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BEVEZETES

Napjaink egyik legsulyosabb  kozegészségiigyi problémaja a  kiillonbozo
antibiotikumokkal szembeni rezisztens torzsek altal okozott infekciok egyre gyakoribb
eléfordulasa. A Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Koézpont (CDC) becslése szerint az
Egyesiilt Allamokban évente t5bb mint kétmillid ember betegszik meg valamilyen rezisztens
torzs miatt, melyet sajnos koriilbeliil 23 ezren nem is élnek tal. A sulyos, nozokomialis
fertdézéseket okozd korokozok kozott egyre nagyobb ardnyban jelennek meg az egyszerre tobb
antibiotikumnak is ellenalld ugynevezett multirezisztens torzsek.

A normal bélflora részét képezO enterococcusok szdmos betegséget okozhatnak,
kiilonosen véraram ¢és sebfertdzéseket, valamint higyuti infekciokat. Klinikai szempontbol
relevans fajok az Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, E.gallinarum és E.
casseliflavus. Az enterococcusok koziil a vancomycinnel szemben rezisztenciat mutaté torzsek
(VRE) a terapias lehetdségek sziikdssége miatt a legveszélyesebbek, az enterococcusok altal
okozott nozokomidlis fertézések kb. 30%-aért tehetdk feleléssé. A CDC adatai alapjan a VRE
fertdzések 77%-at Enterococcus faecium, 9%-at pedig Enterococcus faecalis okozza. A VRE
faecium (VREfm) novekvé eléfordulasa hazankban is aggodalomra ad okot. Az Eurodpai
Betegségmegel6zési és Jarvanyvédelmi Kozpont (ECDC) legfrissebb statisztikaja alapjan,
Magyarorszagon 2011 6ta figyelhetd meg a VREfm torzsek folyamatos eldretorése; 2011-2018
kozott: 0,8%-106l - 39,5%-ra ndtt az ardnyuk invaziv mintdkbol szarmazo izolatumok korében.
Amerikaban, mint Eurdpaban. Az Egyesiilt Allamokban a VRE gyors megjelenése valosziniileg
a vancomycin és/vagy cefalosporin tlzott hasznalatanak volt tulajdonithat6, mig Eurépaban az
allattenyésztésben hozamnovelés céljabol alkalmazott glikopeptid-analogoknak (példaul
avoparcinnak) a hasznalataval és az élelmiszerlancba torténd bekeriilésével magyarazzak. Az
enterococcusok mindeniitt megtalalhatdak a gyomor-bél traktusban, a normal bélflora kb.
0,01%-4t teszik Ki, székletben talalhaté tipikus koncentracidjuk 108 Colony Forming Unit
(CFU)/gramm. A VRE kolonizaci6 szamos kockazati tényez6vel hozhatod osszefiiggésbe. Ide
tartozik tobbek kozott a hosszabb korhazi tartdzkodas, az elérehaladott életkor, stlyos
alapbetegség, kozponti vénas katéter hasznalat, valamint a kiilonféle antibiotikumok, példaul
vancomycin vagy metronidazol eldzetes expozicidja. A kolonizaltak rezervoarként
funkcionéalhatnak a tobbi bent 1év6 beteg megfertdzésében, mely megndvekedett morbiditast,
mortalitast és tjabb koltségeket eredményezhet.

Ebben a helyzetben egyre fontosabb szerepet tolt be a rezisztens baktériumok
surveillance-e. A torzsek eléfordulasanak felmérése, a lehetséges rezervoarok felkutatasa és a
folyamatos monitorozas elengedhetetlen a megfeleld empirikus antibiotikum terapia
kivalasztasahoz. Munkdmmal ehhez a teriilethez szerettem volna hozzdjarulni az Orvosi
Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratériumaban a vancomycin-
rezisztens enterococcusok vizsgalataval.



CELKITUZESEK

Célunk volt a VRE elofordulasanak felmérésre és karakterizalasa klinikai mintakbol,

molekuléris bioldgiai és epidemioldgiai mddszerek segitségével. A megndvekedett szamu
fertdzések egyik lehetséges okaként feltételeztiik a VRE torzsek székletben torténd hordozasat,
ezért vizsgalatainkat széklet mintakbol is elvégeztiik illetve elemeztiik a hordozast eldsegitd
riziko6 faktorokat.

Klinikai mintakbol szarmazé vancomycin-rezisztens enterococcus torzsek vizsgalata:

Célkitlizések:

1. A Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratoriumba 2012. januar 1. és 2015. december 31.
kozott érkezett klinikai mintak VRE sziirése, a VRE torzsek elofordulasanak felmérése.

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

3. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok. A hattérben allo rezisztencia gének illetve a
patogenezisben szerepet jatszo virulencia faktorok meghatdrozasa molekuléris biologiai
modszerrel.

4. A virulencia faktorok és a biofilm képzés kozotti 6sszefiiggés feltarasa.

5. Az izolatumok epidemioldgiai kapcsolatainak feltarasa a VRE terjedésének megértése

szempontjabol pulzald mezeji gélelektroforézis (PFGE) valamint multilokusz
szekvencia tipizalas (MLST) segitségével.

Székletbdl izolalt vancomycin-rezisztens enterococcus torzsek vizsgalata:
Célkittzések:

1.

okrwn

A VRE torzsek szlirése kétféle sziirémodszer segitségével a 2016. februar €s szeptember
kozotti idészakban beérkezett széklet mintakbol.

A torzsek fajok szerinti megoszlasdnak vizsgalata MALDI-TOF MS hasznalataval.
Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok, a hattérben allo rezisztencia gének kimutatasa.
A VRE pozitiv betegek illetve hordozok jellemzése.

A VRE kolonizacidt eldsegito rizikofaktorok elemzése.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalt izolatumok:

Mintdink a Bakterioldgiai Diagnosztikai Laboratériumaban feldolgozott vizsgalati
anyagok voltak. A 2012. janudar 1. és 2015. december 31. kozott beérkezett klinikai mintdkbol
rutinszeriien a VRE szlirés 6ug/l vancomycint tartalmaz6 VRE Screen lemez segitségével
tortént. A széklet mintak vizsgalatanak id6szakat két periddusra osztottuk. Az els6 periodusban
2016. 02. 01.-07.05 kozott (155 nap, 2050 minta) a rutin diagnosztikaban is hasznalt VRE
Screen lemezre oltottuk a mintakat direkt modon iivegbot segitségével. A masodik periddusban
2016.07.06.-09.30 kozott (88nap, 971 minta) folyékony szlird tapoldatot hasznaltunk. Mindkét
modszer esetén 24-48 oras inkubacios periodus kovetkezett 37°C-on. Az igy ndvekvo fekete
telepeket atoltottuk, illetve a feketére szinezddd tapoldatbdl kioltast végeztiink 5%-os véres
agarra.

A faji szintli azonositdst MALDI-TOF tomegspektrométerrel végeztiilk. Minden beteg
esetében csak az elsd izolatumot vettiik figyelembe, amennyiben késébbi mintdjabdl is ugyanaz
a faj tenyészett Ki.

Antibiotikum érzékenység meghatarozasa:

Az antibiotikum érzékenységi vizsgéalatokat az EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing) aktualis évi, érvényben 1év6 nemzetkdzi ajanlasai alapjan
végeztik. A Kirby-Bauer féle korongdiffuziés moddszerrel szemikvantitativ modon lehet
meghatarozni a baktériumok antimikrobidlis szerekkel szembeni in vitro érzékenységét.
Kisérleteink soran az alabbi antibiotikum tartalmu korongokat (Bio-Rad) hasznaltuk: ampicillin
(2 mg), gentamicin (30 mg) ¢és ciprofloxacin (5 mg). A mininalis gatlé koncentracié (MIC)
meghatarozasara a rutin diagnosztikaban leginkabb az ugynevezett E—teszt terjedt el. Ennek az
alapja egy milanyag vagy papir csik, melynek egyik oldala az adott antibiotikumot koncentracid
gradiens szerint tartalmazza, és gradiens alapjan diffundal a taptalajba. Ezzel a modszerrel az
alabbi antibiotikumok vizsgalatara keriilt sor: vancomycin, teicoplanin, daptomycin, tedizolid,
linezolid, quinupristin/dalfopristin és tigecyclin (BioMerieux, Liofilchem).

Molekularis biolégiai vizsgalatok:

Polimeraz lancreakcié (PCR):

A PCR reakciok templatjaként a baktériumokbol forraldsos modszerrel nyert
lizatumokat hasznaltuk (Yean és mtsai. 2007) A van rezisztencia génekre (vanA, vanB, vanC,
vanD, vanE, vanG) illetve az E. faecalis és E. faecium D-alanin-D-alanin ligaz (ddl) génjeire
specifikus primereket Depardieau és mtsai (2004) alapjan terveztiik. A virulencia faktor gének
(agg, ace esp) kimutatasa Cariolato és mtsai. (2008) altal leirt protokoll alapjan tortént, a
reakciokhoz hasznalt primereket Woodford és mtsai. (2001), Eaton és mtsai. (2001) valamint
Mannu és mtsai (2003) altal leirtak alapjan terveztik. Az MLST sordn a nemzetkdzi
https://pubmlst.org/ webhely szerint végeztiik a szekvenalast megel6z6 PCR-eket (Homan és
mtsai 2002).

A reakciok eredmeényét agardz gélelektroforézissel ellendriztiik.

Biofilmképzés vizsgalata:

A VRE torzsek biofilm képzését Stepanovic és mtsai. (2007) altal publikalt, médositott
mikrotiter-plate teszt segitségével vizsgaltuk, melyet kisebb mértékben optimalizaltunk. Ez a
modszer mind az ELISA plate aljara mind pedig a falara kitapadt baktériumokat is képes
lemérni. Az optikai denzitasokat (OD) ELISA Reader segitségével 540/620 nm hullamhosszon



hataroztuk meg. A cut-off értéket (ODc) a negativ kontroll atlagos OD értékébdl szamitottuk.
Az eredmények kiértékelése soran a leolvasott optikai denzitdsok atlaganak cut-off értékhez
(ODc) valé viszonya alapjan a vizsgalt torzseket az alabbi csoportokba soroltuk: OD < ODc¢c —
nem biofilmképzd; ODc < OD < 2 ODc — gyenge biofilmképzd; 2 ODc < OD < 4 ODc —
kozepes biofilmképzd; 4 ODc < OD — erds biofilmképzo.

Epidemioldgiai tipizalasi modszerek:

Pulzalé mezejii gélelektroforézis (PFGE):

A VRE torzsek PFGE vizsgélatat a Nemzeti Népegészségiigyi Kozpontban Murray és
mtsai. illetve McEllistrem és munkatarsai altal leirt protokoll alapjan végezték kisebb
modositasokkal. A dendrogramokat a Fingerprinting II. program 3.0 verzidjaval analizaltuk
(Bio-Rad), Dice-koefficiens alkalmazasaval az ,,unweighted pair group method with arithmetic
means” (UPGMA) moédszerrel, 1.0% séav pozicio toleranciaval és 1.0% optimalizacioval. A
PFGE mintazatokat Tenover és mtsai (1995) alapjan elemeztiik ki.

Multilokusz szekvencia tipizalas (MLST):

Az E. faecium torzsek MLST vizsgalata soran 7 haztartasi gén (adk, atpA, ddl, gdh, gyd,
purK, pstS) bels6 gén fragmentumanak szekvenalasa tortént. Az igy nyert fragmentek
szekvenciait 6sszevetettem a nemzetkdzi adatbazisban (https://pubmlst.org) talalhaté megfeleld
alléllal, mely eredményeként megkaptam a torzsek allélikus profiljait és az ezekhez tartozo
szekvencia tipusokat (ST). A ST-k csoportositasahoz a goeBURST 1.2.1. algoritmust
hasznaltuk.

Epidemiolégiai adatok elemzése:

A VRE széklethordozok betegadatait a sziirést megel6z6 6 honapig visszamendleg
elemeztiik az alabbi tényezdkre: életkor, nem, alapbetegség, a korhazi tartdozkodas iddtartama,
antibiotikum-fogyasztas, intravénas katéter, dializis, nazogasztrikus cs6, tracheostoma, illetve
1¢legeztetd gép hasznalata, normal bélflora hianya valamint toxin pozitiv Clostridioides difficile
lelet jelenléte. A szlirévizsgalatot megel6z6 és az azt kovetd 6 honapot figyelembe véve
adatbazisunkban (MedBakter) elemeztiik a VRE-t hordozok barmely mas VRE pozitiv klinikai
mintdjat is. A hordozast eldsegitd rizikod faktorok meghatarozasa céljabol a szilirés alatti
1d6szakbol 93 széklet VRE negativ beteg jellemzdit is vizsgaltuk. Ebbe a populacioba a
betegeket Monte-Carlo szimulacioval valasztottuk ki véletlenszam-generacio alapjan.

Az adatokat az SPSS szoftver 24.0 verzidjaval (SPSS Inc.) értékeltiik ki. A VRE-vel
torténd kolonizacid eredményét binaris kategorikus valtozoként fejeztiik ki. Az 0Osszes
kategorikus valtozot Khi-négyzet probaval elemeztiik. Ha az 6sszes varhato értékfrekvencia
nem volt egyenld, vagy nagyobb volt, mint 5, akkor Fisher-féle valoszinliség-tesztet
alkalmaztunk, mig a logisztikus regressziot alkalmaztuk a folyamatos fliggetlen valtozok és
kategorikus paraméterek meghatarozasara. A 0,05-nél alacsonyabb p-értéket tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. Esély hanyados tesztet alkalmaztunk a kockazati tényezok és a
VRE kolonizéci6 kozotti kapesolat meghatarozasara.

Esp és biofilmképzés kozotti kapcsolat elemzése:

Khi-négyzet probat végeztiink az esp gén jelenléte és a biofilm pozitivitas kozotti
kapcsolat megvizsgélasara. Tovabba az esély hanyados teszt alkalmazéasédval meghataroztuk a
biofilm termelés esélyét abban az esetben amennyiben az esp gén jelen van (SPSS Inc. v. 24.0).



EREDMENYEK

Klinikai mintakbdl szarmazo VRE torzsek jellemzése

A négyéves vizsgalati iddszak alatt Osszesen 7799 Enterococcus fajt izolaltunk
kiilonféle klinikai mintdkbol. Koziilik 73 ndt ki a VRE Screen lemezen melyek 43 betegtol
szarmaztak. A MALDI-TOF MS-sel torténé faji azonositasuk soran az 6sszes E. faecium-nak
bizonyult, magas taladlati valoszintiséggel. A VREfm torzsek legnagyobb hanyadat
sebbdl/decubitusbol (26%), vizeletbdl (23,3%), vérbol és kaniilbdl (14-14%) izolaltuk. A
betegek atlagéletkora 57 év volt, majdnem azonos nemek szerinti megoszlassal (férfi: 51,2%,
nd: 48,8%).

Antibiotikum érzékenységi vizsgalatok eredményei

Az Osszes izolatum rezisztens volt vancomycinnel, ampicillinnel és ciprofloxacinnel
szemben, mig 81.4%-uk gentamicinnel szemben is. A torzsek 7%-a mutatott rezisztenciat
teicoplanin irant. Az ujabb antibiotikumokkal szemben: linezolid, tedizolid, tigecyclin és
daptomycin mind érzékenyek voltak.

Vancomycin-rezisztencia gének illetve virulencia faktorok kimutatasa

A 43 VREfm izolatum koziil 40-nél mutattunk ki vanB (93%) 3 esetében pedig vanA
(7%) rezisztencia gént. Az Esp fehérjét kodold gén 7 (16,3%) izolatumban volt jelen, melyeket
kiilonféle invaziv és nem invaziv helyekrdl szdrmazo mintdkbol nyertiink: vérbdl, kaniilbol,
cerebrospinalis folyadékbol, bronchusmosasbol, kopetbdl, vizeletbdl és decubitusbol. Egyik
izolatum sem adott PCR-terméket a vanC, vanD, vanE, vanG, ace vagy agg specifikus
primerekkel.

Biofilmképzés eredményei

A vizsgalt izolatumok 40%-a volt biofilm képz6. A 43 izolatum koziil egyik sem
bizonyult erés biofilm képzdének, 4 (24%) volt kdzepes, mig 13 volt (76 %) gyenge biofilm
képz6. A biofilmet termeldk 71,4%-a (5/7) invaziv, 33,3% (12/36) nem invaziv mintabol
szarmazott. A Khi-négyzet proba alapjan nem volt statisztikailag szignifikans korrelacié a
biofilm termelése és az izolacids hely kozott. Osszefiiggést tudtunk kimutatni 90%-0s
megbizhatosaggal (p=0,059) az esp gén jelenléte és a biofilm termelés kozott. A kontingencia
tablazat elemzése gyenge Osszefiiggést mutatott (C=0,28) Az esélyhanyados teszt alapjan 6tszor
nagyobb az esély a biofilm termelésre, amennyiben 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.

Epidemiolégiai vizsgalatok eredményei

PFGE vizsgalatokat a 2012 és 2013-bol szarmazo6 Osszes torzs esetében, mig az ezt
kovetd években csak az invaziv torzsek illetve vanA pozitivak esetében végeztiik el. Az igy
kivalasztott 23 VREfm izolatum 9 PFGE-tipust tart fel, >85%-0s hasonlosagi hatarérték alapjan.
A f6 pulzétipus az ENTCO-062 volt, ebbe a tipusba 11 izolatum tartozott, mindegyikiik a vanB
rezisztencia gént hordozta. A madsodik leggyakoribb az ENTCO-075 volt, melybe 4 izolatum
tartozott, 3 hordozta a vanB, 1 a vanA rezisztencia gént. A harmadik az ENTCO-151 tipus volt,
2 vanA izolatummal. A 6 tovabbi PFGE tipus mindegyike egyetlen izolatummal jelent meg.

MLST vizsgalatra 14 VREfm izolatumot valasztottunk ki, mely alapjan 6 kiilonb6z6 ST-
t tudtunk elkiiloniteni. A dominans az ST17 volt, melybe 6 vanB izolatum tartozott. A tovabbi
szekvencia tipusok az ST117: 2 vanA és 1 vanB izoldtummal, 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) tartozott, mely a nozokomialis E. faecium térzsekre jellemzo.

Székletbol izolalt VRE torzsek jellemzése

Az elso vizsgalati idészakban Osszesen 2050 széklet mintat vizsgaltunk szilard VRE
Screen lemezzel. Ezek koziil 313 minta esetén tapasztaltunk fekete novekedést.
Telepmorfoldgia alapjan a MALDI-TOF mérésekhez 266 izolatumot valasztottunk ki. A
masodik vizsgalati idészakban 971 széklet mintat szlirtiink VRE tapfolyadék hasznalataval,
melybdl 469 okozta a dusito feketedését, ezekbdl 264 izolatumot vizsgaltunk tovabb.

A két vizsgalati idészak alatt 6sszesen 102 VRE pozitiv székletmintat talaltunk, melyek
93 betegtdl szarmaztak. A species szintii azonositas alapjan 71 torzs volt Enterococcus faecium,
mig a masodik leggyakoribb az E. gallinarum (n = 23), melyet 5 E. faecalis, 2 E. casseliflavus
¢és 1 E. hirae kovetett. Az E. faecium izolatumok koziil 33 volt vanA és 38 vanB pozitiv. 4 vanA
és 1 vanB pozitiv E. faecalis torzset mutattunk ki. Az egyetlen E. hirae toérzs vanA pozitiv volt.
Az 6sszes E. gallinarum vanC1 mig az 6sszes E. casseliflavus a vanC2 gént hordozta.

A VanB pozitiv izolatumok magas szintli rezisztenciat mutattak a vancomycinnel
szemben ¢és érzékenyek voltak teicoplaninra, mig a vanA pozitiv izolatumok mindkét
antibiotikummal szemben magas szinten rezisztensek voltak. Az &sszes vanC torzs alacsony
szinti vancomycin rezisztenciat mutatott és mind érzékenyek voltak a teicoplaninra.
Szerencsére az izolatumok érzékenyek voltak linezolidra, tigecyclinre és daptomycinre.
Quinupristin/dalfopristin rezisztenciat négy E. faecalis izolatumban tudtunk detektalni.

VRE torzset hordozok epidemiolégiai jellemzoi:

A hordozok atlagéletkora 47 év volt. A sziirést megel6z6 6 honapban az atlagos korhazi
tartozkodasuk 25 nap volt. A leggyakrabban el6éforduld alapbetegségek a rosszindulat
daganatok (22,6%), a cukorbetegség és a kiilonb6zd eredetli fertdzéses megbetegedések
(21,5%) voltak. A vizsgalt rizikd faktorok koziil a normal bélflora hianyt 24,7%-ukban
tapasztaltuk. 18 (19,4%) VRE hordozo esetében mutattunk ki C. difficile infekciot legalabb
egyszer (a szlirés iddpontjaban vagy az azt megel6z6 6 honapban).

A 93 VRE hordoz6 és azonos szamu nem hordozé adatainak statisztikai elemzése
kimutatta, hogy a cukorbetegség, a normal flora hiany, a C. difficile pozitivitas, a hosszabb
korhazi tartozkodas ¢és az elOrehaladott életkor szignifikdnsan hozzdjarult a VRE
kolonizacidhoz. Cukorbetegség esetében a VRE hordozés esélye 12,46-szoros. A kolonizalt
betegek 78,5%-a kapott legalabb egyféle antibiotikumot, mely szerek koziil a metronidazolt
alkalmaztak a leggyakrabban (47,3%), majd a kiilonb6z6 cefalosporinokat (40,9%).

Sziiromodszerek jellemzése:

Az els vizsgalati id6szakban a szilard Screen 2050 székletmintabol 46 VRE-t (2,2%)
azonositott, mig a masodik idészakban a VRE dusit6 taptalaj 56 VRE-t (5,8%) tudott detektalni
971 székletbdl. Erdekes modon, a masodik idészakban 1 vancomycin rezisztens E. hirae-t is
azonositottunk.



MEGBESZELES

Korabban kutatécsoportunk felmérte a VRE prevalenciajat 2004 és 2009 kozott és
megallapitotta, hogy a vanC pozitiv E. gallinarum és E. casseliflavus torzsek dominaltak a
klinikai mintdkban. Azota ez a kép megvaltozott. Az ECDC legfrissebb adatai rdmutattak az
invaziv VREfm 2012 és 2018 kozotti jelentds novekedésére. Az orszagosan emelkedd
tendenciaval 6sszhangban mi is hasonl6t figyeltiink meg. Kimutattuk, hogy az invaziv és nem
invaziv VREfm aranya 2011 és 2015 kozott 1,7%-r6l 11%-ra emelkedett.

Kutatasunkban a legajabb antibiotikumokat még hatasosnak talaltuk az izolatumokkal
szemben.

A vizsgalt virulencia faktorok koziil az Ace-t kodold gén egyik torzsben sem fordult
elé. Ez megegyezik mas kutatocsoportok korabbi megallapitasaival, akik csak E. faecalis-ban
talaltak meg. Hasonld eredményt kaptunk az agg esetében. Vizsgalatunkban az esp volt az
egyetlen virulencia faktor, amelyet a torzsek 16,3%-aban megtalaltunk. Szamos korabbi
tanulmany kimutatta, hogy az esp hordozas az egyik jellemzdje a koérhazakban elterjedt
antibiotikum-rezisztens E. faecium torzseknek.

Kutatécsoportunk vizsgalta a biofilm képzést és annak kapcsolatat a virulencia gének
jelenlétével. Gyenge Osszefliggést tudtunk kimutatni az esp gén jelenléte és a biofilm termelés
kozott. Amennyiben az esp jelen van a torzsben, a biofilm termelésnek az esélye Gtszor
nagyobb. A biofilm kialakuldsa azonban fliggetleniil az esp-tdl szamos egyéb mechanizmuson
is alapulhat.

A PFGE vizsgélat 9 kiilonboz6 pulzoétipust mutatott ki. A torzsek 74%-at 3 {6 klaszterbe
(ENTCO-062, ENTCO-075, ENTCO-151) lehetett csoportositani, jelezve a monoklonalitast.
Kisérleteink elején 2012-ben az ENTCO-062 pulzétipus volt az uralkodo, am a kovetkez6
években ez kevésbé volt jellemzd. Bar 5 izolatum 100%-o0s hasonldsagot mutatott ebben a
klaszterben (ST17 és vanB genotipus), ezek sporadikus eseteknek bizonyultak, jarvanyt nem
tapasztaltunk. A vizsgalati idészak végén 2015-ben az ENTCO-075 pulzétipus volt gyakoribb.

MLST alapjan a 14 VREfm izolatumot hat szekvencia tipusba lehetett besorolni, melyek
mindegyike a CC17-be tartozott. Koziiliik négy (ST17, ST117, ST78, ST203) képviseli a f6
ampicillin-rezisztens korhazi eredetti klont. Az ST412 és ST364 szekvencia tipusokhoz tartozo
VREfm izolatumokat a kutatocsoportunk irta le elészor a Kozép-Eurdpai régioban. Az ST364
kimutatasa kivételesen jelentds. E16szor Zhu és mtsai. irtdk le Pekingben és tudomasunk szerint
eddig csak egyetlen ilyen szekvencia tipusu térzsrdl szamoltak be Tajvanban. Az ST412 szamos
orszagban megtalalhato, foleg az Egyesiilt Allamokban és Nyugat-Eurépaban, de a hivatalos
adatbazisba mi kiildtiik be elészor Kelet-Europabol. Erdekesség, hogy két, ST117 és esp
negativ vér izolatum koziil az egyik VanA, a masik VanB genotipust volt. A tovabbi
elemzéseink feltartak, hogy a két torzs izolalasi ideje nagyon kozel esett egymashoz (5 napon
beliil), &m a minték kiilonb6z6 intézményekbdl szarmaztak. Ezekben az esetekben mind a vanA,
mind a vanB gén megszerzése kiilon eseményként fordulhatott el6.

Mostanaig nem allt rendelkezésilinkre informécié a VRE székletben valé hordozasarol
annak ellenére, hogy a tlinetmentesen kolonizaltak kiilonb6zé nozokomialis fertdézések
forrdsaként szolgalhatnak. Kutatdsom sordn 2016-ban két periddusban megvizsgaltuk a
gastrointestinalis VRE hordozas aranyat; szilard VRE Screent alkalmazva ez 2,2%-nak, mig
folyékony dusitot alkalmazva 5,8%-nak bizonyult.

Vizsgalatunk soran 93 VRE hordozd epidemioldgiai adatait elemeztiik. 24,7%-uk
esetében a rutin tenyésztés normal bélflora hianyt mutatott ki. 18-nak volt C. difficile pozitiv
lelete a sziirés iddpontjaban vagy az azt megel6z6 6 honapban, de csak 12 részesiilt vancomycin
kezelésben. 17 hordozo6 kapott vancomycint, de nem volt az anamnézisben C. difficile infekcio
(CDI). Statisztikai elemzéseink alapjan megallapitottuk, hogy a CDI és VRE kolonizacio
kozotti kapesolat statisztikailag szignifikans volt (p=0,0345). A VRE pozitivitas esélye 2,55-
szer nagyobb C. difficile pozitiv betegekben. A vancomycin terapiaban részesiilé betegek esetén



megallapitottuk, hogy a VRE pozitivitas esélye 13,59-szer magasabb, mint ha nem adtak volna
nekik vancomycint. Osszegezve elmondhatjuk, hogy 5,39-nél nagyobb eséllyel valhat VRE
hordozova valaki vancomycin kezelés utan, mint a C. difficile fertézés utan.

Az irodalommal 6sszhangban kutatocsoportunk is a leggyakoribb alapbetegségként a
malignitast mutatta ki a VRE-t hordozok korében (22,6%). A hordozok 21,5%-anal nem volt
dokumentalt alapbetegség a kortorténetiikben valamilyen jellegii fertézésen kiviil. A fertézések
illetve a hosszabb korhazi apolas megndvekedett antibiotikum fogyasztast eredményez, a
hordozok csupan 21,5%-a nem kapott antibiotikumot. A leggyakrabban alkalmazott szer a
metronidazol volt (47,3%), ezt kovették a cefalosporinok (40,9%) és a penicillinek (38,7%). A
hordozok 31,2%-a kapott vancomycint, amely a karbapenemmel egyiitt a negyedik
leggyakrabban alkalmazott gyogyszer volt.

Egy érdekes esetben egy betegnél vanA E. hirae kolonizaciot tudtunk kimutatni, a sz{irés
elott egy honappal pedig vanA E. faecium tenyészett ki a székletébdl. Ebben az esetben
feltételezhetd, hogy a vanA gén atadasa tortént a két faj kozott, bar ezt a hipotézist nem
erdsitettiik meg molekularis modszerekkel. A teljes sziirési periddus alatt 6sszesen 37,3% vanA
rezisztencia gént hordozd VRE-t detektaltunk, ami aggasztd, mivel a vanA atvihetd mas
genusokba tartozé nozokomialis kdrokozokra, példaul a Staphylococcus aureus-ba.

Az intestinalis VRE izoldtumok is érzékenyek voltak az ujabb szerekkel szemben. Ot
E. faecalis izolatum koziil csak 4 volt rezisztens a quinupristin-dalfopristinre (Q/D). Habar az
Enterococcus faecalis fajok az Isa gén expresszidja miatt intrinzik rezisztenciaval rendelkeznek
a Q/D-vel szemben, azok a klinikai izolatumok, amelyekben ennek a génnek a mutacidja
tortént, érzékenyek lehetnek.

A VRE kolonizacié gyakorisagat nehéz dsszevetni az irodalommal a betegpopulacio, a
minta tipusa, a kiilonféle taptalajokat alkalmaz6 kimutatdsi modszerek és/vagy a glikopeptid-
koncentraciok kiilonbségei miatt. A rektalis tenyésztésrél korabban leirtdk, hogy nem
azonositotta a gastrointestinalis kolonizaciok nagy részét, ezért vizsgalatainkhoz a tenyésztésre
érkez6 széklet mintakat hasznaltuk. Szamos cikk ir6i azt tapasztaltak, hogy a folyékony dusitas
javitja a kimutatas érzékenységét, ezt kivantuk mi is tesztelni. Azonban vizsgalatunk egyik
korlatja, hogy két egymast kovetd iddszakot szilirtiink a két kiilonb6z6 modszerrel, igy a szilard
¢s a folyékony VRE sziirést direkt modon nem lehet elvégezni. Annak ellenére, hogy a sz{ird
tapfolyadékkal tobb VRE-t azonositottunk, a szilard screen alkalmazasa kevésbé munka- és
id6igényes, igy konnyebben megvalosithato a rutin diagnosztika soran.



OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyom célja volt a klinikai mintadkbdl izoldlhato torzsek surveillance-e
keret¢tben a VRE gyakorisaganak vizsgalata, molekularis és epidemioldgiai jellemzése,
valamint a VRE székletben valé hordozdsanak felmérése, a hordozast esetlegesen eldsegitd
rizikofaktorok megallapitasa.

A 2012-2015 kozotti idészakban 40 vanB és 3 vanA rezisztencia gént hordozo E.
faecium-ot azonositottunk. Szerencsére a legujabb antibiotikumokra még érzékenynek
bizonyultak. MLST alapjan a korhazi torzsekre jellemzé klonalis komplex 17-hez (CC17)
tartoztak. Kutatdcsoportunk eldszor mutatta ki az ST412 ¢és ST364 szekvencia-tipusokba
tartoz6 izolatumokat a Kozép-Eurdpai régioban. PFGE vizsgalataink alapjan a torzsek 74%-at
3 6 klaszterbe (ENTCO-062, ENTCO-075, ENTCO-151) lehetet csoportositani, jelezve a
monoklonalitast. Bar 5 izoldtum 100% -os hasonldsagot mutatott az ENTCO-062-es
klaszterben, ezek sporadikus eseteknek bizonyultak.

Bebizonyitottuk a VRE torzsek székletben torténd hordozasat a keleti régioban. Kétféle
modszert alkalmazva a hordozés 2,2% volt szilard screent hasznalva, illetve 5,8% folyékony
dusitoval. Osszehasonlitva a klinikai és a széklet mintakbol szarmazo VRE torzseket a fajok és
a rezisztencia gének megoszldsa hasonlonak bizonyult, mely utalhat az eldbbiek székletbdl
torténd eredetére. Erdekes médon kutatocsoportunk a székletbdl izolalt masodik leggyakoribb
fajnak az E. gallinarum-ot talalta, mely a klinikai mintakban csak 2009-ig volt jelen, kés6bb a
rezisztensebb vanA/vanB torzsek kiszoritottak.

Eredményeink alapjan javasoljuk az enterococcusok ellen kevésbé hatékony
antibiotikumok hasznalatanak korlatozasat, az alabbi rizikocsoportokba tartozo betegek
szlirését: rosszindulatu daganatos betegek, cukorbetegek, hosszas korhdzi dpolason atesettek
illetve korabbi C. difficile fertézottek.

A vizsgalt idészakban nem tapasztaltunk jarvanyt, azonban az MRSA folyamatosan
novekvd magas prevalenciaja, a C. difficile fert6zések novekvo szama, a vancomycin fokozott
alkalmazasat kivanja. A jovében emiatt szdmithatunk a VRE torzsek tovabbi emelkedésére,
kiilonosen, a nozokomialis fertézések esetén. Az invaziv VREfm fertézések jelentés novekedése
miatt kiemelt jelentdsége van a megfelelé infekciokontrollnak, a fertdzott/kolonizalt betegek
elkiilonitésének, €s az antibiotikum terapia célzott és szakszer(i alkalmazasanak.
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