai.

1999).
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4. CELKITUZESEK

A Debreceni Egyetem, Orvosi Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai

Laboratoriumaba évente tobb mint 40 000 minta érkezik. Munkank soran célunk volt az egyik

leggyakoribb Gram-pozitiv nozokomialis patogén, a vancomycin-rezisztens enterococcus

eléfordulasanak felmérése, molekularis €s epidemiologiai vizsgalata. Kutatd munkam két {6

terliletre fokuszalt, melyek a kdvetkezdek:

Klinikai mintakbdl szirmazo vancomycin-rezisztens enterococcus torzsek vizsgalata:

Célkitiizések:

1. A Bakterioldgiai Diagnosztikai Laboratoriumba 2012. januar 1. és 2015. december 31.
ko6zott érkezett klinikai mintak VRE sziirése, a VRE torzsek el6fordulasanak felmérése.

2. A torzsek identifikdlasa MALDI-TOF MS (Matrix altal segitett 1ézer deszorpcion és
ionizécion alapulo-repiilési id6 tomegspektrometria) hasznalataval.

3. Antibiotikum rezisztencia vizsgéalatok. A hattérben allo rezisztencia gének illetve a
patogenezisben szerepet jatszd virulencia faktorok meghatdrozasa molekularis bioldgiai
modszerrel.

4. A virulencia faktorok és a biofilm képzés kozotti sszefiiggeés feltarasa.

5. Az izolatumok epidemioldgiai kapcsolatainak feltardsa a VRE terjedésének megértése

szempontjabol pulzalo mezejii gélelektroforézis (PFGE) valamint multilokusz szekvencia

tipizalas (MLST) segitségével.

Székletbdl izolalt vancomycin-rezisztens enterococcus torzsek vizsgalata:

Célkitizések:

1.

o & N

A VRE torzsek szlirése kétféle szlirémodszer segitségével a 2016. februar és szeptember
kozotti idészakban beérkezett széklet mintakbol.

A torzsek fajok szerinti megoszlasanak vizsgalata MALDI-TOF MS hasznalataval.
Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok, a hattérben allo rezisztencia gének kimutatésa.

A VRE pozitiv betegek illetve hordozok jellemzése.

A VRE kolonizéciot eldsegitd rizikofaktorok elemzése.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK
5.1. Anyagok
5.1.1. Tapoldatok, taptalajok

Brain Heart Infusion tapoldat (BHI): 37 g BHI-t (Oxoid) 1 liter ioncserélt vizben feloldunk és
autokldvozunk. BHI Osszetétele: 27,5 g szubsztrat (agykivonat, szivkivonat és peptonok), 2 g

gliikéz, 5 g NaCl, 2,5 g NapHPOq4
Tryptic Soy Broth (TSB): 27,5 g tripton-szdja por (LabM Limited Kft) + 1 liter ioncserélt viz

TSB 15% glicerinnel: 1 liter ioncserélt vizhez 27,5g TSB-t adunk. TSB (LabM) Osszetétele:
tripton 17g, szdja pepton 3g, NaCl 5, dikalium-hidrogén-foszfat 2,5g

Columbia agar (Merck): 3 g peptonkeverék, 1 g keményitd, 5 g NaCl és 13 g agar

Véres agar (LabM): 42 g Columbia agart feloldunk 1 liter ioncserélt vizben és a steril defibrinalt
bikavért 45-50 °C-ra hiitott taptalajhoz adjuk majd petricsészébe ontjiik.

VRE agar (Oxoid): (14 literhez): pepton 280g, éleszté kivonat 70g, NaCl 70g, Natrium-citrat

149, eszkulin 149, vas-ammonium-citrat 7g, Natrium-azid 2,19

VRE screen lemez: 1 liter ioncserélt vizben 42,7 g VRE agart (Oxoid) feloldunk és

autoklavozunk. A kiontés el6tt az agarhoz 6 ug/ml vancomycint (Fresenius Kabi Hungary Kft).
Folyékony VRE screen: Megfelel a VRE screen lemeznek az agar hozzaadasa nélkiil

Mueller-Hinton agar (Oxoid): 28g Mueller-Hinton agart 1 liter ioncserélt vizben feloldunk. A
Mueller-Hinton agar osszetétele: 30 g/l marhahtas kivonat, 17,5 g/l kazein hidrolizatum, 17 g/1

agar, 1,5 g/l keményito, pH 7.4;
TSA: TSB 15 g agar-agarral (Merck) szilarditva

A taptalajokat 116°C-on 30 percig autoklavozzuk.
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5.1.2. Vegyszerek, enzimek, kitek

Vegyszerek: alfa-ciano-4-hidroxi-fahéjsav (Bruker Daltonik GmbH), 70%-0s hangyasav
(Sigma), 100bp DNS Iétra (Invitrogen), etidium-bromid (Serva), agardz (Bio-Rad), DNaz mentes
viz, 0,5 % TBE puffer (45 mM Tris, 2 mM EDTA, 45 mM ecetsav), PBS (137 mM/I NaCl, 2,7
mM/l KCI, 1,76 mM/l KH2PO4, 8,1 mM/l Na2HPO4, pH 7.4), 95 % etanol (Scharlab
Magyarorszag Kft), RE puffer (1 M NaCl, 10 mM Tris [pH 7.6]), EC puffer (6 mM Tris [pH
7.6], 1 M NaCl, 100 mM EDTA [pH 7.5], 0.5% Brij 58, 0.2% dezoxikoélsav, 0.5% natrium-lauril-
szarkozinat), ESP puffer (0.5 M EDTA [pH 9-9.5], 1% natrium-lauril-szarkozinat, 50ug/ml
proteinaz K), TE puffer (10 mM Tris hydrochloride [pH 7.5], 1 mM EDTA), 99 % metanol
(Scharlau Chemicals), antibiotikum korongok (Bio-Rad), E-teszt (Liofilchem, BioMerieux)

Enzimek: Taq polimeraz (Thermo Scientific), RED TaqgTM Ready Mix (Sigma), HotStar Taq

MasterMix (Sigma), lizozim (Sigma), mutanolyzin (Sigma), Smal restrikciés endokukleaz

Kitek: Mikrobank gyongyok (Microbank; Pro-Lab Diagnostics), QIAquick PCR Purification Kit
(Qiagen),

5.1.3. PCR primerek

A PCR-hez hasznalt primereket az Integrated DNA Technologies Incorporated-t6l (Bio-
Science Kft.) rendeltiik. A van génekre (3.tablazat), illetve az E. faecalis és E. faecium ddl
génekre specifikus primereket (4. tablazat) Depardieau és mtsai (2004) alapjan terveztik. A
virulencia faktor gének (agg, ace esp) kimutatasa Cariolato és mtsai. (2008) altal leirt protokoll
alapjan tortént, a reakciokhoz hasznalt primereket Woodford €s mtsai. (2001), Eaton és mtsai.

(2001), valamint Mannu és mtsai (2003) altal leirtak alapjan terveztiik (5. tablazat).
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3. Tablazat: Rezisztencia gének detektalasahoz hasznalt primerek

Primer Szekvencia (5' — 3') Gén PCR termék (bp)
EAL (+) GGG AAA ACG ACAATT GC VanA 732
EA2 (-) GTA CAATGC GGC CGT TA
EB3 (+) ACG GAA TGG GAA GCC GA VanB 647
EB4 (-) TGC ACCCGATTT CGTTC
EC5 (+) ATG GAT TGG TAY TKG TAT VanC1/2 815/827
EC8 (-) TAG CGG GAG TGM CYM GTA A
ED1 (+) TGT GGG ATG CGATATTCA A VanD 500
ED2 (-) TGC AGC CAA GTATCC GGT AA
EEL (+) TGT GGT ATC GGA GCT GCA G VanE 430
EE2 (-) ATAGTT TAG CTG GTA AC
EG1 (+) CGGCATCCGCTGTTTTTGA VanG 941
EG2 (-) GAA CGATAG ACCAATGCCTT

+, sense primer; -, antisense primer
K=G /T; M=A/C; Y=CIT

4. Tablazat: Fajspecifikus PCR reakcio soran hasznalt primerek

Primer Szekvencia (5' — 3') Gén PCR termék

(bp)

DD1-3 (+) CAC CTG AAG AAACAGGC ddl (E. faecalis) 475

DD3-2 (-) ATG GCT ACTTCAATTTCACG

FAC1-1(+) | GAGTAA ATC ACT GAA CGA ddl (E. faecium) 1091

FAC2-1 (-) CGCTGATGG TATCGATTCAT

CAl TCC TGA ATT AGG TGA AAA AAC sodA (E. 288

CA2 GCT AGT TTACCG TCT TTA ACG casseliflavus)

GAl TTACTT GCT GAT TTT GAT TCG sodA (E. 173

GA2 TGAATT CTT CTT TGA AAT CAG gallinarum)

+, sense primer; -, antisense primer

5. Tablazat: Virulencia faktor gének detektdlasahoz hasznalt primerek

Primer Szekvencia (5' — 3') Gén PCR termék

(bp)

Espl (+) GGT CAC AAAGCCCAACTTGT esp 407

Esp2 (-) ACG TCG AAAGTTCGATTT CC

TE3 (+) AAG AAA AAG AAG TAG ACC AAC agg 1553

TE4 (-) AAA CGG CAA GAC AAG TAA ATA

ACE1 (+) AAA GTA GAA TTA GAT CCA CAC ace 320

ACE2 (-) TCT ATCACATTCGGTTGC G

+, sense primer; -, antisense primer
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5.1.4. Baktérium torzsek
Kontroll torzsek:

Munkank soran a kovetkezé kontroll torzseket hasznaltuk: E. faecalis ATCC 29212 (vad
tipusu torzs), esp illetve vanB pozitiv kontrollként az Orszagos Epidemioldgiai K6zponttol kapott
E310-es E. faecium torzset hasznaltuk (Libisch és mtsai, 2008). Egy korabban izolalt E. faecalis
17980-as klinikai torzs volt az agg, ace és vanA pozitiv kontrollunk. Tovabba egy korabban

izolalt 4608-as és 27847-¢s klinikai torzs volt az E. gallinarum és az E. casseliflavus kontrollunk.
Vizsgalt torzsek:

Mintéink a Debreceni Egyetem Klinikair6l szarmazo, az Orvosi Mikrobiologiai Intézet
Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratoriumaban feldolgozott vizsgalati anyagok voltak. A
kisérleteinkbe bevont VRE torzseket 2012. januar 1. és 2015. december 31. kozott gytijtottik. A
vizsgalatainkba bevont széklet mintdkbol szarmazo torzseket 2016. februar 1. és 2016.

szeptember 30. kozott izolaltuk.

5.2. Modszerek

A Klinikai Kozpont tobb mint 1700 agyon, 49 diagnosztikai munkahelyen és 130
ambulancidn végzi betegellatd tevékenységét. Az Orvosi Mikrobiologiai Intézetben 2004 ota

szlirjiikk a vancomycin rezisztens enterococcus torzseket a klinikai mintakbol.
5.2.1. Vancomycin-rezisztens enterococcusok azonositasa klinikai mintakbol

A klinikai mintékat rutinszerlien a kdvetkezd taptalajokra szélesztjiik az aerob tenyésztés
soran: véres agar, csokoladé agar, eozin-metilénkék. Enterococcusok esetén véres agaron ¢€s
csokoladé agaron 16-18 oras inkubacid utan jellegzetes telepmorfologiat kapunk. A telepek
szlirkés-fehérek, 1-2 mm atmérdjiiek, csillogdak, kozépen tomorebb allomanyitak. Néhany
izolatum B- vagy a - hemolizist mutat (Czirok, 1999). A kitenyésztett enterococcus torzseket
ezutan VRE Screen szelektiv taptalajra oltjuk, mely 6pug/l vancomycint tartalmaz, majd 37°C-on

24 6réan keresztiil tenyésztjiik. A VRE-k az inkubacios i1d6 letelte utan az eszkulin hidrolizisének
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kovetkeztében fekete telepeket képeznek. Az telepeket MALDI-TOF MS-el (Bruker Daltonics,
Germany) azonositottuk, majd Microbank gyongyokon (Microbank, Pro-Lab Diagnostics) -20°C-

on taroltuk.

5.2.2. Vancomycin-rezisztens enterococcusok azonositasa széklet mintakbol

A széklet mintak vizsgalatanak iddszakat két periddusra osztottuk. Az elsé periddusban
2016. 02. 01.-07.05 kozott (155 nap, 2050 minta) a rutin diagnosztikaban is hasznalt 6 pg/l
vancomycint tartalmazé VRE Screen lemezre oltottuk ki a széklet mintakat direkt modon egy
tivegbot segitségével. A masodik periodusban 2016.07.06.-09.30 kozott (88 nap, 971 minta),
ugyanazt a beoltasi technikat ¢és tenyésztd kozeget alkalmaztuk, de agarral nem szilarditottunk,
ugynevezett folyékony sziird tapoldatot hasznaltunk. Mindkét modszer esetén, 24-48 Oras
inkubacios periodus kovetkezett 37°C-on. A fekete telepeket atoltottuk, illetve a feketére
szinez8dd tapoldatbol kioltast végeztiink 5%-os véres agarra (LabM). A faji szintli azonositést
MALDI-TOF MS-el végeztiik, majd az enterococcusokat a tovabbi vizsgalatokig -20°C-on TSB-
ben (LabM) taroltuk.

Minden beteg esetében csak az elsé izolatumot vizsgaltuk tovabb amennyiben késébbi

mint4jabol is ugyanaz a faj tenyészet ki.

5.2.3. MALDI-TOF MS

A mintadk faji szintli azonositdsa a mikrobiologidi diagnosztikdban egyre nagyobb teret
hodit6 MALDI-TOF MS-el tortént. A vizsgalat elsd 1épéseként az izolalt telepekbdl egy
fogpiszkalo segitségével egy aprd baktériumtelepet vittiink fel a mintafelvivd lemezre (target). A
minta molekuldinak ionizacidja egy 1ul segédanyag (matrix) az alfa-ciano- 4-hidroxi-fahéjsav
hozzaadasaval torténik. Az oldoszer elparolgdsa utdn az analit molekuldk a matrix
kikristalyosodott molekuldiba agyazodnak. Ez az anyag képes elnyelni az ionizacidhoz hasznalt
nitrogén lézer energidjat €s tovabbitani azt az analit molekuldknak. A target késziilékbe
helyezését kovetden a pulzalo 1ézersugar hatdsdra a makromolekula-matrix komplexbdl egyszeres
toltésti ionok szabadulnak fel, melyek bejutnak az analizatorba, az ionok Osszeiitkozeését

megakadalyozza az itt talalhatd magas vakuum. A becsapodo ionokat a detektor érzékeli és
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repiilési idejiik alapjan analizalja. A repiilési id6 a molekula méretével aranyos, a kisebb méretti
molekuldknak rovidebb, a nagyobb méreti molekuldknak hosszabb idébe telik eljutni a
detektorig. A kapott tomegspektrum egy Osszetett fehérje profil, mely riboszémalis fehérjékbol
all, ez a baktérium molekularis ,,ujjlenyomatanak™ foghato fel. A késziilék az expresszalt
proteinek tomegspektrumat Osszehasonlitja az adatbazisaban tarolt torzsek
referenciasprektrumaval. A jelenlegi MALDI Biotyper 3.0 szoftveriink tobb mint 7000 faj
tomegspektrumat tartalmazza. Az altalunk hasznalt szoftver az azonositott fajokat egy ,,log
score”(LS) érték alapjan rangsorrolja. Ez az ¢érték tiikrozi az adatbazisban 1€évé fajok
spektrumanak egyezését az ismeretlen izolatum spektrumaival, amely eredményeként a szoftver

egy nulla és harom koz¢é es6 LS értéket general az eredmények kiértékelésére (6. tablazat).

6. Tablazat: A talalati (score) értékek kiértékelése

Score érték tartomany Jelentés szimbolum szin
magas valoszinliségli species szintii "

2.300 - 3.000 & EU 5P (+++) zold

azonositas

biztos genus szintii, lehetséges species .

2.000 - 2.299 Z10S genus SzINt, IEnESeEes Sp (++) zold

szintu azonositas
1.700 - 1.999 biztos genus szintli azonositas (+) sarga

0.000 - 1.699 identifikalas nem lehetséges ) -

5.2.4. Antibiotikum érzékenység meghatarozasa

Az antibiotikum érzékenységi vizsgalatokat az EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) aktudlis évi, érvényben 1évd nemzetkdzi ajanldsai alapjan
végeztiik. A vizsgélatok kivitelezése a nemzetkozi standardoknak megfeleld koriilmények kozott

az ajanlasoknak megfeleld kontrolltorzsekkel ellendrzott taptalajokon tortént.
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Korongdiffizié

A Kirby-Bauer féle korongdiffiziés modszerrel szemikvantitativa modon lehet
meghatarozni a baktériumok antimikrobidlis szerekkel szembeni in vitro érzékenységét. A
vizsgalat sordn az alabbi antibiotikum tartalmu korongokat (Bio-Rad) hasznaltuk: ampicillin (2
szerrel atitatott korongokat helyeztink a megfeleld taptalaj felszinére, melyet elézdleg a
vizsgalandd baktérium torzs, tiszta, friss tenyészetébol készitett kalibralt inokulummal oltottunk
be. Az inkubacios homérséklet az EUCAST altal megadott 35 + 1°C, az inkubécid iddtartalma
pedig 18 + 2h. Az inkubdciés id0 letelte utan, a papirkorongbodl a taptalajba diffundalod
antibiotikum hatéséara az érzékeny mikrobak esetében a korong koriil feltisztuldsi zona jon létre,
mig a rezisztens baktériumok az antibiotikum jelenlétében is szaporodni fognak. A kialakult
zondk méretébdl a kontroll torzsekkel végzett standardizalt koriilmények kozott kapott

eredményéhez hasonlitva kapunk érzékeny, illetve rezisztens eredményt.

MIC érték meghatarozasa E-teszttel

A MIC meghatarozasara tobb modszer is alkalmas. A rutin diagnosztikédban leginkébb az
ugynevezett E — teszt terjedt el. Ennek az alapja, egy milanyag vagy papir csik, melynek egyik
oldala az adott antibiotikumot koncentraci6 gradiens szerint tartalmazza. A csikot egy
megfelelden inokulélt agar taptalaj felszinére kell illeszteni. Az antibiotikum gyorsan kidiffundal
a csikbol, ugy hogy a koncentraci6 gradiens a taptalajban is megmarad. A raszélesztett
baktériumok novekedését az antibiotikum gatolni fogja, abban az esetben, ha a tdptalajba
diffundalé antibiotikum mennyisége eléri a MIC értékét. Ez az érték azzal a csikon feltiintetett
koncentracioval lesz egyenld, amelynél az ellipszis alakl gatlasi zona metszi a tesztcsikot. A
moddszer eldnyeként emlithetd, hogy kivitelezése egyszerli, viszont a tesztcsik draga. A
vancomycin, teicoplanin, daptomycin, tedizolid, linezolid, quinupristin/dalfopristin és tigecyclin
MIC értékeit az antibiotikumokat meghatarozott koncentracid gradiensben tartalmazo csikokkal,

a gyartok eldirasainak megfelelden alkalmazva hatdroztuk meg (BioMerieux, Liofilchem).
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5.2.5. Molekularis biologiai vizsgalatok

DNS izolalas

A baktériumokbol nyert lizaitumokat Yean ¢€s mtsai. (2007) alapjan készitettiik kisebb
modositassal, és ezeket a PCR reakciok templatjaként hasznaltunk. A DNS izoldlashoz a 24 6ras
tenyészetbdl egy kacsnyi mennyiséget 100ul DNaz mentes vizben elszuszpendaltunk, majd 15
percig 98°C-on hékezeltiik, elésegitve ezzel a sejtek feltarasat. 3 perc centrifugalas (10 000Q)
utan a DNS-t tartalmazo feliiluszot leszivtuk és kb. 3ul-t hasznaltunk egy-egy PCR reakciohoz. A
reakciok elvégzéséig a DNS-t -20°C-on taroltuk.

Vancomycin rezisztencia gének kimutatasa

A rezisztenciagének molekularis szinti azonositasa specifikus PCR reakciok
alkalmazasaval tortént (Depardieu és mtsai, 2004). A reakcioelegy tartalmazta mind a
rezisztenciagénekre, mind az E. faecium és E. faecalis D-alanin-D-alanin ligaz génekre (ddl)
specifikus primer parokat is (3. 4. tablazat). Igy egy reakcion beliil meg tudjuk allapitani, hogy
melyik Enterococcus speciesrdl van sz6 és az adott torzs melyik rezisztenciaért felelds génnel

rendelkezik.

A PCR reakcioelegy Osszetétele (7. tablazat) vanA, vanB, vanC, vanD, vank illetve ddl és sodA

specifikus PCR reakcio esetén:

7. Tablazat: PCR reakcioelegy osszetevoi vancomycin rezisztencia gének detektdlasahoz

Osszetevok Mennyiség
REDTaq™ ReadyMix 25ul
Primer keverék (forward ill. reverz primerek 4pmol/pl oldata) Sul
Templat (DNS lizdtum) 3ul

Steril H.O 17ul
végtérfogat 50ul
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a) Az inkubacios ciklus koriilményei a vanA, vanB, vanD, vankE illetve a ddl specifikus PCR
reakcid esetén a kovetkezok:

1.

© g > w D

94°C — 3 perc

94°C — 1 perc

54°C — 1 perc 30 ciklus
72°C — 1 perc

72°C — 7 perc

4°C — o0

b) A vanC specifikus PCR esetén a 3. 1épésben 54°C helyett 50°C-ot alkalmaztunk.

c) A fajspecifikus sodA PCR reakcié esetén az inkubacios ciklus koriilményei a kdvetkezok
voltak:

1.

2
3. 55°C —1 perc
4.
5
6

95°C — 4 perc

95°C — 30 masodperc

30 ciklus
72°C — 1 perc

72°C — 1 perc

4°C — o

Virulencia faktorok vizsgalata

A virulencia faktor gének kimutatasa Cariolato és mtsai. (2008) altal leirt protokoll

alapjan tortént. A reakciokhoz hasznalt primereket Woodford és mtsai. (2001) Eaton és Gasson.

(2001) valamint Mannu és mtsai (2003) altal leirtak alapjan terveztiik (5. tablazat).

A virulencia faktor génekre specifikus PCR reakcidelegy (8. tablazat) az alabbi Osszetevoket

tartalmazta:
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8. Tablazat: virulencia faktor génekre specifikus PCR reakcioelegy dsszetevoi

Osszetevok Mennyiség
MgCl; (25 mM) 1,5ul

10x Taq puffer 2,5ul
dNTP mix (10 mM) 0,5ul
Primer keverék (forward ill. reverz primerek 4pmol/ul | 3ul

oldata)

Taq polimeraz (5 U/ul) 0,5ul
Templat (DNS lizatum) 1ul

Steril H>O 16ul
végtérfogat 25ul

a) Az inkubacios ciklus koriilményei az esp és az agg specifikus PCR esetén:
1. 94°C -3 perc

2. 94°C - 30 masodperc

3. 58°C - 30 masodperc 30 ciklus
4.  72°C -1 perc

5. 72°C -5 perc

6. 4°C-

b) Az ace gén kimutatasara az alabbi programot hasznaltuk:
1. 94°C -3 perc

2 94°C - 1 perc

3. 56°C-1perc 33 ciklus
4.  72°C -1 perc

5 72°C - 10 perc

6. 4°C-

Az amplikonok detektalasa

A PCR soran amplifikalt DNS fragmentumokat agar6z gélelektroforézissel detektaltuk.
Az elvalasztasra hasznalt agar6z gélt az alabbiak szerint készitettiik el: 0,4 g agarozt 30 ml 0,5 %-
os TBE pufferben melegitéssel feloldottunk. A puffer kézmelegre torténd hiilése utan 1,5 pl
ethidium-bromidot adtunk az elegyhez, majd hagytuk megdermedni. A DNS mintakhoz (5-5 pl)
1-1 pul 6x DNS puffert adtunk, majd felvittiink 5-5 pl-t a megszilardult gélre a standardként
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szolgaldo 100bp léptéki DNS létra mellé. A mintdkat 1,5%-o0s gélben 80 V fesziiltségen,
koriilbeliil 40 percig elektroforetizaltuk. A géleket Bio-Rad Multi-Analyst késziilék segitségével
UV- fényben értékeltiik.

5.2.6. Biofilmképzés vizsgalata

A vancomycin rezisztens enterococcus torzsek biofilm képzését Stepanovic és
munkatarsai altal publikalt, modositott mikrotiter-plate teszt segitségével vizsgaltuk, melyet
kisebb mértékben optimalizaltunk (Stepanovic és mtsai, 2007). Ez a modszer a szerzék korabban
publikalt (2000) standard mikrotiter-plate tesztjét6l annyiban kiilonbozik, hogy indirekt médon
képes mérni mind a mélyedés falan, mind pedig annak aljan, megtapadt baktériumokat egy festék
visszaoldasanak koszonhetden. Az izoldtumokat vizsgalataink soran elébb véres agaron, majd
0,25 % gliikdz tartalmu tripton-szdja-agaron (TSA) felndveltiik egy éjszakan keresztiil, 37°C-on.
Kovetkezd 1épésként 0,5 McFarland denzitdsu baktérium-szuszpenzidt készitettiink 0,25 %
gliikozzal kiegészitett tripton-szdja-htisleves (TSB) felhasznédlasdval. Mindegyik torzs esetében
haromszor 200-200 pl-t pipettaztunk egy 96-lyuka, lapos alji mikrotiter lemez (TPP,
Trasadingen, Switzerland) mélyedéseibe. A mintaban levd baktériumok az egy ¢éjszakan at, 37°C-
on, aerob koriilmények kozott végzett inkubalds sordn kitapadtak a plate aljara, illetve annak
falara, és az arra hajlamosak biofilmet képeztek. Pozitiv kontrollként egy vanB pozitiv E. faecium
klinikai izolatumot (E310) hasznaltunk, mig a negativ kontroll tiregei 200l TSB-t tartalmaztak.
A 24 6rés biofilmet 3x300 pl foszfat pufferolt s6oldattal (PBS) mostuk. A mosassal eltavolitottuk
a mikrotiter plate lyukaiban meg nem tapadt baktériumokat, ugyanis ezek zavarjak a mérést. A
kialakitott biofilmbe agyazott mikroorganizmusokat 150 pl, 99%-0s metanol hozzaadasaval
fixaltuk 20 percen keresztiil, majd a lemezt szobahdmérsékleten szaritottuk fejjel lefelé, egy
éjszakan at. A vizsgalat kovetkezd napjan 150 pl, 2 %-os kristalyibolyaval festettik meg a
kitapadt sejteket majd 15 perc elteltével, csapvizes Oblitéssel eltavolitottuk a meg nem kotott
festéket, a lemezt pedig levegdn szaritottuk. Utolsd 1€pésként visszaoldottuk a biofilmben
talalhato baktériumok altal megkotott kristalyibolyat 150 pl, 95%-o0s etanol hozzaadéasaval. Végiil
ELISA Reader segitségével 540/620 nm hulldmhosszon meghataroztuk az optikai denzitasokat
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(OD). A cut-off értéket (ODc) a negativ kontroll atlagos OD értékébdl szamitottuk Stepanovic és
mtsai (2000) alapjan:

ODc = negativ kontroll OD atlag + (3 x negativ kontroll sz6ras)

Az eredmények kiértékelés soran a leolvasott optikai denzitdsok atlaganak cut-off értékhez (ODc)

valo viszonya alapjan a vizsgalt torzseket az alabbi csoportokba soroltuk

OD < ODc — nem biofilmképzd

ODc < OD <2 ODc — gyenge biofilmképzd

2 ODc < OD <4 ODc — kozepes biofilmképzo
4 ODc < OD — erds biofilmképzd

5.2.7. Epidemiolégiai tipizalasi médszerek

Pulzalé mezejii gélelektroforézis (PFGE)

Az Enterococcus torzsek PFGE vizsgalatdit a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpontban
Murray és mtsai. illetve McEllistrem és munkatarsai altal leirt protokoll alapjan végezték kisebb
modositasokkal (Murray és mtsai. 1990., McEllistrem és mtsai 2000.). A torzseket eldszor 3ml
BHI-ban felnovelték egy éjszakan at 37°C-on termosztatban. A baktérium szuszpenzidbol 700pl1-t
lecentrifugaltunk, majd az iiledéket 1ml RE pufferrel felszuszpendaltuk. Ezutdn fotométer
segitségével beallitottuk a keverék optimalis sejtsiirliségét (optikai denzitds OD=1,00-1,50 kozott
megfeleld), majd 1,2%-o0s alacsony olvadasponti gélt készitettiink (10ml RE + 0,12g Seakem
agar6z). 200ul RE pufferes baktérium tenyészetet Osszekevertiink ugyanennyi alacsony
olvadasponta géllel, majd a kapott szuszpenziot ontéformaba pipettaztuk és hagytuk, hogy
megszilarduljon. Dermedés utan a plugokat 400ul lizis pufferben (EC oldat + 10 mg/ml lizozim +
5000 U/ml mutanolyzin), inkubdaltuk 37°C-on 4 6rdn at, majd 50°C-on egy éjszakdn at ESP
pufferben. A plugokat ezutan haromszor mostuk 30 percig 1ml TE pufferben és felhasznalasig
4°C-on taroltuk. Az emésztéshez 2-3mm-es plug darabokat vagtunk, elémostuk 200ul desztillalt
vizzel, majd emésztettiik 30°C-on Smal restrikcidos endokukleazzal éjszakan at. A kapott
fragmentumokat CHEF-DRII (Bio-Rad) késziilékben valasztottuk szét. A futtatas 14 °C-on, 6V
fesziiltség alatt 25 o6ran keresztiil zajlott. Ezt kovetéen a gélt ethidium-bromid segitségével
megfestettilk, majd a fragmentumokat Gel Dok rendszerben UV fény alatt detektaltuk. A
dendogramokat a Fingerprinting Il. program 3.0 verzidjaval analizaltuk (Bio-Rad), Dice-
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koefficiens alkalmazésaval az ,,unweighted pair group method with arithmetic means” (UPGMA)
felhasznalasaval 1.0% sav pozicid tolerancidaval és 1.0% optimalizacioval. Az izolatumok

Osszefiiggését Tenover kritériumai alapjan hataroztuk meg (Tenover és mtsai. 1995).
Multilokusz szekvencia tipizalas (MLST)

Az E.
(adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK, pstS) bels6 gén fragmentumanak szekvenalasa tortént. A

faecium torzsek vizsgalata soran 7 haztartasi gén

kisérletek soran hasznalt primereket (9. tablazat), a https://pubmist.org/ webhely szerint

alkalmaztuk (Homan és mtsai. 2002). E. faecium MLST esetén a PCR reakcio elegy Osszetétele a
10. tdblazatban lathat6. A kapott PCR termékeket QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
segitségével tisztitottuk, majd mindketté szalat megszekvenaltattuk. Az igy nyert fragmentek
szekvenciait Osszevetettem a nemzetk6zi adatbazisban (https://pubmist.org) talalhaté megfeleld
alléllal, mely eredményeként megkaptam a torzsek allélikus profiljat. A meghatarozott allélok
kombindciodja alapjan a hét génszakasz esetében pedig megéllapithatd az adott térzs szekvencia
tipus szama (ST). Az adott torzs ST szdma alapjdn az adatbdzissal torténd Osszehasonlitds
eredményeként meghatdrozhaté a kiillonb6zé helyekrdl izolalt torzsek kozti filogenetikai
kapcsolatrendszer. A goeBURST 1.2.1. algoritmust hasznaltunk a meghatarozott szekvencia-

tipusok csoportositasahoz (Francisco és mtsai 2009, Feil és mtsai 2004).

9. Tablazat: E. faecium MLST soran hasznalt primerek

Primer Szekvencia (5' — 3') Gén PCR termék

(bp)

adkl (+) TAT GAA CCT CAT TTT AAT GGG adk 437

adk2 (-) GTT GACTGC CAAACGATTTT

atpAl (+) CGG TTC ATA CGG AAT GGC ACA atpA 556

atpA2 (-) AAG TTC ACG ATA AGC CAC GG

ddi1 (+) GAG ACA TTG AAT ATG CCT TAT ddl 465

ddi2 (-) AAA AAG AAA TCG CAC CG

gdhl (+) GGC GCA CTA AAA GAT ATG GT gdh 530

gdh2 (-) CCAAGATTG GGC AACTTC GTC CCA

gydl (+) CAA ACTGCT TAG CTC CAAGGC gyd 395

gyd2 (-) CATTTCGTT GTC ATA CCA AGC

purkl (+) GCA GAT TGG CAC ATT GAA AGT purkK 495

purk?2 (-) TAC ATAAAT CCCCCTGTTTY

pstS1 (+) TTG AGC CAA GTC GAA GCT GGA G pstS 583

pstS2 (-) CGT GAT CACGTT CTACTT CC

+, sense primer; -, antisense primer; Y=C/T
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https://pubmlst.org/

10. Tabldzat: MLST PCR reakcio esetén az osszetevok

Osszetevok Mennyiség
HotStar Taq MasterMix 25ul
Primer par (forward ill. reverz primerek 4pmol/ul oldata) 10ul

Steril H20 14ul
Templat (DNS lizatum) Tl

Az inkubacios ciklus jellemzoi:

1. 95°C - 15 perc

2. 94°C - 30 masodperc

3. 50°C - 30 masodperc 35 ciklus
4. 72°C - 30 masodperc

6. 72°C -5 perc

7. 4°C -

5.2.8. Epidemioléogiai adatok elemzése

A VRE pozitiv székletmintaval rendelkezd betegek esetében a szlirést megel6z6 6
honapig visszamendleg a betegadataikat a kdvetkezd tényezok alapjan vizsgaltuk: életkor, nem,
alapbetegség, a korhazi tartézkodéas iddtartama, antibiotikum-fogyasztas, intravénas katéter,
dializis, nazogastrikus csd, tracheostoma illetve lélegeztetd gép haszndlata, normal bélflora
hianya és toxin pozitiv Clostridioides difficile lelet jelenléte. A sziirGvizsgalatot megel6z6 és az
azt kovetd 6 honapban az adatbazisunkban (MedBakter) elemeztilk a VRE-t hordozok barmely
mas VRE pozitiv klinikai mint4jat is. A hordozast eldsegitd riziké faktorok meghatarozéasa
céljabol ugyanezen idészakbol 93 széklet VRE negativ beteg jellemzdit is vizsgéltuk. Ebbe a
populacioba a betegeket Monte-Carlo szimuldcioval valasztottuk ki véletlenszam-generacio
alapjan. Az orvosi adatokat az SPSS szoftver 24.0 verzidjaval (SPSS Inc.) értékeltiik. A VRE-vel
torténd kolonizacio eredményét binaris kategorikus valtozoként fejeztilk ki. Az 0Osszes

kategorikus valtozot Khi-négyzet probaval elemeztiik. Ha az 6sszes varhato értékfrekvencia nem
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volt egyenld, vagy nagyobb volt, mint 5 akkor Fisher-féle valosziniliség-tesztet alkalmaztunk, mig
a logisztikus regressziot alkalmaztuk a folyamatos fliggetlen valtozok és kategorikus paraméterek
meghatarozasara. A 0,05-nél alacsonyabb p-értéket statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik.
Esély hanyados tesztet alkalmaztunk a kockazati tényezék ¢és a VRE kolonizacid kozotti

kapcsolat meghatarozasara.

5.2.9. Esp és biofilmképzés kozotti kapcsolat elemzése

Az adatok értékelését az SPSS szoftver 24.0 verzidjaval végeztiik (SPSS Inc.). A 0,05-nél
kisebb p-értéket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Khi-négyzet probat végeztiink az esp
gén jelenléte és a biofilm pozitivitds kozotti kapcsolat megvizsgalasara. Tovabba az esély
hanyados teszt alkalmazéasaval meghataroztuk a biofilm termelés esélyét abban az esetben

amennyiben az esp gén jelen van.
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6. EREDMENYEK

6.1. Klinikai mintakbol szarmazo VRE torzsek jellemzése

A négyéves kutatdsi idOszak alatt Osszesen 7799 Enterococcust izoldltunk kiilonféle
klinikai mintakbdl. Ezek koziil 73 nétt ki a VRE Screen lemezen, melyek 43 betegtdl szarmaztak.
A MALDI-TOF MS-sel torténd faji azonositdsuk soran magas score értékkel (> 2,0) sikertilt
kimutatni, hogy az 6sszes VRE Enterococcus faecium volt. A 3. abran lathaté évek szerint
lebontva az 6sszes Enterococcus izolatum eléfordulasa, mig a 4. abran megfigyelhetjiik, hogy
2012-ben 3, 2013-ban és 2014-ben 5, 2015-ben pedig mar 30 VREfm térzset tudtunk kimutatni.

Az azonos betegtdl szarmaz6 ismétlddod izolatumokat kizartuk a statisztikai elemzésbol.

30
2000 <1385 1540 1413 1688 30
[}
@ 1500 »
3 20
S 1000 £ 15
S %) 3 5 5
= x 10
& 500 >
E - B 0
- 0 0
2012 2013 2014 2015 2012 2013 2014 2015
EVEK EVEK
3. abra: Osszes Enterococcus izolatum elSfordulasa a 4. abra: VREfm el6fordulisa a Debreceni Egyetem
Debreceni Egyetem Klinikdin Klinikdin

A VREfm torzsek legnagyobb hanyadat sebbdl/decubitusbol (26%), vizeletbdl (23,3%),
vérbdl és kaniilbol (14-14%) izolaltuk, mig 3 térzs szarmazott rektalis torlésbol, 2 kdpetbdl és 1-1
CSF- bol (cerebrospinalis folyadék), bronchusmosoé folyadékbol, endotrachedlis cs6bdl, pleuralis

folyadékbol és hiivelybdl (5. abra).
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5. abra: A 43 VRE izolatum mintankénti megoszldsa

A betegek atlag életkora 57 év volt, majdnem azonos nemek szerinti megoszlassal

(férfiak: 51,2%, nok: 48,8%).

6.1.1. Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei

Az izolatumok érzékenységét kilenc antimikrobialis szerrel szemben vizsgaltuk, Kirby-
Bauer féle korrongdiffuzioval, illetve E-teszt alkalmazasaval. Az Gsszes izolatum rezisztens volt
vancomycinnel, ampicillinnel és ciprofloxacinnel szemben, mig 81.4%-uk gentamicinnel
szemben is. A torzsek 7%-a mutatott rezisztenciat a teicoplanin irant. Az (ijabb antibiotikumokkal

szemben: linezolid, tedizolid, tigecyclin és daptomycin mind fogékonyak voltak (11. tablazat).
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11. Tablazat: VRE torzsek antibiotikum rezisztencidja

Antibiotikumok E. faecium n (%)
E R
Ampicillin - 43 (100)
Gentamycin 8(18.6) 35(81.4)
Ciprofloxacin - 43 (100)
Vancomycin - 43 (100)
Teicoplanin 40 (93) 3(7)
Linezolid 43 (100) -
Tedizolid 43 (100) -
Daptomycin 43 (100) -
Tigecyclin 43 (100) -

E: érzékeny, R: rezisztens
6.1.2. Vancomycin-rezisztencia gének illetve virulencia faktorok kimutatasa

A rezisztenciagének detektalasdhoz alkalmazott specifikus PCR reakciokat Depardieu és
mtsai, alapjan végeztiik. A reakcidelegyek egyarant tartalmaztik a rezisztenciagénekre, valamint
az E. faecium és E. faecalis D-alanin-D-alanin ligaz (ddl) génekre specifikus primer parokat
(Depardieu és mtsai. 2004) (6. abra). A ddl gén-specifikus PCR megerdsitette a MALDI-TOF

MS altal tortént faji azonositas eredményeit.

1 2 3 4 5. 6 7 8 9
~ 1091 bp_J p—
~ 732 bj L e o
~ 647 b[ “ —

~ 475 by

6. abra: 2528-as minta vizsgalata vanA, vanB és E.faecium-, E.faecalis-ddl specifikus PCR reakcioval. 1. oszlop
100bp DNS Iétra, 2. oszlop vanA (732 bp) pozitiv kontroll, 3. oszlop vanB (647 bp) pozitiv kontroll, 4. oszlop E.
faecium (1091 bp) és 5. oszlop E. faecalis (475 bp) pozitiv kontroll. 6-9. 0szlop 2528-as minta (vanB pozitiv
E.faecium).
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A 43 VREfm izolatum koziil 40-nél mutattunk ki vanB (93%) 3 esetében pedig vanA (7%)
rezisztenciagént (7. abra). A vanB pozitiv izolatumok magas szintli rezisztencidt mutattak a
vancomycinnel szemben, de érzékenyek voltak a teicoplaninra, mig a vanA pozitiv izoldtumok

mindkét antibiotikummal szemben magas szintli rezisztenciat mutattak (10. tablazat)
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7. abra: vanA és vanB torzsek eloforduldsa
Az Esp fehérjét kodold gén (8. abra) 7 (16,3%) izolatumban volt jelen, amelyeket
kiilonféle invaziv és nem invaziv helyekrdl szdrmaz6 mintakbdl nyertiink: vérbol, kaniilbdl,

cerebrospinalis folyadékbol, bronchusmosasbol, kopetbdl, vizeletbdl és decubitusbol.

Specifikus PCR termék: 407 bp

8. abra: 17656-0s, 11118-as és 18827-es mintak vizsgalata esp virulencia faktor jelenlétére PCR reakcioval.l. oszlop
100bp DNS Iétra, 2. oszlop E310-es esp pozitiv kontroll, 3. oszlop 17656 esp pozitiv torzs, 4. 0szlop 11118 esp
pozitiv torzs, 5. sor 16218 esp negativ torzs, 18827 esp negativ torzs
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A 4 éves vizsgalati idészakban az esp pozitiv térzsek megoszlasat a 9. abra szemlélteti.

esp + osszes minta

9. abra: Esp pozitiv torzsek megoszidsa az adott évben izolalt 6sszes VRE izolatumhoz hasonlitva.

Egyik izolatum sem nem adott PCR-terméket a vanC, vanD, vanE, vanG, ace vagy agg

specifikus primerekkel.

6.1.3. Biofilmképzés

A vizsgalt izolatumok 40%-a volt biofilmképzd. A 43 izolatum koziil egyik sem bizonyult
erds biofilmképzonek, 4 (24%) volt kdzepes, mig 13 (76 %) bizonyult gyenge biofilmképzdonek
(12. abra).
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10. dbra: Biofilm lépzés vizsgalata a 43 VREfm torzs esetében

A biofilm képzék 71,4% (5/7) volt invaziv, 33,3% (12/36) nem invaziv mintabol
szarmazé torzs. A Khi-négyzet proba alapjan nem volt statisztikailag szignifikans korrelacio a
biofilm termelése és az izolacids hely kozott (p = 0,059). Az esp virulencia gén és a biofilm
képzése kozotti Osszefiiggést a 12. tablazatban lathatjuk. Osszefiiggést taldltunk 90%-0s
megbizhatosaggal (p = 0,059) az esp gén jelenléte és a biofilm termelés kozott. A kontingencia
tablazat elemzése gyenge Osszefliggést mutatott (C = 0,28). Az esélyhanyados teszt alapjan
OtszOr nagyobb az esély a biofilmtermelésre, ha az esp gén jelen van. Két izolatum hordozta az
esp gént, de nem alakult ki biofilm, mig tizenkét izolatum volt biofilmtermeld anélkiil, hogy a

vizsgalt virulenciagéneket hordoztak volna (12. tdblazat).
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12. Tablazat: A kiilonbozo tipusu mintak biofilm termelése és a virulenciagének gyakorisaga

kozotti kapcsolat

Biofilm termelés

Virulencia gén

Minta (n=43) B:::"T
Erés Kozepes | Gyenge Nincs esp ace agg P
2> Vér (n=6) 0 1 3 2 1 0 0 1
3
>
= CSF (n=1) 0 0 1 0 1 0 0 1
Vizelet (n=10) 0 1 4 5 1 0 0 1
Seb/decubitus
(n=11) 0 0 3 8 1 0 0 0
Kanl (n=6) 0 1 0 5 1 0 0 0
. Rektalis torlés 0 0 1 ) 0 0 0 0
'R (n=3)
S | Havely valadék
£ y 0 0 0 1 0 0 0 0
£ (n=1)
w yatl 7
= | Pleuradlis folyadék 0 0 0 1 0 0 0 0
(n=1)
Képet (n=2) 0 1 0 1 1 0 0 1
Endotrachealis 0 0 0 1 0 0 0 0
tubus (n=1)
Bronchus mosas 0 0 1 0 1 0 0 1
(n=1)

6.1.4. Epidemiolégiai vizsgalatok eredményei
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A VRE torzsek genetikai rokonsagi kapcsolatainak feltardsdhoz pulzalo erdterti
gélelektroforézist hasznaltunk (11. dbra). A PFGE mintazatokat Tenover és mtsai (1995) alapjan
elemeztiik ki. PFGE vizsgalatokat a 2012 és 2013-bol szdrmazo6 0sszes torzs esetében, a tovabbi
években csak az invaziv helyekrdl szarmazoak esetében végeztik el. Az igy kivalasztott 23
VREfm izolatum 9 PFGE-tipust tart fel, > 85% -os hasonlésagi hatarérték alapjan (11. abra). A {6
pulzotipus az ENTCO-062 volt, ebbe a tipusba 11 izoldtum tartozott. A pulzotipuson beliil
minden egyes izolatum a vanB rezisztencia gént hordozta. A mésodik leggyakoribb az ENTCO-
075 volt, melybe 4 izolatum tartozott, melybdl 3 hordozta a vanB, 1 a vanA rezisztencia gént. A
harmadik leggyakoribb az ENTCO-151, 2 vanA izolatummal. A 6 tovabbi PFGE tipus




mindegyike egyetlen izolatummal jelent meg. A teljes vizsgalati id6szak alapjan
megfigyelhettiik, hogy 2012 és 2014 kozott a 6 PFGE pulzotipus az ENTCO-062 volt, mig

2015-ben az izolatumok mar valtozatos pulzotipusokat mutattak (11. abra).

e

e g g §& Mintaszam __Ev Mintatipus Pulzotipus ST Gén
8854 2015 kanal ENTCO-062 vanB

310 2015 vér ENTCO-062 17 vanB

1802 2ms kandl ENTCO-062 vanB

16218 2015 ver ENTCO-062 17 vamB

34231 2014 pleuralis folyadék ENTCO-062 17 vanB

23773 2012 decubitus ENTCO-062 vanB

26721 2012 decubitus ENTCO-062 vanB

33832 2012 seb ENTCO-062 vanB

8871 2013 decubitus ENTCO-062 vanB

18545 2013 hively valadék ENTCO-062 17 vanB

32330 2013 kanil ENTCO-062 17 vanB

S 3533 2014 vér ENTCO-114 17 vanB
6079 2015 kanal ENTCO-154 412 vanB

285 2015 vizelet ENTCO-151 203 VanA

| 8663 2015 bronchus mosas ENTCO-151 203 vanA
12738 2013 decubitus ENTCO-051 78 vanB

1488 2013 kandl ENTCO-109 vanB

25425 2015 vizelet ENTCO-075 vanB

‘[l 6 205 kanil ENTCO-075 vanB

38901 2015 vér ENTCO-075 17 vanB

— 39378 2015 ver ENTCO075 117  vanA

42131 2015 vér ENTCO-165 %4  vanB

_: 18540 2015 cerebrospinalis folyadék ENTCO-132 117 vanB

11. dbra: A 23 VREfm PFGE dendrogramja, MLST szekvencia tipusa és a hordozott vancomyCin rezisztencia génje

MLST vizsgalatra 14 VREfm izolatumot valasztottunk ki, mely alapjan 6 kiilonboz6
szekvenciatipust (ST) tudtunk elkiiloniteni. A domindans ST a ST17 volt melybe 6 vanB
rezisztencia gént hordozé izolatum tartozott. A tovabbi szekvencia tipusok az ST117: 2 vanA és 1
vanB izolatummal, az ST203:2 vanA izolatummal, az ST78, az ST412, ¢és az ST364 egy-egy
vanB izolatummal. Mindegyik szekvencia tipus a 17-es klonalis komplexhez (CC17) tartozik,
mely a nozokomialis E. faecium torzsekre jellemz6 (12. abra). A meghatarozott ST-0k

csoportositasdhoz a goeBURST 1.2.1. algoritmust hasznéltuk.
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12. abra: Az MLST tipusok goeBURST algoritmussal térténd klaszterezése. Minden csomopont egy ST-t képvisel, a
csomopontok mérete tiikrozi az ST-n beliili izolatumok szamat. A csoport alapitoi vilagos zold sziniiek; A kék szinii
vonalak a single locus variansokat jelzik, a feketék a double locus variansokat.

6.2. Székletbol izolalt VRE torzsek jellemzése

Az elsd vizsgalati idoszakban Gsszesen 2050 széklet mintat vizsgaltunk szilard VRE
Screen lemez hasznalataval. Ezek koziil 313 minta (15%) esetében tapasztaltunk fekete szinii
telep novekedést a VRE Screen lemezen. Ez természetesen nem egyezik meg a VRE hordozas
aranyaval, ugyanis mas, generikusan vancomycin rezisztens fajok, példaul Lactobacillus,
Pediococcus vagy Weisella is képes novekedést mutatni ezen a szlirdlemezen. Tovabba néhany
normdl bélflordhoz tartoz6 Gram-negativ baktérium, illetve gomba is kitenyészett. Ezért a
vizsgalataink tovabbi részére a MALDI-TOF mérésekhez csak 266 izolatumot valasztottunk ki
telep morfoldgidjuk alapjan. A mésodik vizsgalati idészakban 971 széklet mintat szlirtiink VRE
dusito tapfolyadék hasznalataval. Koziiliikk 469 (48%) okozta a dusitd folyadék feketedését, véres
agarral torténd kioltasukat kovetden makroszkopikus morfologidjuk alapjan 264 izolatumot
valasztottunk ki a MALDI-TOF-al torténd faji azonositashoz. 2 kolonizélt beteg esetében, két
egymast kdvetd mintajukbol kiilonféle VRE fajokat tudtunk elkiiloniteni, 7 minta esetében pedig
ugyanazon mintabol két kiillonb6zd enterococcus faj tenyészett ki. Mindegyik esetet egymastol
fiiggetlentil pozitivnak tekintettiik, igy Osszességében a teljes vizsgalati iddszakot tekintve 102

VRE pozitiv székletmintaval dolgoztunk, melyek 93 betegt6l szarmaztak.
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6.2.1. Enterococcus torzsek azonositasa, antibiotikum rezisztenciaja

MALDI TOF-al torténé faji azonositas alapjan 71 toérzs Enterococcus faeciumnak
bizonyult. Erdekes modon a masodik leggyakoribb faj az E. gallinarum (n = 23) volt, melyet 5 E.
faecalis, 2 E. casseliflavus és 1 E. hirae kovetett (13. tablazat). Az E. faecium izolatumok koziil
33 volt vanA és 38 vanB pozitiv. Csak 4 vanA és 1 vanB pozitiv E. faecalis torzset mutattunk ki.
Az egyetlen E. hirae-r6l kideriilt, hogy vanA pozitiv. Természetesen az Gsszes E. gallinarum
hordozta a VanC1 rezisztencia gént és az 6sszes E. casseliflavus pedig a VanC2 gént. A VanB
pozitiv izolatumok magas szintli rezisztenciat mutattak a vancomycinnel szemben (median MIC>
256 pg / ml) és érzékenyek voltak a teicoplanin irant, mig a vanA pozitiv izoldtumok mindkét
antibiotikummal szemben magas szintl rezisztenciat mutattak (medidn vancomycin MIC> 256
pg / ml; median teicoplanin MIC = 32 pg / ml) (12. tablazat). Az 6sszes vanC torzs alacsony
szintll vancomycin rezisztenciat mutatott (median MIC = 4-6 pug / ml), és mind érzékenyek voltak
a teicoplaninra. Szerencsére az dsszes izolatum érzékeny volt az Gjabb antibiotikumokra, példaul
a linezolidra, a tigecyclinre és a daptomycinre. Quinupristin/dalfopristin rezisztenciat négy E.
faecalis izolatumban tudtunk detektalni (3,9%) (13. tablazat).

13. Tablazat: A székletmintakbol szarmazo VRE torzsek antibiotikum rezisztencidja

MIC arany pg/mL (Rezisztencia %)

Faj (db) Van Tei Lin Dap Tig Q/D
E. faecium (71) 6-256 0.125-256 0.5-1 0.5-2 0.032-0.125 0.25-4
' (100) (47.9) ) 0) ) ©)
E. gallinarum (23) 4-6 0.125-0.5 0.25-1 0.5-2 0.032-0.125 0.5-4
9 (100) 0) ©) ©) ©) ©)
E. faecalis (5) >256 0.125 -256 0.5-1 0.125-1 0.032-0.125 4-8
' (100) (80) ) 0) ) (80)
E. casseliflavus (2) 6 0.125 0.5-1 0.5-1 0.064 1-2
' (100) ) ) 0) ©) )
. >256 32 1 2 0.032 4
E. hirae (1) (100) (100) 0) 0) ) 0)

MIC: minimalis gatld koncentracio; Van, vancomycin; Tei, teicoplanin; Lin, linezolid; Dap, daptomycin; Tig,

tigecycline; Q/D, quinupristin/dalfopristin.
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6.2.2. VRE torzset hordozo betegek epidemiolégiai jellemzoi

A betegek jellemzdit a 14. tablazat foglalja 6ssze. A VRE hordozok ¢letkora 8 honap és
102 év kozott volt, az atlagéletkor 47 év volt. A tobbségiik (71%) feln6tt volt, valamint kissé n6i
dominancia volt megfigyelhetd (59,1%). A VRE szilirést megel6z6 6 honapban az atlag korhazi
tartdzkodéasuk 25 nap volt. Csak 7 VRE hordozé volt jarébeteg. A leggyakrabban el6fordulo
alapbetegségek a rosszindulati daganatok (22,6%), a cukorbetegség ¢s a kiilonbdzd eredetii
fert6zéses megbetegedések (21,5%) voltak. A vizsgalt rizikd faktorok koziil a normal bélflora
hianyt 24,7% -ban talaltunk, 18 (19,4%) VRE hordozo esetében mutattunk ki C. difficile toxin
pozitiv infekciot legalabb egyszer a sziirés idOpontjaban vagy az azt megel6zé 6 honapban. A

mesterséges 1élegeztetés alkalmazasa szintén gyakori volt (10,8%) (14. tablazat).

A 93 kolonizalt és nem kolonizalt beteg statisztikai elemzése kimutatta, hogy a
cukorbetegség, a normal flora hiany, a C. difficile pozitivitas, a hosszabb korhazi tartozkodas és
az elérehaladott életkor szignifikdnsan hozza tarsul a VRE kolonizacidjahoz. A legnagyobb esély
cukorbetegség esetén fordult el6. A VRE hordozas pozitivitasi esélye ezekben a betegekben
12,46-szoros. (14. tablazat).
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14. Tablazat: VRE kolonizacioval kapcsolatos betegek jellemzdi

VRE VRE nem
Betegek jellemzoi kolonizalt kolonizalt OR (95% - CI) p-érték
n=93 (%) n=93 (%)

Kor, (évek, atlag + SD)* 47 £34.2 29 £32.7 1.016 (1.007 — 1.025) <.0001

NG arany 55 (59.1) 49 (52.7) 1.299 (0.727 — 2.321) 0.37

Korhazi tartozkodas (napok, atlag, 25, 0—215 11,0-70 1.042 (1.024 — 1.060) <.0001

arany)*

Alapbetegség
Cukorbetegség* 20 (21.5) 2(2.2) 12.46 (2.822 — 55.08) <.0001
Sziv és érrendszeri 9(9.7) 6 (6.4) 1.55 (0.529 — 4.554) 0.420
Rosszindulati daganat 21 (22.6) 13 (14) 1.79 (0.838 — 3.843) 0.129
Miéjcirrhosis 2(2.2) 2(2.2) 1(0.137 - 7.253) 1
Légzési elégtelenség 3(3.2) 2(2.2) 1.51(0.247 —9.293) 0.5
Gasztrointesztinalis 4 (4.3) 7 (7.5) 0.55 (0.156 — 1.953) 0.26
Fert6zés? 20 (21.5) 58 (62.7) 0.16 (0.086 — 0.316) <.0001
Vese elégtelenség 7 (7.5) 1(1.1) 0.133 (0.016 — 1.107) 0.032
Egyéb? 7 (7.5) 2(2.2) 0.27 (0.054 — 1.335) 0.08

Riziko faktorok
Intravénas katéter 5(5.4) 14 (15) 0.32 (0.110 - 0.930) 0.029
Dializis 3(3.2) 1(1.1) 3.06 (0.313 — 30.035) 0.31
Nasogastricus szonda 3(3.2) 4(4.3) 0.7417 (0.161-3.409) 0.5
Tracheostomia 6 (6.5) 1(1.1) 6.34 (0.748 — 53.778) 0.059
Mesterséges 1élegeztetés 10 (10.8) 6 (6.4) 1.74 (0.607 —5.021) 0.296
Normal flora hiany* 23 (24.7) 4 (4.3) 7.31(2.412 — 22.118) 0.0001
C. difficile pozitivitas* 18 (19.4) 8 (8.6) 2.55 (1.048 - 6.202) 0.0344

SD, standard deviation (szoéras) 1: bronchitis, pneumonia, hugyuti infekciok, hasmenés, szepszis, virusos
fertdzések, toxikus shock szindroma, tjsziilottkori distressz szindroma 2: hipovolémia, aplasztikus
anémia, elektrolit zavar, hepatosplenomegalia, hipogammaglobulinémia, szisztémas lupus erythematosus.

*: szignifikans kapcsolat a VRE kolonizacidval
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A VRE kolonizalt betegek 78,5% -a kapott legalabb egyféle antibiotikumot a székletminta

o

szlirését megel6zd 6 honapban. Koziiliikk a metronidazolt hasznaltdk a leggyakrabban (47,3%),

majd a kiilombozo cefalosporinokat (40,9%) (13. &bra).

Tetraciklinek m—m 2 2
Szulfonamidok e 6.1
Penicillinek m e 33
WESehGEr el Wyl
Mupirocin ™8 1.1
Makrolidok me—————— 140
Linkozamidok mm 1.1
Vancomycin e 3] D
Fosfomycin e 2.2
Fluorokinolonok e ;' 8 0
Colistin ~ n———— 7 5
Cefalosporinok I ) g
Karbapenemek s 3] D
Bacitracin w22
Aminoglikozidok I ) 6

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Betegek (%)

13. abra: 93 VRE kolonizalt beteq antibiotikum fogyasztisa a sziirést megel6zo 6 honapban

6.2.3. Sziiromodszerek jellemzése

A VRE szilard Screennel és dusitd taptalajjal végzett sziiréseink eredményeit a 15.
tablazat tartalmazza. Az elsé vizsgalati idészakban a szilard screen 2050 székletmintabol 46
VRE-t (2,2%) azonositott, mig a masodik idészakban a VRE dusito taptalaj 56 VRE-t (5,8%)
tudott detektalni 971 székletbol. Erdekes modon, a masodik idészakban 1 vancomycin rezisztens

E. hirae-t is sikeriilt azonositani.
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15. Tabldzat: VRE izolatumok detektaldasa szilard és folyékony dusito haszndlatdaval

1. Vizsgalati idoszak 2. Vizsgalati id6szak
Izolalt torzsek VRE Screen lemez Folyékony VRE dusito
(2050 minta) (971 minta)
E. faecium (n=71) 27 44
E. gallinarum (n=23) 15 8
E. faecalis (n=5) 3 2
E. casseliflavus (n=2) 1 1
E. hirae (n=1) 0 1
Osszesen: 46 (2,2 %) 56 (5,8 %)
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7. MEGBESZELES

Magyarorszagon az elsd, az egészségiigyi ellatassal Osszefliggd VRE javanyt egy vanB
izolatum okozta 2004-ben egy hematologiai és dssejt transzplantacids osztalyon (Bordcz €s mtsai
2005). Ezt kovetden Libisch és mtsai (2008) jellemezték a magyarorszagi és szerbiai VRE
klinikai izolatumokat, é¢s dokumentaltak a CC17 el6forduldsat. Azota csak néhany ilyen jellegli
magyar felmérést tettek kozzé, amelyek az allattenyésztésbdl szarmazo izolatumokat vizsgaltak
(Ghidan és mtsai. 2008, Dolka ¢és mtsai. 2016). Kordbban kutatocsoportunk felmérte a VRE
prevalencigjat 2004 és 2009 kozott a Debreceni Egyetem klinikain, és megallapitotta, hogy a
VanC pozitiv E. gallinarum és E. casseliflavus térzsek dominalnak (Dombradi és mtsai. 2012).
Azéta ez a kép megvaltozott. Az ECDC legfrissebb adatai ramutattak az invaziv VREfm 2012 és
2018 kozotti jelentés novekedésére (ECDC 2018). Ezen jelentés alapjan, Magyarorszagon az
invaziv izolatumok szama 3,5% -rél 39,5% -ra emelkedett. Hasonlo tendencidkat jelentettek a
szomszédos orszagokbol, ahol a VREfm izolatumok aranya szintén nétt; Szlovakiaban 4,9% -rol
32,3% -ra, Romanidban 2,9% -r6l 40,3% -ra és Horvatorszagban 0-r6l % 25,4%-ra. Az
orszagosan emelkedd tendenciaval 6sszhangban mi is hasonlot figyeltiink meg a keleti régioban
talalhatd oktatd korhdzunkban, ahol az invaziv €s nem invaziv VREfm ardnya 2011 és 2015

kozott 1,7% -rol 11% -ra emelkedett (Franyo és mtsai. 2018).

A vancomycin rezisztenciagének eloszlasa tekintetében ismert, hogy az Egyesilt
Allamokban a vanA dominal, mig Ausztralidban a vanB gyakoribb, Eurépaban azonban mind a
vanA, mind a vanB pozitiv VRE megtalalhaté (Howden és mtsai. 2013). Magyarorszagon a VRE
prevalenciaja 2011 ota novekszik, tobbségiik vanA rezisztencia gént hordoz6é E. faecium, a
masodik leggyakoribb pedig a vanB—t hordozo E. faecium. Erdekes, hogy vizsgalatunk soran csak
3 izolatum adta a varhatdo 1030 bp-os amplifikacios terméket a vanA-specifikus primerekkel.
Ezek az izolatumok mind a teicoplaninnal, mind a vancomycinnel szemben rezisztensnek
bizonyultak az antibiotikum érzékenységi vizsgalatainkban. A fennmarad6 40 izoldtum a vanB

rezisztencia gént kodolta, tehat érzékeny volt teicoplaninra.

A klinikai mintakbdl szarmazo VREfm izolatumaink multirezisztensnek bizonyultak. Az
ampicillin-rezisztencia gyakorisaga 100% volt, a torzsek nagy szazaléka szintén rezisztenciat

mutatott a gentamicinnel szemben (81,4%). Az aminoglikozidok (gentamicin) és a sejtfalat
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tamado aktiv szerek (ampicillin) kozotti szinergizmus elmaradasa miatt ez komoly probléma,
mivel csokkenti az enterococcus fertdzések lehetséges kezelési lehetdségeit. Ez a rezisztencia
arany hasonld az Iranban tapasztaltakhoz (Arshadi és mtsai. 2017), viszont még mindig
alacsonyabb, mint Koredban, ahol a gentamicin rezisztencia egy tanulmany alapjan 95,2% volt
(Oh és mtsai. 2005). Oh ¢és mtsai. azt is kimutattak, hogy az 6sszes altaluk izolalt VRE rezisztens
volt ciprofloxacinnal szemben, melyet mi is megfigyeltiink a klinikai izolatumainknal. A VRE
megjelenése és gyors elterjedése miatt az Gjabb antibiotikumok, mint a linezolid, a tedizolid, a
tigecyclin és a daptomicin hasznalata megnovekedett. Linezolid rezisztens VRE-r6l mar
beszamoltak Németorszagbol, Gorogorszagbol, Irorszagbol, az Egyesiilt Allamokbol és
Braziliabdl is (Krull és mtsai. 2016, Souli és mtsai. 2009, O’Driscoll és mtsai. 2015, Gonzales és
mtsai. 2001, Zurenko és mtsai. 1999, De Almeida 2014). Egy 5 éves felmérés alapjan -melyet az
Egyesiilt Allamokban és eurdpai kérhazakban kozosen végeztek- megfigyelték, hogy a VREfm
izolatumok tobb mint 97%-a tovabbra is fogékony a tigecyclinnel és daptomicinnel szemben
(Bensaci és mtsai. 2017). Ugyanez a cikk megéllapitja, hogy noha jelenleg nincsenek jévahagyott
EUCAST hatarértékek a tedizolidra vonatkozoan, a szer tovabbra is aktiv minden enterococcus
faj esetében. Német kutatok altal gy(jtott 73 E. faecium és E. faecalis torzs vizsgalata
bebizonyitotta, hogy a tigecyclin 3 éven beliil hasznélhatatlan lesz a torzsekkel szemben (Fiedler
¢s mtsai. 2016). Kelesidis és mtsai (2011), egy irodalmi kutatist végeztek, mely alapjan a
daptomicin rezisztencia aranya 1% volt a VRE-k korében. Sajat kutatasunkban a fent emlitett

antibiotikumokat talaltuk a leghatékonyabb szereknek az izolatumokkal szemben.

A vizsgalt virulencia faktorok koziil az Ace-t kodolé gén, amely hasonld a
Staphylococcus aureus torzsben fellelheté egyik kollagén-kot6 proteinhez (Nallapareddy és
mtsai. 2000), egyik vizsgalt torzsben sem fordult el6. Ez megegyezik mas kutatdcsoportok
korabbi megallapitasaival, melyek leirjak, hogy csak az E. faecalis-ban talaltak meg (Dupré és
mtsai. 2003, Cariolato és mtsai. 2008, Chajecka-Wierzchowska és mtsai. 2017). Hasonloképpen,
a vizsgalt VREfm izolatumok egyike sem hordozta az agg gént, szintén 6sszhangban mas szerzék
eredményeivel (Soares és mtsai 2014, Eaton és Gasson 2001). Cariolato és mtsai ezt a gént
tulnyomo részt E. faecalis esetében azonositottak (Cariolato és mtsai. 2008). Vizsgalatunkban az
esp volt az egyetlen virulencia faktor, amelyet a torzsek 16,3%-aban megtalaltunk. Szamos
korabbi tanulmany kimutatta, hogy az esp az egyik jellemzbje a korhazakban elterjedt

antibiotikum-rezisztens E. faecium torzseknek (Willems és mtsai. 2001, Leavis és mtsai. 2004,
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Eaton ¢és Gasson 2001, Coque ¢és mtsai. 2002). Egyes szerzok szerint ez a gén fontos szerepet
jatszhat a biofilm képzésben (Toledo-Arana és mtsai. 2001, Tendolkar és mtsai. 2004), mig
masok szerint ez a gén nem sziikséges hozzd (Ramadhan és mtsai. 2005, Dupré és mtsai. 2003,
Raad és mtsai. 2005). Kutatocsoportunk vizsgalta a biofilm képzést és annak kapcsolatat a
virulencia gének jelenlétével. Megallapitottuk, hogy az esp gén és a biofilm termelés kozotti
kapcsolat statisztikailag szignifikans (p = 0,059) volt, 90% -os megbizhatosaggal. Amennyiben
az esp jelen van a torzsben, a biofilm termelésnek az esélye Otszor nagyobb. A biofilm
kialakulasa azonban fliggetleniil az esp-t6l, szdmos egyéb mechanizmuson is alapulhat

(Mohamed és Huang 2007).

A molekularis tipizalas kimutatta a VREfm izolatumok klonalis kapcsolatat. A PFGE
vizsgalat 9 kiilonb6z6 pulzotipust mutatott ki (10. abra). A torzsek 74%-at 3 f6 klaszterbe lehet
csoportositani, jelezve a monoklonalitdst. Az MLST alapjan a 14 VREfm izoldtumot hat
szekvencia tipusba lehetett besorolni, melyek mindegyike a 17-es klonalis komplexhez tartozik.
Koziilik négy (ST17, ST117, ST78, ST203) képviseli a f6 ampicillin-rezisztens korhéazi eredetti
klont (11. abra). A CC17-et kiilondsen virulensnek irjak le és kiillonb6z6 korhazi jarvanyokkal
hozhat6 Osszefliggésbe a vildg minden részén (Libisch és mtsai. 2008, Yang és mtsai. 2015,
Ochoa és mtsai. 2013, Van Schaik és mtsai. 2010, Werner és mtsai. 2008, Coombs és mtsai.
2014). Kinolon- és ampicillin rezisztencia, valamint egy patogenitasi sziget jellemzi, amely
gyakran tartalmaz virulenciafaktor géneket, mint példaul az esp-t vagy hialuronidazt (hyl)
(Willems és mtsai. 2005, Leavis és mtsai. 2004, 2006). Bar torzseink a CC17-et képviselték, nem
mindegyikben (7/43) volt megtalalhat6 az esp hasonléan mas tanulmanyokhoz (Elhani és mtsai.
2014, Billstrom ¢és mtsai. 2010). Ismert ugyanis, hogy erdsebb kapcsolat van a CC17 ¢és az
ampicillin rezisztencia, mint a CC17 és az esp gén jelenléte kozott (Willems és mtsai. 2005).
Kisérleteink elején 2012-ben az ENTCO-062 pulzotipus volt az uralkodo, &m 2014-ben és 2015-
ben ez kevésbé volt jellemzé. Bar 5 izolatum 100% -0S hasonldésagot mutatott ebben a
klaszterben (ST17 és vanB genotipus), ezek sporadikus eseteknek bizonyultak, jarvanyt nem
tapasztaltunk. A vizsgalati iddszak végén 2015-ben az ENTCO-075 pulzotipus volt a gyakoribb.
Erdekes, hogy két izolatum (38901, 39378) is vérmintabol szarmazott, azonos szekvencia tipussal
(ST117), és mindkettd negativ volt az esp génre, de az egyik VanA, a masik VanB pozitiv volt
(10. abra). A tovabbi elemzéseink feltartak, hogy a két torzs izolalasi ideje nagyon kozel esett

egymashoz (5 napon beliil), 4m a mintdk kiilonboz6 intézményekbdl szarmaztak. Ezekben az

56



esetekben mind a vanA, mind a vanB génnek a megszerzése kiilon eseményként fordult el. A
harmadik leggyakoribb pulzotipus az ENTCO-151 volt, mely kett6 ST203-ba tartozé VREfm-ot

tartalmazott vanA és esp pozitivitassal.

Az ST412 ¢és ST364 szekvencia tipusokhoz tartozd VREfm izolatumokat a
kutatocsoportunk irta le eldszor a Kozép-Europai régioban. Az ST364 kimutatasa kivételesen
jelentés. Ezt az ST-t (15-1-1-44-1-20-1) elészor Zhu és mtsai. (2009) irtak le Pekingben és
tudomasunk szerint eddig csak egyetlen egy ilyen szekvencia tipusu torzsrdl szamoltak be
Tajvanban (Lu és mtsai. 2012, Zhu és mtsai. 2009). Az ST412 szamos orszagban megtalalhato,
féleg az Egyesiilt Allamokban és Nyugat-Eurépaban, de a hivatalos adatbézis szerint még nem
regisztraltdk Eurdopaban (Da Silva és mtsai. 2017, Panesso ¢és mtsai. 2010, Damani és mtsai.
2010). A 2 izolatumot a régidban eldszor azonositott szekvencia tipusokkal a kutatdcsoportunk

tovabbitotta a nemzetk6zi adatbazis szamara (pubmlst.org).

Kutatocsoportunk 2004 ¢és 2009 kozott elsésorban vanC pozitiv E. gallinarum és E.
casseliflavus fajokat izolalt klinikai mintakbol. Azodta beszamoltunk arr6l, hogy az invaziv és
nem invaziv klinikai mintdkban emelkedik a vancomycin-rezisztens E. faecium torzsek szama
(Dombradi és mtsai. 2012, Franyo és mtsai. 2018;). Mostanaig nem allt rendelkezésiinkre
informaci6 a VRE székletben valdo hordozasardl annak ellenére, hogy a tiinetmentesen
kolonizaltak kiilonboz6 nozokomialis fertézések forrasaként szolgalhatnak. 2016-ban a VRE
prevalencidja 3,2% volt a klinikai mintakban a rutin tenyésztésben hasznalt szilard VRE Screen-t
alkalmazva. Kutatasom soran 2016-ban két periddusban megvizsgaltuk a gastrointestinalis VRE
hordozas aranyat; ugyanazt a szilard VRE Screent alkalmazva ez 2,2%-0s, mig folyékony dusitot
alkalmazva 5,8% -os hordozasi aranyt jelentett. Mivel nem azonos a két id6szak ez eredhetett az

eltéré mintaszambol is.

A kiilonboz6 foldrajzi régiokat tekintve, Europaban a VRE kolonizécios aranya koriilbeliil
20% (Alevizakos és mtsai. 2016). Amint a kolonizacid megtorténik, honapoktol akar évekig
megmaradhat (Nelson és mtsai. 2014). Szamos kutato feltételezi, hogy a VRE fert6zés forrasa a
kiilonb6zé  szennyezett élelmiszerek, melyek rezervoarként szolgalhatnak, melynek
fogyasztasaval a nem hospitalizalt betegek kolonizalodhatnak (Cetinkaya és mtsai. 2000). A
hozamnoveldként hasznalt avoparcint, mely az allatokban kiszelektalja a VRE-t, 1998-ban

betiltottdk Magyarorszadgon, a kdvetkezd években pedig a VRE ratajanak csokkenését irtak le a
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brojlercsirkék esetében (Kaszanyitzky és mtsai, 2007). 2005-ben azonban még 2 vanA VRE
torzset izolaltak a levagott baromfikbol (Ghidan és mtsai. 2008). Vizsgalatunk soran 93 VRE
hordoz6 epidemioldgiai adatait elemeztiik. 24,7%-uk esetében a rutin tenyésztés normal bélflora
hianyt mutatott ki a szlirés idépontjaban, vagy az azt megel6z6 6 honapban legalabb egyszer (14.
tablazat). Ez a normal bél mikrobiom egyenstly felboruldsanak aggaszt6 jele, mely a hordozok
egynegyedében volt jelen. 22 (23,7%) VRE hordozo kortorténetében nem szerepelt
mikrobiologiai tenyésztés a széklet szlirése elott, a fennmarado 71 koziil pedig csak 3 betegnek
volt VRE pozitiv valamilyen mas klinikai mintaja, azonban ezek mind vizeletmintak voltak,
vagyis a vizelet minta széklettel torténd szennyezddése nem zarhatdé ki. 8 hordozo klinikai
mintdjabol tenyészett ki VRE a szlirésiinket kovetd 6 honapban; 3 koziiliikk azonos volt a fent
emlitett betegekkel (vizelet), 3 széklet mintabol tenyészett ki, 2 pedig invaziv mintakbol (vér,
kaniil) szarmazott. A 93 VRE hordozé koziil 18-nak volt C. difficile pozitiv lelete a sziirés
idépontjaban vagy az azt megel6zé 6 honapban, de csak 12 részesiilt vancomycin kezelésben. 17
VRE hordozé kapott vancomycint, de nem volt az anamnézisében C. difficile pozitivitas.
Statisztikai elemzéseink alapjan megallapithatjuk, hogy a C. difficile pozitivitas és a VRE
kolonizacid kozotti kapcesolat statisztikailag szignifikéns volt (p=0,0345), hasonl6éan egy korabbi
tanulmanyhoz (Ozsoy és llke, 2017). A VRE pozitivitas esélye 2,55-szer nagyobb C. difficile
pozitiv betegekben (14. tablazat). A vancomycin terapiaban részesiilé betegek esetén
megallapitottuk, hogy a VRE pozitivitas esélye 13,59-szer magasabb, mint ha nem adtak volna
nekik vancomycin kezelést. Osszegezve elmondhatjuk, hogy 5,39-nél nagyobb eséllyel vélhat

VRE hordozéva valaki a vancomycin kezelés utan, mint a C. difficile fertézés utan.

Az irodalommal 0Osszhangban kutatocsoportunk is leggyakoribb alapbetegségként a
malignitast mutatta ki a VRE-t hordozok koérében (22,6%) (Sohn és mtsai. 2013; Cetinkaya és
mtsai. 2000). Alevizakos és mtsai. (2016) kimutattak, hogy a VRE kolonizalt rosszindulata
daganatos betegek esetében 24,15-sz0r nagyobb valdszintiséggel alakulnak ki véraram-
fertdzések. Vizsgalatunk soran a kiilonbozd infekciok €s a cukorbetegség csaknem olyan gyakori
volt, mint a rosszindulati daganatok. Egy indiai oktatd korhdz intenziv osztalyan megallapitottak
(Amberpet és mtsai. 2016), hogy a cukorbetegség (23,7%) volt a masodik leggyakoribb kockazati
tényez0 hasonldan, mint a mi felmérésiinkben. A VRE hordozék 21,5%-andl nem volt
dokumentélt alapbetegség a kortorténetiikben, csupan valamilyen jellegli fertdzés (14. tablazat).

Nyilvanvaldan, a fertdzések nagy hatdssal voltak a korhazi tartézkodas idejére és a valasztott
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antibiotikum terdpiara. A jarobetegekkel egyiitt (7/93) a VRE hordozok teljes korhazi
tartozkodasa 0-215 nap volt, atlagosan 25 nap. A tartds korhazi tartdézkodas egyértelmiien fontos
rizikotényezonek bizonyult, masok eredményeihez hasonléan (Purohit és mtsai. 2017; Sohn és
mtsai. 2013; Cetinkaya ¢és mtsai. 2000). A hosszabb koérhazi apolas megnovekedett antibiotikum
fogyasztast eredményez, a hordozok csupan 21,5%-a nem kapott antibiotikum terapiat. A
kolonizalt ¢és nem kolonizalt betegek statisztikai elemzése magas VRE kolonizécios
valdszintiiséget tart fel az alabbi jellemzdk esetén: cukorbetegség, a normal enteralis flora hianya,
C. difficile pozitivitds, hosszabb korhazi tartdzkodas, valamint el6rehaladott életkor. A
leggyakrabban alkalmazott antibiotikum a metronidazol volt (47,3%), ezt kovették a
cefalosporinok (40,9%) és penicillinek (38,7%). A hordozok 31,2%-a kapott vancomycint, amely
a karbapenemmel egyiitt a negyedik leggyakrabban alkalmazott szer volt (13. abra). Tovabbi
vizsgalatok kovetkezetesen kimutattdk, hogy a vancomycinnel, a harmadik generacids
cefalosporinnal és/vagy az anaerobokra hatd szerekkel végzett terdpia fontos szerepet jatszik a
VRE-vel torténd kolonizaciés folyamatban, mivel nincs aktivitdsuk ellene (Karki és mtsai. 2012;
Sohn és mtsai. 2013; Donskey ¢s mtsai. 2000). Tovabba az enterococcusok alacsony vagy
kozepes szintll intrizik rezisztenciaval rendelkeznek a penicillinekkel és a karbapenemekkel
szemben (Top ¢és mtsai. 2008). Vizsgalatunkban 13,59-szer magasabb VRE pozitivitast talaltunk

vancomycin terapia esetén, mint anélkiil.

A fajok identifikalasdhoz MALDI-TOF tomegspektrométert alkalmaztunk. Ez egy
viszonylag 0j technika, melyet a kozelmultban vezettek be a klinikai mikrobiologidba. A
riboszoémalis protein profil alapjan gyorsan azonositja a baktériumok széles skalajat faji szinten
(Seng ¢és mtsai. 2009; Gekenidis ¢és mtsai. 2014). A rutin diagnosztikaban alkalmazott
hagyomanyos modszerekkel dsszehasonlitva a MALDI-TOF elényei kozott szerepel a minimalis
mintael6készités, a gyors és Osszehasonlithatd eredmények, a rovidebb leletatfordulasi id6 és az
alacsonyabb reagens koltségek (Carbonnelle és mtsai. 2011). A VRE torzsek székletbdl torténd
azonositasa soran 102 VRE-t identifikaltunk faji szinten ezzel az 0j technikaval. Az Osszes
izolatum magas score értékli eredményt adott, amely megerdsiti, hogy ez a modszer kivald a
baktériumok azonositasara. MALDI-TOF nélkiil, és csak a szilard téptalaj vagy dusito
feketedésére tamaszkodva (a vancomycinre generikusan rezisztens eszkulint hidrolizalé egyéb

mikrobak miatt) sokkal magasabb al-VRE pozitivitast kaptunk volna, mint azt Ieven és
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munkatarsai is megallapitottak (Ieven és mtsai. 1999). A mi esetiinkben ez szilard taptalajjal

12,8%, disito taptalajjal 42,2% lett volna.

2012-2015 kozotti vizsgalatunkban 40 vanB és 3 vanA E. faecium izolatum detektalasarol
tudtunk beszdmolni klinikai mintdkbol (Frany6 és mtsai 2018). 2016-ban a klinikai mintakbol
izolalt VRE el6fordulasa a kovetkez6 volt; 33 vanB E. faecium és 21 vanA E. faecium. Ez azt
mutatja, hogy nemcsak a VREfm gyakorisaga névekedett az el6z6 évekhez képest, hanem a vanA
izolatumok aranya is. A VRE E. faecalis aranya tovabbra is alacsony maradt (1 vanA és 1 vanB
izolatum). A széklet mintdk vizsgdlata kimutatta, hogy a széklet VRE izoldtumok faji és
genotipus szerinti megoszlasa hasonld volt a klinikai izolatumokéhoz; 71 E. faecium (38 vanB, 33
vanA) és 5 E. faecalis (1 vanB, 4 vanA). Annak ellenére, hogy a székletbdl izolalt masodik
leggyakoribb faj az E. gallinarum (23 db) volt, a klinikai mintak k6zott ez csak 2004-2009 kozott
volt megfigyelhetd (Dombradi és mtsai. 2012). Erdekes, hogy a szilard sziirétaptalaj valamivel
tobb E. gallinarum-ot azonositott, mint a dusitd, de ennek oka lehet, hogy a két kiilonb6z6 sziirési

periodus eltért egymastol. Az E. casseliflavus aranya alacsony volt (15. tablazat).

Egy érdekes esetben egy betegnél vanA E. hirae kolonizaciot tudtunk kimutatni, a szlirést
egy honappal megeléz6en pedig vanA E. faecium tenyészett ki a székletébdl. Ebben az esetben
feltételezhetd, hogy a vanA gén 4atadasa tortént a két faj kozott, bar ezt a hipotézist nem
erdsitettiik meg molekularis modszerekkel. A teljes sziirési periodus alatt 6sszesen 37,3% vanA
rezisztencia gént hordozéd VRE-t detektaltunk, ami aggasztd, mivel a vanA atvihetd mas
genusokba tartozd nozokomialis korokozokra, példaul a Staphylococcus aureus-ba (Noble és
mtsai. 1992).

Az intestinalis VRE izolatumok érzékenyek voltak az 0jabb szerekkel szemben (13.
tablazat). Az 6t E. faecalis izolatum koziil csak 4 volt rezisztens a quinupristin-dalfopristinre
(Q/D). Habar az Enterococcus faecalis fajok az lIsa gén expresszidja miatt intrinzik
rezisztenciaval rendelkeznek a Q/D-vel szemben, azok a klinikai izolatumok, amelyekben ennek

a génnek a mutacidja tortént, érzékenyek lehetnek (Dina és mtsai. 2003).

A VRE kolonizacié gyakorisagat nehéz Osszevetni a tobbi tanulméannyal a
betegpopulacio, a minta tipusa, a kiilonféle taptalajokat alkalmazé kimutatasi modszerek és/vagy
a glikopeptid-koncentraciok kiilonbségei miatt (Gambarotto és mtsai. 2000). Sok korhazban a

rektalis tampont hasznaljdk a multirezisztens korokozok felmérésére, de D'Agata és munkatarsai
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(2001) vizsgalatukban megallapitottak, hogy a rektalis tenyésztés nem azonositotta a
gastrointestinalis kolonizaciok nagy részét. Ezért kutatdocsoportunk ugy dontétt, hogy
vizsgalatainkhoz a tenyésztésre érkezd széklet mintakat haszndljuk. Szamos cikk azt is leirta,
hogy a folyékony dusitas javitja a kimutatas érzékenységét (Ieven és mtsai. 1999; Gambarotto és
mtsai 2000; Novicki és mtsai 2004). Ezt kivantuk tesztelni, azonban vizsgalatunk egyik korlatja
volt, hogy csak két egymdst kovetd iddszakot vizsgaltunk a két kiilonb6z6 modszerrel, igy a
szilard szlirOtaptalaj és a dusitdo kdzvetlen dsszehasonlitdsat nem lehet elvégezni. Annak ellenére
azonban, hogy a folyékony dusitas jobbnak tlinik, a szilard screen alkalmazasa kevésbé munka-

¢és id6igényes igy konnyebben megvalodsithato a rutin diagnosztika soran.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az antibiotikum rezisztens Gram-pozitiv baktériumok koziil a vancomycinre rezisztens
enterococcusok (VRE) elofordulasi gyakorisdga jelentésen megnétt az elmult években.
Tanulményom célja volt a klinikai mintakbol izolalhat6 torzsek surveillance-e keretében a VRE
gyakorisaganak vizsgalata, molekularis és epidemiologiai jellemzése, valamint a VRE székletben

valé hordozasanak felmérése, a hordozast esetlegesen eldsegito rizikéfaktorok megallapitasa.

A 2012-2015 ko6zotti idészakban 40 vanB és 3 vanA rezisztencia gént hordozo E. faecium-
ot azonositottunk, amleyek a legujabb antibiotikumokra, - linezolid, tedizolid, tigecyclin és
daptomycin- még érzékenynek bizonyultak. MLST alapjan a korhazi térzsekre jellemzé klonalis
komplex 17-hez (CC17) tartoztak. Kutatocsoportunk elészor mutatta ki az ST412 és ST364
szekvencia-tipusokba tartozé izolatumokat a Kozép-Eurdpai régioban. PFGE vizsgalataink
alapjan 9 kiilonbozd pulzotipust tudtunk ki mutatni. A torzsek 74%-at 3 {6 klaszterbe (ENTCO-
062, ENTCO-075, ENTCO-151) lehetet csoportositani jelezve a monoklonalitast. Bar 5 izolatum
100% -os hasonlosagot mutatott az ENTCO-062-es klaszterben, ezek sporadikus eseteknek
bizonyultak.

Bebizonyitottuk a VRE torzsek székletben torténd hordozasat a keleti régioban. Kétféle
modszert alkalmazva a hordozas 2,2% volt szilard screent hasznalva, illetve 5,8% folyékony
dusitoval. Osszehasonlitva a klinikai és a széklet mintakbol szarmazo VRE térzseket a fajok és a
rezisztencia gének megoszlasa hasonlonak bizonyult, mely utalhat az eldbbiek székletbdl torténd
eredetére. Erdekes médon kutatocsoportunk a székletbél izolalt masodik leggyakoribb fajnak az
E. gallinarum-ot talalta, mely a klinikai mintakban csak 2009-ig volt jelen, késébb a

rezisztensebb vanA/vanB torzsek kiszoritottak.

Eredményeink alapjan javasoljuk az enterococcusok elleni kevésbé hatékony
antibiotikumok hasznalatanak korlatozasat, a rizikd csoportba tartozéd betegek sziirését:
rosszindulati daganatos betegek, cukorbetegek, hosszas korhazi apolason atesettek illetve
korabbi C. difficile fertdzottek. A vizsgalt idészakban nem tapasztaltunk jarvanyt, azonban az
MRSA folyamatosan névekvO magas prevalencigja, a C. difficile fert6zések névekvé szama, a
vancomycin fokozott alkalmazasat kivanja. A jovében emiatt szamithatunk a VRE torzsek

tovabbi emelkedésére, kiilondsen a nozokomialis fertézések esetén. Az invaziv VREfm fert6zések
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jelentés novekedése miatt kiemelt jelentosége van a megfelelé infekciokontrollnak, a
fert6zott/kolonizalt beteg elkiilonitésének, ¢és az antibiotikum terdpia célzott és szakszerii

alkalmazasanak.
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9. SUMMARY

Among the antibiotic-resistant Gram-positive bacteria the incidence of vancomycin-
resistant Enterococci (VRE) has increased significantly over the past years. The aim of our
surveillance study was to characterize and elicit the genetic relatedness of VRE isolated from
clinical samples and to determine the carriage rate of VRE in stool samples. We also investigated

various risk factors which could be associated with VRE colonization.

Between 2012 and 2015 we determined the presence of 40 VanB and 3 VanA E. faecium
isolates. Fortunately, all of them were susceptible to newer antibiotics such as linezolid, tedizolid,
tigecyclin and daptomycin. According to MLST all of the tested isolates belonged to clonal
complex 17 (CC17), a specific lineage associated with nosocomial E. faecium strains. We also
reported VREfm isolates belonging to ST412 and ST364 sequence types for the first time from the
Central European region. PFGE revealed 9 different pulsotypes. 74% of the strains could be
grouped into 3 main clusters (ENTCO-062, ENTCO-075, ENTCO-151) indicating
monoclonality. Although 5 isolates showed 100% similarity within the ENTCO-062 cluster (with
ST17 and vanB genotype) these proved to be sporadic cases.

We showed the presence of fecal carriage of VRE in the Eastern region of Hungary. Stool
colonization proved to be 2.2% with solid screening medium but 5.8% with enrichment broth.
Finding similar species and similar rates of vanA and vanB strains in stool VRE compared to
clinical VRE might indicate the stool origin of the latter. Interestingly we found a high rate of
fecal carriage of E. gallinarum which was present in clinical samples only till 2009 and was

subsequently replaced by more resistant vanA/vanB strains.

In view of our findings we suggest limiting the inadequate use of antibiotics inefficient
against enterococci and advise the screening of risk groups such as patients with malignancy,
diabetes, history of recent hospitalization or former C. difficile infection. Fortunately, there was
no outbreak during the investigation period but constantly high prevalence of MRSA and the
increasing rate of C. difficile infections in Hungary can potentially lead to the increased use of
vancomycin. Therefore we can expect the further rise of VRE especially in the nosocomial
setting. Emergence of VREfm emphasizes the need for the application of stringent control

measures to decrease the risk of dissemination of the resistant bacteria such as isolation of
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infected/colonized patients, increased environmental cleaning and improved antimicrobial

interventions.
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