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2. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AST: antibiotic sensitivity test (antibiotikum érzékenységi teszt)

ATCC : American Type Culture Collection (amerikai tipustorzs gyljtemény)

BEA : Bile Esculin Azid (epe, eszkulin és azid tartalmu taptalaj)

BHI : brain heart infusion (agy és sziv kivonatot tartalmazo taptalaj)

BORSA : Borderline methicillin-resistant S. aureus

CA-MRSA : community aquired methicillin-resistant S. aureus (k6zOsségben szerzett
meticillin-rezisztens S. aureus)

CDC : Centers for Disease Control and Prevention (Jarvanytigyi €¢s Megel6zési K6zpont)

CFU : colony forming unit (telepképzo egység)

CLSI : Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinikai ¢s Laboratoriumi Standardok
Intézete)

CNS : koagulaz-negativ staphylococcusok

DNS : dezoxiribonukleinsav

EARS-Net : FEuropean Antimicrobial Resistance Surveillance Network (Eurdpai
Antimikrobidlis Rezisztenciat Felmérd Halozat)

EDTA : etilén-diamin-tetraecetsav

EUCAST : European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Eurdpai
Antimikrobiélis Erzékenységet Vizsgald Bizottsag)

GISA: glycopeptide-intermediate sensitive S. aureus (glikopeptidre mérsékelten érzékeny S.
aureus)

hVISA: hetero-vancomycin-intermediate sensitive S. aureus (vancomycinre mérsékelten
heterorezisztens S. aureus)

KRPD: Krebs Ringer Phosphate puffer dextrozzal

MH : Mueller Hinton agar

MIC : Minimal Inhibitiory Concentration (minimalis gatlo koncentracio)

MLST : multi locus sequence typing

MRSA : meticillin-rezisztens Staphylococcus aureus

MSSA : meticillin-szenzitiv Staphylococcus aureus

PAP-AUC : populacié analizis profil -area under curve (gorbe alatti tertilet)

PBP : penicillin binding protein (penicillin koto fehérje)

PCR : polymerase chain reaction (polimeraz lancreakcio)

PFGE : pulsed field gel electrophoresis (pulzalo eréterti gél elektroforézis)

RFLP : restriction fragment length polymorphism (restrikcids fragmenthossz-polimorfizmus)

SCCmec: Staphylococcus chromosomal cassette mec (Staphylococcus kromoszémalis kazetta
mec)

TAE : Tris-acetat-EDTA puffer

VISA : vancomycin-intermediate sensitive S. aureus (vancomycinre mérsékelten érzékeny S.
aureus)

VRE : vancomycin rezisztens enterococcus



3. BEVEZETES

A huszadik szdzad elsd felében a szintetikus és természetes eredetli antibiotikumok
bevezetése paradigmavaltast idézett eld az orvoslasban. Sokan azt gondoltak, hogy o6rokre
megszabadulhatunk a baktériumok altal okozott egyszerli fertézések, vagy széles korl
jarvanyok haldlos fenyegetésétl. A baktériumok genomjanak variabilitasa és a horizontalis
génatadas lehetdsége azonban megkérddjelezte a gyogyszeres kezelés mindenhatdsagat. Az
antibiotikum rezisztens baktériumok megjelenését kovetden a gyodgyszergyartok a
hatéanyagok szerkezetének modositdsaban, illetve ) mechanizmuson alapuld gyogyszerek
kidolgozasaban keresték a megoldast, azonban ezzel a megkozelitéssel legfeljebb csak
elodazni tudtak a rezisztenciabol adodo problémakat. Mig az 1950-es évektdl az 1980-as évek
masodik feléig a nagy cégek rendszeresen eldallitottak ujfajta antibiotikumokat, addig az
utobbi 20 évben ezek szama jelentdsen csokkent. A jelenlegi igen hosszt és bonyolult
gyogyszer-honositasi eljaras mellett a cégek szdmara nem éri meg ujfajta antibiotikumok
fejlesztése. Van olyan cég, amelyik arra szamit, hogy nem fog sor keriilni ujfajta
antibiotikumok kifejlesztésére ¢és megkezdte oltdoanyag, illetve antitest eldallitasat a
legfontosabb nozokomialis korokozok ellen (Fiizi, 2006). Ugy tiinik, hogy az elkdvetkezd
idékben a most rendelkezéslinkre all6 antibiotikum spektrumot kell hatékonyabban és
célszeriibben folhasznalni. Eldszor is meg kell sziintetni a nem megfeleld antibiotikum
felhasznaldssal kapcsolatos anomalidkat. Ismert, hogy a rezisztencia kialakulasanak egyik
oka, hogy egyes betegek hosszan tartd kezelésére széles spektrumitl antibiotikumokat
hasznalnak, melyeket empirikus uton valasztanak meg. Gyakori, hogy felsé léguti viralis
infekciokban folosleges antibiotikum kezelésre keriil sor (Kristof, 2010). Az antibiotikumok
kiterjedt haszndlata az elmult 50 évben olyan szelekcids nyomast eredményezett, amely a
bakterialis rezisztencia megjelenéséhez illetve a rezisztencia gének szétszorddasahoz vezetett
(Méndez-Alvarez és mtsai, 2000). Az emberi illetve az allati bélfléra is a rezisztencia gének
rezervoarja lehet. A rezisztencaért felelds gének eredete régota foglalkoztatja a tudomanyt. A
legijabb kutatasok szerint a kornyezetiinkben €16 mikrobak magas szinten antibiotikum
rezisztensek, és legalabb néhany klinikailag jelentds rezisztencia gén ezektdl szarmaztathatd
(Wright, 2010). A kiilonboz6 hatdanyagok szinergizmusan alapulé kombindlt terapidk mar
nem hozhatnak megnyugtatd megoldast, ugyanis a multirezisztens baktériumok mara igen
elterjedtek nemcsak a korhazakban, mint nozokomialis korokozok, hanem mar a kdzosségben
szerzett fertézések nagy részét is ezek okozzak. A rezisztens torzsek altal okozott fertdzések

szama azért is novekszik, mivel egyre tobb a csokkent védekezdképességii beteg, emelkedik



az invaziv beavatkozasok szama, sokkal tobben keriilnek intenziv osztalyra, a betegpopuléacio
¢letkora pedig meghosszabbodott (Szalka, 2009). Szerencsére jelenleg még ott tartunk, hogy a
legujabb, Gram-pozitiv baktériumok ellen kifejlesztett antibiotikumok (quinupristin-
dalfopristin, daptomycin, linezolid, tigecyclin, dalbavancin, telavancin, oritavancin stb) még
hatasosak, a kutatok pedig biztatd eredményeket érnek el az 0j tipusu (antitest, szignal-
molekula, quorum sensing inhibitor alapu) gyodgyszerek tesztelése soran (Ippolito €s mtsai,
2010). Ebben a helyzetben felértékelddott a bakterialis diagnosztika jelentdsége. A rezisztens
baktériumok gyors és megbizhatd kimutatdsa elengedhetetlen a megfeleld antibiotikum
terapia megvalasztasahoz, illetve a megfeleld infekciokontroll intézkedések bevezetéséhez. A
modern eljarasok koziil kiilondsen jelentdsek a molekularis bioldgiai megkozelitések,
amelyek a baktérium genotipusa alapjan akar 1 napon beliil egyértelmii azonositast tesznek
lehetévé. Munkdmmal én is ehhez a teriilethez kivantam hozzajarulni azaltal, hogy Uuj
molekularis biologiai alapti diagnosztikai eljardsokat teszteltem a DE OEC Orvosi
Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratdriumaban.

Témam kivalasztdsaban szerepet jatszott, a rezisztens Gram-pozitiv korokozok
eldretorése az utdbbi évtizedekben. A nyolcvanas évek kozepétdl kezdve 1ujra gyakoribba
valtak a Gram-pozitiv coccusok, elsdsorban a koagulaz negativ staphylococcusok, legiijabban
pedig az enterococcusok altal okozott fertézések (Kristof, 2010). A mikrobiologiai
laboratoriumnak nagyon fontos szerepe van a nozokomialis fertézéseket okoz6 korokozdk
identifikalasa és korrekt antimikrobidlis érzékenységének meghatdrozasdban. A rutin
laboratériumi technikak mellett ma mar elengedhetetlen lenne az egyszerii molekularis
diagnosztikai modszerek bevezetése a potencialis pathogének illetve rezisztencia rezervoarok
monitorozasdhoz a korhdzakban. A molekularis biologiai elényei k6z¢é sorolhatok a pontosabb
faji identifikalas, a gyorsabb eredmény, az epidemiologiai tipizalas: egy torzs bizonyitott
klonalitdsa lehetdséget biztosit a beteg és a kérdéses mikroorganizmus terjesztdje, esetleg

forrasa kozotti kapcsolat igazolasara.



4. IRODALMI ATTEKINTES

4.1.Gram-pozitiv coccusok

Az antibiotikumok felfedezése el6tt a szepszisek kozel 90%-at Gram-pozitiv
baktériumok okoztak (S. pneumoniae, S. aureus, A csoportl Streptococcusok). Az Otvenes
évek elejétdl a nyolcvanas évek kozepéig a szepszisek - ezen beliil féleg a korhazi eredetii
Gram-negativ bakterialis eredetlick- szama fokozatosan emelkedett. Az elmult 15 évben
azonban a Gram-pozitiv mikrobdk altal okozott szepszisek ujbol eldtérbe keriiltek (Szalka,

2009).

4.1.1. Az enterococcusok jellemz6i

A székletben talalhato, rovid lancokban vagy parokban elhelyezkedd coccusokat mar
felfedezésiikkor "enterococcus"-nak nevezték el. Sokaig a Streptococcus genusba soroltak
ezeket a baktériumokat, bar tulajdonsagaik alapjan meglehetdsen kiillonboztek a genus tobbi
tagjatol. 1984-ben genetikai bizonyitékok alapjan (DNS hibridizacio, 16S rRNS szekvenalas)
az 6nallé Enterococcus genusba kertiltek (Schleifer és Kilpper-Balz, 1984), amelybe jelenleg
40 species tartozik (J.P. Euzéby, www.bacterio.net). Mivel az enterococcusok kedvezodtlen
kornyezeti viszonyok kozott is képesek tulélni és szaporodni, a természetben szinte mindentitt
megtalalhatok: talajban, vizben, ¢élelmiszerben, allatokban. Az emberi ¢és az Aallati
béltraktusban fordulnak eld leggyakrabban, de az urogenitélis szervek (hiively, hagycsd), az
epeholyag €s a szajlireg normal florajanak is alkotdi. Az enterococcus fertdzések ezért foként
endogén eredetiiek, de 1étrejohetnek exogén uton, a kéz és targyak (pl. hdmérod) kozvetitésével
is (Czirok, 1999). Az E. faecalis a leggyakrabban izolalt species, masodik az E. faecium
(EARS-Net, 2010).

Az enterococcusok altal leggyakrabban okozott betegségek: a hugyuti infekciok,
hepatobiliaris szepszis, endocarditis, sebfertdzés, bacteraemia és neonatalis szepszis (Poh ¢és
mtsai, 2006). Az elmult évtizedben a hugyuti- és sebfert6zések masodik, a bacteraemiak
harmadik leggyakoribb korokozdéiként izolaltak dket (De Fatima Silva Lopes €és mtsai, 2005).

Az enterococcus fertézések leggyakrabban antibiotikum kezelés utan Iépnek fel.

Elsésorban az enterococcusokra nem, vagy csak margindlisan hatd antibiotikumokkal



(cefalosporinok, aminoglikozidok, clindamycin, kinolonok, metronidazol) folytatott terapia
soran fordul el enterococcus feliilfert6zédés (Czirok, 1999).

Az enterococcusok Gram-pozitiv coccusok. Képesek antimikrobidlis peptidek, un.
bakteriocinek termelésére. Egyes speciesek, az E. gallinarum és az E. casseliflavus
mozognak, ami félfolyékony taptalajban kimutathatd. Az enterococcusok fakultativ
anaerobok, optimalis novekedési hdmérsékletiik 35-37 °C, de a legtobb torzs képes 5-50°C-on
is szaporodni. Mind az E. faecalis és az E. faecium t0léli a 60°C-os hokezelést 30 percig
(Foulquie Moreno, 2006). Novekedésiikh6z nem igényelnek emelt CO, atmoszférat. A
legtobb torzs szaporodik agar lemezen, izoldlasukra azonban a véres agar haszndlatos,
amelyen jobban ndvekednek. Sziirkésfehér, 1-2 mm atmérdjl, csillogd, kdzépen tomorebb
allomanyu telepeket képeznek. Néhany izoldtum B-hemolizist mutat. Az E. faecalis térzsek 30
%-a B-hemolizal nyul-, 16-, vagy emberi vért tartalmazé taptalajokon, de ezek a torzsek
birkavérrel késziilt agaron nem hemolizédlnak. A B-hemolizis néha marhavéres agaron is
tapasztalhatd. Az E. casseliflavus, az E. mundtii és az E. sulfureus sarga pigmentet termel,
amelyet csak akkor észleliink, ha a tenyészetet kaccsal 6sszehuzzuk. Szelektiv taptalajuk az
epe-eszkulin-azid téptalaj (bile esculine azide, BEA), melyen az enterococcusok az eszkulin
hidrolizis kovetkeztében fekete telepekben nodvekednek. A colistinnel és nalidix-savval
kiegészitett véres agar is alkalmas az enterococcusok szelektiv izolalasara. Valamennyi torzs
novekszik 6,5%-0s NaCl-ot tartalmaz6 tapfolyadékban. Az enterococcusok nem tartalmaznak
citokrom enzimeket, ezért kataldz-negativak. Esetenként gyengén pozitiv katalaz-reakciot
adnak egy un. pszeudokataldz termelése kovetkeztében. Majdnem valamennyi izolatum
homofermentativ, a gluk6zbdl gaz nélkiil tejsavat képez. Az E. cecorum, az E. columbae és az
E.  saccharolyticus kivételével valamennyi species pirrolidonil-arilamiddzt termel.
Valamennyi torzs termel leucin-aminopeptiddzt. Az enterococcusok az eszkulint hidrolizaljak,
40 % epe és Na-azid jelenlétében novekednek. Az enterococcusok 4 f6 képviseldje koziil csak
az E. faecalis tellurit tir6, és hasznositja a piruvatot. Egyébként pigmenttermelés,
mozgasképesség valamint cukorbontd képesség alapjan kiilonboztethetok meg egymastol (1.
tablazat). Az ugynevezett Lancefield D csoportantigén jelenléte altaldban jellemz6 az

enterococcusokra, de nem minden izolatumban mutathato ki (Czirok, 1999).



1. tablazat. Az enterococcusok 4 f6 képviseldjének biokémiai tulajdonsagai

E. faecalis E. faecium E. casseliflavus E. gallinarum
Tellurit tirés + - - -
Piruvat hasznositas + - - -
Pigment termelés - - + -
Mozgés - - + T
Arabindz bontas - + + +
Szorbit bontas + valtozo valtozo -

4.1.2. A Staphylococcsok jellemz6i

A genusba jelenleg 45 speciest sorolnak (J.P. Euzéby, www.bacterio.net). A
Staphylococcus genus tagjai Gram-pozitiv coccusok, egyesével, parossaval, tetrddokban,
rovid lancokban, vagy szOlofiirt szerti elrendezddésben fordulnak el6. Az ember illetve a
melegvérti allatok borén, orrdban ¢€s egyéb nydlkahartydin is megtalalhatok, mint a
normalflora tagjai. Nem mozog6, sporat nem képzd, altalaban katalaz-pozitiv €és tok nélkiili
baktériumok. A legtobb faj fakultativ anaerob. A Micrococcaceae csalad tagjai, a
Micrococcus genustdl konnyen elkiilonithetOk: oxiddz negativak, lecitinaz pozitivak,
bacitracin rezisztensek, furazolidonra, nitrofurantoinra illetve lysostaphinra is érzékenyek.
Tenyésztési optimumuk 37°C, 2-3 mm, kerek szélli, fényes, enyhén domboru telepeket
képeznek, melyek szine pigmentjeiktdl fliggben aranysarga (S. aureus), citromsarga,
porcelanfehér, vagy sziirkésfehér lehet. (Gergely, 2003). A genus orvosi mikrobiologiai
szempontbol legjelentdsebb tagja a Staphylococcus aureus. Az elsé S. aureus torzset
Alexander Ogston izolalta 1880-ban, egy miitéti talyogbol (Ogston, 1882). A faj
legjellemzObb tulajdonsdga a koagulaz pozitivitds, szemben a tobbi koaguldz negativ
Staphylococcus-szal (CNS). Az exokoagulaz enzimet cs6koagulaz probaval, az
endokoagulazt (“clumping factor”, a torzsek 90-95%-dnak felszlinén) pedig targylemez
agglutinacioval lehet kimutatni. A szintén koaguldz-pozitiv S. intermediustol illetve a S.
hyicus koagulaz-pozitiv torzseitdl acetil-metil-karbinol termelése, a S. delphini és S. schleiferi
ssp coagulans torzsektol pedig a ’clumping faktor” jelenléte kiilonbozteti meg (Czirdk, 1999).
A legtobb staphylococcus fajtél elkiiloniti a hdstabil termonukledz termelése is. Jelentds

virulencia faktora a protein A, mely 95%-ban a koagulazzal egyiitt termelddik. Vegyes




florabol 7,5% NaCl tartalmi véres agaron izolalhato. Mivel obligat pathogén, foszfatazt
termel, a mannitot fermentalja.

A S. aureus okozta infekciok egy része a bdr, vagy borfiiggelékek gennyes
elvaltozasaiként jelentkezik (furunkulus, cellulitis, impetigo, posztoperativ sebfertdzések),
mas része rendszerint sulyos lefolyast szisztémdas fert6zés: szepszis, pneumonia,
osteomyelitis, akut endocarditis, myocarditis, pericarditis, cervicitis, meningitis, tobb
szervrendszerre kiterjedd talyogok. Toxinhatds eredménye a staphylococcus ételmérgezés, a
toxikus epidermalis necrolysis ¢és a toxikus shock syndroma. Korhdzi jarvanyok
koérokozdjaként a methicillin rezisztens S. aureus (MRSA) vilagszerte sulyos gondot jelent.
Gyakorisaga emelkedik, mar teriileten szerzett infekciokban is megjelent. Koérhazi
kornyezetbdl kiirtani rendkiviil nehéz, az uUjonnan felvett, a tenyésztés eredményéig
elkiilonitett betegek orrvaladékanak sziirését és a személyzet kézmintdinak rendszeres
ellendrzését magaba foglald aktiv megeldzéssel csokkenthetd a jarvanyok kialakuldsanak a

veszélye (Czirdk, 1999).

4.2. Antibiotikum rezisztens baktériumok

4.2.1. Az enterococcusok antibiotikum rezisztenciaja

Az enterococcusok természetes rezisztenciat mutatnak valamennyi cefalosporinnal, a
clindamycinnel és a metronidazollal szemben. Elsésorban a cefalosporinok és a metronidazol
elterjedt hasznalatat teszik feleldssé az enterococcusok eldretdréséért. A penicillin és
szarmazékai irant sokkal kevésbé érzékenyek, mint az igazi streptococcusok. Ez az alacsony
szintli természetes rezisztencia olyan penicillin kotd fehérjék jelenlétének tulajdonithato,
amelyek csokkent affinitdst mutatnak a B-laktdm antibiotikumok irdnt (Czirdk, 1999). A
penicillinekkel szembeni természetes rezisztencia ¢és a késobb targyaland6 tolerancia
kovetkeztében a penicillinszarmazékok nem alkalmazhatéak monoterapiaként sulyos
enterococcus infekciokban (szepszis, endocarditis, meningitis). Ilyen korképek kezelésekor a
penicillineket aminoglikozidokkal kombinaltan kell alkalmazni, annak ellenére, hogy az
aminoglikozidok is csak mérsékelten hatékonyak az enterococcusokra. A két szer egyiitt
alkalmazva baktericid szinergizmust mutat. A tobbi Gram-pozitiv coccustdl eltéréen az
enterococcusok eleve rezisztensebbek az aminoglikozidokkal szemben, mivel ezek csak

kismértékben jutnak be az enterococcus sejtekbe, ezért az aminoglikozidok sem
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alkalmazhatok monoterapiaként enterococcus infekciok kezelésére, hanem csak a sejtfal-aktiv
penicillinekkel, vagy glikopeptidekkel kombinalva. Mivel az E. faecium intrinsic
tulajdonsaga, hogy egy olyan enzimet is termel, amely a gentamicin és a streptomycin
kivételével valamennyi aminoglikozidot hatédstalanitja, a gentamicin a kombinacio elsdként
valasztand6 tagja (Czirdk, 1999). Vancomycinnel szemben a két mozgd species, az E.
casseliflavus ¢és az E. gallinarum természetes, alacsony szintli rezisztencidt mutat. A
vancomycin csak bakteriosztatikus hatast képes kifejteni az enterococcusokra, ezért
onmagéaban ez sem hasznalhaté a sulyos infekciok kezelésére, csak aminoglikozidokkal
kombinalva. Az E. faecium torzsek nagy része rezisztens imipenemre.

Az enterococcusok szdmos antibiotikummal szemben szereztek rezisztenciat. Magas
szintll ampicillin rezisztencidjuk (ampicillin MIC >100 pg/ml) tobbféle mechanizmus révén
johet létre. A leggyakoribb a penicillin kot fehérjék megvaltozasa, féként E. faecium-ban. A
panrezisztens E. faecium torzsek eldretdrése aggodalomra ad okot, 31%-uk rezisztens
ampicillinre, vancomycinre, gentamicinre és streptomycinre (Edwards, 2000). El6szor az E.
faecalis torzsek kozott észlelték a B-laktamaz termeld torzsek megjelenését. Ez a plazmidon
kédolt penicillin rezisztencia gyakran jar egyiitt magas szintli aminoglikozid rezisztencidval.
Manapsag mar B-laktamaz termel6 E. faecium-okat is izolaltak. Az enterococcusok toleranciat
mutatnak a penicillinek baktericid hatdsaval szemben. Ez a tolerancia csak olyan enterococcus
populécidban tapasztalhatd, amely ki volt téve antibiotikum hatdsnak. Az enterococcusok
olyan plazmidokat, vagy transzpozonokat szerezhetnek, amelyek aminoglikozid inaktivalod
enzimek termeléséért felelések. Az ilyen enzimeket termeld torzsek magas szinten
rezisztensek (MIC >500 pg/ml) az aminoglikozidokkal szemben és kovetkezésképpen a
kombinaciok sem hatnak rajuk. A gentamicinre rezisztens torzsek rezisztensek valamennyi
aminoglikozidra, kivéve a streptomycint, amely hatékony lehet egyes izoldtumokra. A
bifunkcionalis enzim 6’-aminoglikozid acetiltranszferaz (AAC-6’) 2”-aminoglikozid
foszfotranszferdz (APH-2"), amit a 2 kilobazisos fuzionalt gén aacA-aphD kddol, gentamicin
rezisztenciat eredményez enterococcusokban. (az aacA gén rezisztenicat eredményez
amikacinra, dibekacinra, isepamicinre, netilmicinre, sisomicinre €s tobramycinre, az aphD
pedig gentamicinre, illetve astromycinre)

A sokaig végsé megoldasnak tekintett glikopeptid tipusu antibiotikumok koziil a
vancomycint régebben, a teicoplanint wjabban alkalmazzdk az enterococcus infekciok

kezelésében.
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4.2.2. A staphylococcusok antibiotikum rezisztenciaja

A S. aureus elsédlegesen érzékeny az aerob Gram-pozitiv baktériumokra hatd
valamennyi antibiotikumra. Ezekkel szemben a torzsek masodlagos, szerzett rezisztenciat
mutatnak. A klinikai izoldtumok tobb mint 95%-a rezisztens penicillinre. Az
oxacillin/methicillin rezisztencia aranya emelkedd, egyes korhazakban elérheti a 80%-ot.
Penicillinekkel szemben a rezisztencia két tipusa fordul eld: exogén B-laktamaz termelése
esetén a torzs egyidejlileg rezisztens ampicillinre, carbenicillinre, azlocillinre, mezlocillinre és
piperacillinre is, de érzékeny a p-laktaméz gatlokkal kombinalt készitményekre. Uj penicillin
koté proteinek szintetizalodasa esetén a penicillinek tamadéaspontja valtozik meg (PBP,
”penicillin binding protein”). Ez teljes keresztrezisztenciat eredményez minden [-laktdm
antibiotikumma, (félszintetikus penicillinek, cefalosporinok, karbapenemek), valamint (-
laktaméaz inhibitorokat tartalmazé készitményekkel szemben is. Ezek a torzsek gyakran

A makrolid-link6zamid-streptogramin ~ (MLS)  antibiotikumokkal = szembeni
rezisztencia alaptipusa a riboszomalis RNS szerkezetének modosuldsa. Ez teljes, vagy
részleges keresztrezisztenciat eredményez az MLS csoport tagjai kozott: a torzsek
rezisztensek egy vagy tobb makrolid antibiotikummal szemben, de clindamycinre egyarant
lehetnek érzékenyek és rezisztensek is. Aktiv transzportnak koszonhetd efflux esetén sziik
keresztrezisztencia spektrum alakulhat ki. A rezisztencia ritkdn eléforduld tipusai az
erythromycin inaktivaldsa észterezéssel és a sejtbe vald bejutasanak megakaddlyozas a
membran-permeabilitas valtozasa révén. Ezek nem jarnak egyiitt mas szerekkel szembeni
rezisztenciaval.

A clindamycin rezisztencia hatterében enzimes inaktivalads all, mely lincomycin-
koronggal vizsgalva ismerheté fel. A feliileti sebfertdzések kezelésében alkalmazott
mupirocinnal szembeni rezisztencia a koérhdzi torzsek kozott szamottevd. A rezisztens
torzsekben két izoleucin szintetaz enzim talalhat6, a mupirocin csak az egyiknek a miikodését

gatolja (Czirdk, 1999).

4.2.3. Glikopeptid antibiotikumok hatismechanizmusa

A glikopeptid antibiotikumok csoportjaba két nagy molekulatomegli (kb. 1450 D)

antibiotikum tartozik, az Amycolatopsis orientalis altal termelt vancomycin, és a hasonld
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struktiraju teicoplanin, amit az Actynoplanes teichomyceticus termel (Parenti és mtsai, 1978)

(1. abra).

\Vancomygcin Teicoplanin

1. abra. A vancomycin és a teicoplanin szerkezete (Méndez-Alvarez és mtsai, 2000)

Az eredeti készitmények rendkiviil oto- és nefrotoxikusak voltak, ezért hosszu ideig
csak bélmiitétek eldkészitésében az anaerob flora csiraszamanak csokkentésére hasznaltak. A
kromatografidsan tisztitott készitmények hatasa tobbszordsen feliilmulja a nyers termékekét,
ugyanakkor kevésbé toxikusak. A szérumszint monitorozasa mellett intravénasan, elsGsorban
infuzidban adhatok (Gergely, 2003).

A baktériumok sejtfal szintézise soran a citoplazmaban eldszor egy L-alanin molekula
atalakul D-alaninnd, racemdz enzim segitségével, majd 2 D-alanin molekulat 6sszekapcsol
egy ligdz. Ez a dipeptid ezutdn hozzékapcsolodik egy uracil-difoszfat-N-acetilmuramil-
tripeptid-hez, 1étrehozva az un. uracil-difoszfat-N-acetilmuramil(NAM)-pentateptidet, amely
egy lipid hordozéhoz kotddik, és itt kapcsolddik hozza az N-acetil-glilkozamin (NAG) is. A
lipid hordozé atjuttatja a prekurzorokat a sejtmembran kiilsé felszinére, ahol megtorténik a
transzglikozilacio, a NAG-NAM-pentapeptid beépiil a naszcens peptidoglikanba, majd a
transzpeptidacio soran létrejonnek a keresztkozések (Reynolds és mtsai 1989).

A glikopeptidek a sejtfal peptidoglikan szintézisének késoi fazisat gatoljak. A Gram-
pozitiv baktériumok peptidoglikanjanak egyik prekurzorahoz, a citoplazma membran kiilsé
részén levd termindlis pentapeptidhez, a D-alanil-D-alaninhoz kotddve a sejtfalképzdodés két
alapvetd folyamatat, a transzglikozidaciot és a transzpeptidaciot blokkoljak (Courvalin, 2006)

(2. abra).
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2. abra. Peptidoglikan bioszintézis €s a vancomycin hatdsmechanizmusa.
Az antibiotikum kotédése a késoi peptidoglikan prekurzorok C-termindlis D-Ala—D-Ala
végeihez megakaddlyozza a transzglikozilaz, transzpeptidaz és a D,D-karboxipeptidaz
enzimek miikodesét. Ddl ligaz= D-Ala-D-Ala ligaz, MurF= egy szintetdaz protein, UDP=
uracil difoszfat (Courvalin, 2006 alapjan)

Azok a Gram-pozitiv baktériumok, amelyeknek a megfeleld terminalis pentapeptidje a
D-alanin-D-alanin helyett D-alanin-D-laktat, természetes rezisztenciaval rendelkeznek a
glikopeptidekkel szemben, mert ehhez a pentapeptidhez a glikopeptidek csak gyengén
kotédnek. Ilyenek a Leuconostoc, a Pediococcus, a Lactobacillus genusba tartozd torzsek
nagy része, az Erysipelothrix és a Nocardia genusok torzsei. A Gram-negativ baktériumok
porinjain a nagymolekuldja glikopeptid molekuldk eleve nem tudnak athatolni, ezért a Gram-
negativ baktériumok a Flavobacterium genus, és a porphyromonasok kivételével glikopeptid
antibiotikumokkal szemben elsddlegesen rezisztensek (Schafer, 1996).

A glikopeptid antibiotikumok baktericid hatdsdnak kialakulasaban tobb mechanizmus
jatszik szerepet (Gergely, 2003).

1. gatoljak a sejtfalszintézist, a peptidoglikan prekurzorokkal komplexet képezve

2. a sejtfal-sejtmembranhoz kapcsolédva megvaltoztatjak a szelektiv permeabilitast

¢s az aktiv transzportot
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A B-laktdmokhoz hasonléan a glikopeptid antibiotikumok az aminoglikozidokkal
egylitt adva potencirozzék egymas hatasat. A liquorba csak gyulladas esetén jutnak be, epében
nem érnek el terapids koncentraciot. A glikopeptidek hasznalatat javasoljdk MRSA
fertozések, Clostridium difficile fertézések kezelésére, illetve Gram-pozitiv baktériumok
okozta sulyos fertézések esetén, amikor a beteg allergias a p-laktamokra (Méndez-Alvarez és

mtsai, 2000).

4.2.3.1.Vancomycin rezisztencia enterococcusokban

A glikopeptidekkel szembeni masodlagos rezisztencidnak jelenleg elsdsorban az
Enterococcus és a Staphylococcus genusba tartozd speciesek esetében van klinikai
jelentésége. Az idetartozo antibiotikumokkal szembeni mdasodlagos rezisztencia eldszor az
enterococcusok teriiletén valt ismertté és ezt a rezisztencia mechanizmust tanulmanyoztik a
legintenzivebben. Amennyiben egy VRE torzs fertéz meg egy beteget, a kérhdzi kezelés
sikertelensége 20%-al nd, a mortalitdas pedig 27%-r6l 52%-ra nd egy érzékeny torzzsel

szemben (Brown ¢és mtsai, 2006).

A rezisztencia kétféle moddon valdsulhat meg: egyrészt a célmolekulak
megvaltozasaval, masrészt az érzékeny célmolekuldk eltavolitasa révén (Arthur és mtsai,
1996). Az elobbi mechanizmus soran a peptidoglikan prekurzor C-terminalis D-alaninja
helyett vagy D-laktat (vanAd, vanB, vanD, vanF és vanM rezisztencia gének esetén), vagy D-
szerin (vanC, vanE, vanG, vanL gének esetén) épiil be. A D-alanin-D-laktathoz 1000-szer
kisebb a vancomycin kotédés, mig a D-alanin-D-szerin esetén ez csak 7-szeresére csokken.
(Gilmore, 2002). Az érzékeny célmolekulaknak, a D-alaninra végzddo prekurzoroknak az
eltavolitasat 2 enzim végezheti: a VanX D,D-dipeptidéz, a D-ala-D-ala dipeptidek hidrolizisét
végzi, a VanY D,D-karboxipeptidaz pedig a késéi peptidoglikan prekurzorok C-terminalis
végeir6l hasitja le a D-alanint (Arthur és mtsai, 1998). A D-alanin-D-szerin ligazt termeld

torzsek esetén ezt a 2 funkciot a VanXY latja el.

A rezisztencia osztalyozasa a ligazok strukturalis génjeinek elsddleges szekvencidin
alapul. Eddig 9 van gént irtak le. A leggyakoribb VanA tipusti rezisztencia tobbféle
Enterococcus speciesre, elsdsorban az E. faecalis ¢és az E. faecium fajokra jellemzd, és a
Tnl546 transzpozon illetve ehhez kozeli rokon elemek kozvetitik. A rezisztencia
konjugécioval akar olyan mas genusok, mint a Streptococcus, a Staphylococcus és a Listeria,

érzékeny egyedeire is atvihetd. A VanA tipusu glikopeptid rezisztenciat magas szintii
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vancomycin (MIC: 64-1000 mg/l) és magas szintli teicoplanin rezisztencia (MIC: 16-512
mg/l) jellemzi. A rezisztenciat mindkét antibiotikum indukalhatja (Werner €s mtsai, 2008). A
VanB tipust rezisztencia esetén a prekurzorok szintén D-alanin-D-laktitban végzddnek. Az
ilyen torzsek vancomycinnel szemben mérsékelten, vagy magas fokban rezisztensek (MIC: 4-
1000 pg/ml), teicoplanin irant in vitro érzékenynek tiinnek (MIC: 0,5-1 ug/ml), a teicoplanin
a rezisztenciat nem indukélja. A vanB operon plazmidon vagy kromoszomalisan helyezkedik
el, szintén transzferdbilis. Szekvencia kiilonbségek alapjan a vanB cluster 3 szubtipusra
oszthato: vanBl1, vanB2 és vanB3 (Dahl és mtsai, 1999; Patel és mtsai, 1998). A szerzett,
VanD tipusi rezisztencia a konstitutivan termelédé D-alanin-D-laktat peptidoglikdn
prekurzoroknak tulajdonithat6. A vanD (Perichon és mtsai, 1997) gének altal kodolt
rezisztencia faktor kromoszémalisan helyezkedik el, és nem transzferdbilis. A térzsek D,D-
dipeptidaz aktivitasa elhanyagolhato, mégsem érzékenyek glikopeptidekre, mert a ddl génjiik
kiilonféle mutaciok kovetkeztében inaktiv. A vanD cluster konstitutiv expresszaloddsanak oka
szintén mutacid a vanRp regulatorban és a vanSp szenzorban (Depardieu és mtsai, 2003;
Depardieu és mtsai, 2004a). Ezidaig 5 vanD szubtipust fedeztek fel (vanDI-5), melyeket E.
faecium, E. faecalis vagy E. raffinosus fajokban irtak le (Werner és mtsai, 2008). A vanF gén
clustert a Paenibacillus popilliae nevli biopeszticid baktériumban fedezték fel, de
enterococcousokban eddig még nem mutattak ki (Patel és mtsai, 2000). A legtjabban
felfedezett van gén clustert, a vanM-et Xiaogang ¢és mtsai jellemezték 2010-ben egy E.
faecium torzsbOl. A vanM rezisztencia gén szintén egy D-alanin-D-laktat ligdzt kodol, a
rezisztenciat mindkét antibiotikum indukalhatja, és konjugécioval atvihetd. A vanM pozitiv
torzsek vancomycinre és teicoplaninra is magas fokban rezisztensek. A glikopeptidekkel
szembeni VanC tipusu rezisztenciaért a D-alanin-D-szerin ligdz a felelds. Elsoként a vanC1
rezisztencia gént Enterococcus gallinarum, késébb a vanC2/3 gént Enterococcus
casseliflvaus/flavescens fajokban irtdk le (Leclercq és mtsai, 1992; Navarro és Courvalin,
1994). Ez a tipust rezisztencia kizardlag vancomycinnel szembeni, konstitutiv vagy
indukalhat6, alacsony szintli (MIC: 2-32 ug/ml) rezisztenciat jelent, az ide tartozo torzsek
teicoplanin irdnt érzékenyek. A vanC operon kromoszomadlisan helyezkedik el, nem
transzferabilis és az E. gallinarum/casseliflvaus/flavescens fajok intrinsic tulajdonsaga. A
VanE tipusu rezisztencia esetén az E. faecalis torzsek csak vancomycinnel szemben mutatnak
alacson szintii rezisztenciat (MIC 8-32 ug/ml) . A vanE klaszter leginkabb a vanC operonhoz
hasonlit, a peptidoglikdn prekurzorok D-szerinben végzddnek (Fines és mitsai, 1999). A
szerzett, VanG tipust is az indukdlhatd, alacsony szintli vancomycin rezisztencia jellemzi

(MIC 16 pg/ml) (McKessar és mtsai, 2000), azonban ez transzferabilis. vanG1 és vanG2
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szubtipusok léteznek (Werner és mtsai, 2008; Boyd és mtsai, 2006). Egy vanL operont
hordozé E. faeclis torzset irtak le Boyd és mtsai 2008-ban, melynek vancomycin MIC értéke
8 ng/ml volt. Ez az operon is nagyban hasonlit a vanC operonra, azzal a kiilonbséggel, hogy a
szerin racemdz aktivitast 2 gén kodolja: vanTm; és vanTr;. A vancomycin rezisztencia
tipusait €s genetikai hatterét a 2. tablazat foglalja 6ssze.

Néhany VanA illetve VanB tipusu enteroccoccusndl mar beszamoltak {n.
vancomycin-dependenciarol is (Courvalin, 2006). Ezeknek a torzseknek sziikségiik van a
glikopeptidek jelenlétére a ndvekedéshez, mivel kiilonféle mutdciok kovetkeztében nincs
normalisan miik6do D-alanin-D-alanin ligazuk.

A vancomycin rezisztencia legaggasztobb jellemz6i: (1) a szinergizmus hidnya
aminoglikoziddal torténd kombindacid esetén, (2) szdmos antibiotikummal szembeni szimultan
rezisztencia magas frekvencidja, (3) annak a veszélye, hogy a rezisztencia atterjed mas (S.
aureus, S. pneumoniae) fajokra.

Az els6 vancomycin rezisztens enterococcus (VRE) fajok megjelenését Eurdpaban
1988-ban kozoltek (Leclercq és mtsai, 1988; Uttley €s mtsai, 1988). Hasonlod torzseket talaltak
kés6bb az Egyesiilt Allamok keleti partjainal (Frieden és mtsai, 1993).
megjelenése és elterjedése az Amerikai Egyesiil Allamokban és mas Eurdpaban. Mig az USA-
ban a nagymértékii antibiotikum fogyasztas jatszik szerepet, Eurdpaban az avoparcin
(hozamfokozé glikopeptid) allati takarmanyba keverése miatt jelent meg az allatok, majd az
ember béltraktusdban (Mannu €s mtsai, 2003).

Az avoparcint Magyarorszagon nem hasznaltak olyan széleskortien, mint mashol, talan
ezzel is magyarazhato, hogy a VRE szamottevo jarvanyt Magyarorszdgon eddig nem okozott.
Az avoparcin hasznalatat 1998-ban betiltottdk (Ghidan és mtsai, 2008).

A VRE eddig csak szorvanyosan fordult el6 Magyarorszagon. Az elsé hazai PCR
technikaval igazolt esetet Ghidan és mtsai kozolték 2000-ben. Knausz €s mtsai 2003-ban
ugyancsak PCR-rel igazolt VRE izolalasarol szamoltak be. 2005-ben irtdk le az elsé hazai

vancomycin rezisztens E. faecium altal okozott epidémiat (Bordcz és mtsai, 2005).
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2. tablazat. A vancomycin rezisztencia tipusai

Intrinsic
Szerzett rezisztencia
rezisztencia
Fenotipus VanA VanB VanD VanE VanG VanL VanM VanC
ligaz gén vanA vanBI-3 vanD1-5 vank vanGl1-2 vanL vanM vanC1-2/3

D-Ala-D-szerin

D-Ala-D-szerin

D-Ala-D-laktat

D-Ala-D-szerin

ligaz D-Ala-D-laktat | D-Ala-D-laktat | D-Ala-D-laktat | D-Ala-D-szerin
vancomycin MIC
64-1000 4-32(-1000) 64-128 8-32 16 8 >256 2-32
mg/1
teicoplanin
(4-)16-512 0,5-1 4-64 0,5 0,5 S (0,75)>64 0,5-1
MIC mg/l
expresszié indukalhato indukalhato konstitutiv indukalhato indukalhato indukalhato indukalhato konstitutiv/ indukalhaté
plazmid/ plazmid/
kromoszéma kromoszoma kromoszoma kromoszoma? kromoszéma kromoszoma
lokalizacié kromoszoma kromoszoma
atvitel
+/- +/- - - + - + -
konjugaciéval
E. faecium E. faecium E. faecium E. faecalis E. faecalis E. faecalis E. faecium E. gallinarum
E.faecalis E. faecalis E. faecalis E. casseliflavus
el6fordulas E.durans E. durans E. raffinosus
E. hirae E. gallinarum

E. gallinarum
E. casseliflavus
E.raffinosus
E. avium

E. mundtii

S= érzékeny
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4.2.3.2. Vancomycin rezisztencia staphylococcusokban

A vancomycin-intermediate S. aureus (VISA) megnevezésnél talan jobb a glikopeptid-
intermediate S. aureus (GISA) kifejezés, hiszen pontosabban leirja ezeknek a torzseknek
vancomycinnel €s teicoplaninnal szembeni, egylittesen megjelend csokkent érzékenységét.
De, mig a csokkent teicoplanin érzékenység jelen lehet csdkkent vancomycin érzékenység
nélkiil, addig a VISA torzsekben eziddig mindig kimutathatd volt a csokkent teicoplanin
érzékenység is.

A vancomycint 1958-ban vezették be a klinikai gyakorlatba, de a kutatdknak mar ezt
megeldzden sikeriilt laboratoriumi koriilmények kozott kifejleszteni a  vancomycin
rezisztenciat staphylococcusokban (Geraci, 1956; Ziegler, 1956). A Staphylococcus
haemolyticus volt az els6 olyan Gram-pozitiv patogén, amely glikopeptid rezisztenciat
szerzett (kordbban, mint mas Staphylococcus vagy Enterococcus speciesek) (Froggatt és
mtsai, 1989; Biavasco ¢és mtsai, 2000). A csokkent teicoplanin érzékenységrol S. aureusban
hamarabb beszdmoltak mar, mint a cs6kkent vancomycin érzékenységrdl (Mainardi és mtsai,
1995). Jelentés aggodalomra adott okot, amikor 1997-ben Japanban leirtdk az els6
vancomycinre csOkkent érzékenységet mutato S. aureust (Hiramatsu és mtsai, 1997a, 1997b).
Az elsé kozleményben egy olyan MRSA torzset jellemeztek, amelynél a populacio egy része
magasabb MIC értékkel rendelkezett (2-9 mg/L), tehat a torzs heterogén rezisztenciat mutatott
(hVISA). A masodik kézleményben egy VISA torzs izoldlasarol szamoltak be. Kidertilt, hogy
a két torzs PFGE mintdzata azonos volt, tehat igazolodott, hogy a heterogén rezisztenciabol
képes kialakulni a homogén rezisztencia. Ezeket a kozleményeket hamarosan ujabbak
kovették a vilag kiilonb6zd tajairol (CDC, 1997; Ploy és mtsai, 1998; Garnier és mtsai, 2006;
Gould, 2008). Az els6 hazai hetero-VISA torzset, melyet egy fatdlis kimenetelii fert6zésbol
izolaltak, 2008-ban irtak le (T6th és mtsai, 2008).

A magas szinten vancomycin rezisztens S. aureus (VRSA) torzsek, -amelyek az
enterococcusoktol szerezték a vanA rezisztencia gént- elészor 2002-ben jelentek meg az
Egyesiilt Allamokban (CDC, 2002; Chang és mtsai, 2003). Egészen mostanaig, 6sszesen 9
amerikai, egy indiai és egy irani VRSA esetr6l szamoltak be (Howden és mtsai, 2010).

A rezisztencia mechanizmusa kiilonbozik a hVISA/VISA illetve VRSA torzsek esetén.
Az utobbindl a glikopeptid célmolekuldja valtozik meg (az enterococcusoknal leirt modon),
mig az elébbiek alacsony szintli rezisztencidja multifaktorialis eredeti. Héatterében, a
baktérium sejtfalban bekovetkezd szerkezeti valtozasok 4llhatnak ugymint; a sejtfal

vastagodasa, csokkent mennyiségli és megvaltozott szerkezetli keresztkotések kialakulasa,
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fals antibiotikum kotohelyek megjelenése, csokkent protein A termelés, és a sejtfal
detektaltdk. Ezeken kiviil a torzsek megndvekedett biofilmképzd képességet, illetve csokkent
autolizist mutathatnak (Gemmel, 2004; Howden és mtsai, 2010).

A homogén szintli mérsékelt érzékenység kialakulasa tobb Iépcsdben megy végbe,
mint a heterogén, és igy ritkabban is fordul el6. Mig a VISA torzsek eléfordulésa ritka, addig
a kiilonboz6 felmérések a vizsgalt MRSA torzsek 5-6%-at talaltdk hGISA fenotipustinak
(Appelbaum, 2007; Liu és Chambers, 2003; Gould, 2008).

4.2.4. p-laktam antibiotikumok hatasmechanizmusa

Az elsd, terapidban is alkalmazott antibiotikum a Fleming altal 1929-ben felfedezett
penicillin volt. A 6-aminopenicillansav és a penicillinek nagyfoku labilitasat a négyes tagbol
allo B-latkam-gytirti okozza, amely sav-, lig- vagy ho hatdsara felhasad. Ezt a kotést tamadja
meg a mikroorganizmusok altal termelt enzim, a penicillindz, vagy mas néven p-laktamdz. A
heterociklusos mag egymaga azonban hatastalan, s antibakteridlis tulajdonsagot csak akkor
nyer, ha a szabad aminocsoport egyik hidrogénjének helyére valamilyen savmaradék- acil-
vagy arilgyok- 1ép, €s ezzel penicillinné lesz.

A penicillin a sejtfal bioszintézisben az un. transzpeptidacios folyamatot gatolja. A
gatlast azzal magyardzzak, hogy a penicillin szerkezetileg analdg a peptidoglikan pentapeptid-
oldallancanak terminalis D-alanil-D-alanin csoportjaval. A transzpeptidaz enzimek melyek
megkotik, penicillin binding protein (PBP) néven is ismertek. A penicillin klinikai
alkalmazéasat megel6z6 iddszakban a staphylococcusok kozott igen ritka volt a penicillindzt
termeld torzs. A széles korli alkalmazasaval a boron az orr- és garatiiregben ¢l érzékeny
staphylococcusok kipusztultak, és csak a ritka penicillinazt termelok maradtak életben. Ezzel
olyan szelekcio jott 1étre, amelynek soran a rezisztens térzsek mind hordozas, mind pedig
betegségokozas révén fokozatosan kiszoritottdk az érzékenyeket. A penicillindzt termeld
torzsek elleni kiizdelemben van elsérendli fontossdga a penicillindzstabil félszintetikus
penicillineknek. Ko6z¢éjiik tartoznak az olyan szarmazékok, mint a methicillin (dimetoxifenil-

penicillin) és az oxacillin (izoxazolil-penicillin) (Gergely, 2003).
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4.2.4.1. Methicillin rezisztencia staphylococcusokban

A methicillint eldszor 1959-ben vezették be, a penicillin-rezisztens S. aureus éltal
okozott infekciok kezelésére (3. abra). Az els6 MRSA torzset két évvel késébb, 1961-ben
izolaltdk Anglidban, és azota is egyre n6 az incidencidja. Az MRSA jelenleg a leggyakrabban
izolalhato antibiotikum rezisztens pathogén a vildg szdmos részén (Ippolito, 2010). Az
Europai Unioban évi tobb mint 150,000-re becsiilik az MRSA infekciok eléfordulasat (Kock,
2010).

OCHs

HyCO J \U
/—N

3. abra. A methicillin szerkezete

Magyarorszdgon az els6 MRSA altal okozott jarvany 1993-1994-ben volt (de
Lencastre ¢s mtsai, 1997) . A sokaig csak nozokomialis patogénnek tartott MRSA (hospital-
acquired: HA-MRSA), ma mar eléfordul otthon szerzett infekciokban is. Az ilyen
community-acquired MRSA (CA-MRSA) torzsek a 1990-es évek kdzepén jelentek meg és
vilagszerte elterjedtek. Kiilonosen sulyos, rapid lefolyast sebfertézéseket okoznak,
feltételezhetden specidlis virulencia faktorokkal, pl: Panton Valentin Leukocidin.

Az MRSA torzsek egy olyan modosult penicillin-kot6 fehérjét termelnek (PBP2a vagy
mas néven PBP2’), amelynek csokkent az affinitasa a legtobb félszintetikus penicillin, pl:
methicillin, nafcillin, oxacillin, valamint a legtobb cephem antibiotikum irant (IWG-SCC,
2009).

A PBP2a-t vagy PBP2’-t a mecA gén kddolja, amely egy mobilis genetikai elemen, a
Staphylococcal Cassette Chromosome mec-en (SCCmec) helyezkedik el. A methicillin-
rezisztens staphylococcus vonalak felbukkandsa az SCCmec elemeknek az érzékeny torzsek
kromoszdémajaba torténd inzercidjanak tulajdonithatd. Az elsé SCCmec elemet Ito és mtsai

jellemezték 1999-ben. Jelenleg tobb SCCmec tipust ismeriink, melyeknek szamos varidnsai
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léteznek. Ko6zos benniik, hogy hordoznak egy mec gén komplexet (mec), egy ccr gén
komplexet (cassette chromosome recombinase: ccr), mindkét végiikon hordoznak direkt
1smétlédo szekvencidkat illetve komplementer szekvencidkat, és az orfX 3’ végén 1évo ISS-be
(integration site sequence) képesek integralodni. Ezeken kiviil nem esszencialis J régiok
(,junkyard”, vagy ujabban ,,joining” régiok) is megfigyelhetok, amelyek alapjan kiilonb6zo

szubtipusok vannak (www.staphylococcus.net). A kiilonféle mec osztilyok és ccr tipusok

alapjan az alabbi SCCmec tipusokat ismerjiik S. aureusban (3. tablazat):

3. tablazat. A jelenleg ismert SCCmec tipusok

SCCmec tipus ccr gén komplex mec gén komplex
I 1 (A1B1)* B
I 2 (A2B2) A
m 3 (A3B3) A

v 2 (A2B2) B
v 5(0) C2
VI 4 (A4B4) B
Vil 5(0) Cl
VIII 4 (A4B4) A
IX 1 (A1B1) C2
X 7 (A1B6) Cl
X1 8 (A1B3) E

* A zarojelben a ccr gének allotipusai allnak (www.SCCmec.org).

A heterogén rezisztenciat mutato torzsek esetén a sejtek tobbsége (99,9%-a) érzékeny
a B-laktamok alacsony koncentracioira, és csak egy kis szazalékuk (kb 1 a 10°-bol) nd
50ug/ml, vagy annal nagyobb methicillin koncentracional. Azonban a heterogén torzsek
gyakran homogénnek tlinhetnek bizonyos tenyésztési koriilmények kozott, Pl: ha NaCl-al
vagy szukrézzal kiegészitett hipertonias tapkozeget haszndlunk, vagy 30°C-on inkubéalunk.
EDTA (pH 5,2) hozzaadésaval, vagy 37-43°C-os inkubalasnal a heterogén fenotipus dominal.

Meg kell emliteni még az un. borderline (vagy alacsony szintli) methicillin-
rezisztenciat is, amikor a torzsek minimalis gatld koncentracidja éppen az érzékenységi
hatarértéknél, vagy csak enyhén magasabban van. A mecA-t hordozo BORSA torzsek extrém
modon heterogén rezisztensek, PBP2a termeldk. A mecA negativ BORSA tdrzsek kozott
azonban nem talalunk erdsen methicillin-rezisztens klonokat; a rezisztencia oka a modosult

PBP-k, vagy pedig B-laktamaz tultermelés (Chambers, 1997).
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4.3. CELKITUZESEK

A Debreceni Egyetem Orvos-és Egészségtudomanyi Centrum klinikdirdl az Orvosi

Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratériumaba évente koriilbeliil

30,000 klinikai minta érkezik. Munkank soran vizsgalni kivantuk a legjelentdsebb Gram-

pozitiv pathogén baktériumok; a vancomycin rezisztens enterococcusok (VRE), illetve a

methicillin-rezisztens S. aureus (MRSA) el6fordulasat az egyetem klinikain, valamint célunk

volt az izolalt torzsek epidemioldgiai €s molekularis szintl jellemzése.

Vancomycin-rezisztens enterococcus torzsek vizsgalata

Célkitiizések:

a VRE torzsek szilirése, incidenciajanak felmérése, és species szintii identifikalasa a
2004. és 2009. kozotti iddszakban begytijtott beteganyagbol.

a torzsek antibiotikum érzékenységének vizsgalata, és az antibiotikum rezisztencia
hatterében all6 gének molekularis bioldgiai mdédszerekkel torténd azonositasa.

a torzsek kozotti genetikai rokonsag feltarasa, epidemioldgiai jelentdségiik megitélése.
VRE-vel fert6zott betegek esetének kivizsgalasa.

szerettiink volna utdnajarni, hogy a VITEK2 automata helyettesitheti-e a glikopeptid

MIC meghatarozashoz rutinszertien alkalmazott E-teszt modszert.

Methicillin-rezisztens S. aureus torzsek vizsgalata

Célkitiizések:

az MRSA torzsek szirése, el6fordulasuk felmérése a DEOEC klinikarol érkezé
mintakbol.

2005-ben izolalt MRSA torzsek jellemzése: antibiotikum rezisztencia profil készitése.

tovabbterjedésének megakadalyozasa céljabol.

a kiilonleges antibiotikum rezisztencidval rendelkezd S. aureus okozta fert6zések

analizise.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Anyagok

5.1.1. Vegyszerek, enzimek, kitek

Vegyszerek: i-propanol, 70 %-os etanol, 100 bp DNS Iétra (Invitrogen), ,NO340S A ladder
PFG marker” (New England Biolabs), etidium-bromid (Serva), GelRed (Sigma), agar6z (Bio-
Rad), ,.chromosomal-grade” alacsony olvadaspontu agaréz (Bio-Rad), RED Taq™ Ready Mix
(Sigma), DN4z mentes viz, antibiotikum korongok (Oxoid),

Enzimek: lysostaphin (Sigma), proteinaz K (Merck), RNaz A (Sigma), EcoRl, Sall, Hindlll,
T4 ligdz (Promega), Smal, mutanolysin (Sigma), lysozyme (Sigma), Taq polimeraz
(Fermentas), Pfu polimeraz (Fermentas)

Kitek: E-teszt (AB Biodisk), ,,,GEM-T easy” vektor (Promega), Microcon Ultracel YM-100
oszlop (Millipore), QiaQuick gél extrakcios készlet (Qiagen), ,,Wizard SV gel and PCR clean-
up system” készlet (Promega), ,,QIAprep Spin Miniprep” készlet (Qiagen), Cryobank
gyongyok (Mast Diagnostica), Streptex agglutinacios készlet (Murex Biotech Ltd).

5.1.2. Pufferek, oldatok

Steril séoldat: 0,45%-0,50% NacCl vizes oldata, pH 4,5-7,0

Szuszpenzié medium (bioMerieux): demineralizalt viz

50 x TAE (TRIS-acetat-EDTA puffer): 242 g Tris, 57,1 ml 96 % ecetsav, 100 ml 0,5 M
EDTA, pH 8,05, desztillalt viz 1000 ml-ig

TE puffer: 10 mM Tris, ImM EDTA, pH 8,0

PBS: NaCl 137 mM/L, KCI 2,7 mM/L, Na,HPO,4 x 2 H,0 8,1 mM/L, KH,PO,4 1.76 mM/L,
pH=7.,4

EC lizis puffer: 1 M NaCl, 100 mM EDTA, 6 mM TRIS, 0.5% Brij58, 0.2% deoxikolat,
0.5% N-lauroil szarkozin, pH=7.6

ESTN puffer: 0.5M EDTA, 1% N-lauroyl sarcosine, 10 mM TRIS, 20 mM NaCl, pH=8.0
0,5 x TBE: 45 mM Tris, 2 mM EDTA, 45 mM ecetsav

CS puffer: 1 M NaCl, 10 mM TRIS, pH=8.0

ES puffer: 0.5 M EDTA, 1 % N-lauroil szarkozin
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5.1.3. Tapoldatok, taptalajok

A taptalajokat 116°C-on 30 percig autoklavoztuk.

BEA agar: 56,7g BEA-agart (Bio-Rad) 1 liter vizben feloldunk, Koch fazékban felforralunk,
Widal csovekbe szétmériink, autoklavozzuk, Russel modjara ferditjiik. BEA-agar Osszetétele:
pancreas emésztett kazein 17g, marhahuskivonat 3g, élesztOkivonat 5g, poritott marhaepe
10g, NaCl 5g, eszkulin 1g, vas-citrat 0,5g, agar 15g, natrium-azid 0,15g

(Brain Heart Infusion) folyékony tapoldat: 37g BHI-t (Oxoid) 1 liter ioncserélt vizben
feloldunk, szétmériink és autoklavozunk. BHI Osszetétele: 27,5g szubsztrat (agykivonat,
szivkivonat és peptonok), 2¢g gliikoz, 5g NaCl, 2,5g Na,HPO4

BHI agar: 47g BHI-agart (Oxoid) 1 liter ioncserélt vizben feloldunk, Petri-csészébe
kiontiink. A screeneléshez az agarhoz kiontés el6tt 6 pg/ml vancomycint adunk. BHI-agar
Osszetétele: BHI+ 15g agar

Columbia agar (Merck): peptonkeverék 23g, keményito 1g, NaCl 5g, agar 13g.

Csokoladé agar: 42g Columbia agart 1 liter ioncserélt vizben feloldunk, 100°C-on
hozzdadunk 5-10% steril defibrinalt birkavért, Petri-csészébe ontjiik.

Eozin-Metilénkék agar: 37,5¢ EMB-t (Himedia) 1 liter vizben feloldunk, szétontés elott
késhegynyi natrium-lauril-szulfatot adunk hozza. EMB 06sszetétele: eozin- 0,4g, pepton 10g ,
K,HPO4 2g, laktéz 10g, metilénkék 0,065g, agar 15g.

LB (Luria-Bertani-féle) agar: 10g tripton, 5g ¢élesztékivonat, 10g NaCl, 1,5 % agar 1000 ml
oldatban, pH 7,0.

LB tapoldat: 10g tripton, 5g ¢lesztokivonat, 10g NaCl 1000 ml oldatban, pH 7,0.

SOC oldat: 20 g/l tripton, 2 g/ élesztdkivonat, 0,6g NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO,, 20
mM gliikoz, pH 7,0.

S6 mannit agar (Becton Dickinson BBL™): 5g/I kazein, 5g/1 llati szdvet, 1 g/l marhahus
kivonat, 10g/l D-Mannitol, 75g/1 NaCl, 15 g/l agar, 25mg/1 fenol-voros.

MRSASelect sziirélemez (Bio-Rad): pepton 18.5g/1, kromogén szubsztrat 0.2g/1,

szilika 15g/1, agar 15g/1, natrium piruvat 1g/1, sdkeverék 25g/1, antimikrobialis és antifungalis
szerek 0.1g/1.

Mueller-Hinton agar (Oxoid): marhahus kivonat 30g/l, kazein hidrolizatum 17,5g/1,
keményité 1,5g/l, agar 17g/l, pH 7,4. 28g Mueller-Hinton agart 1 liter ioncserélt vizben
oldunk.

Véres agar: 42g Columbia agart 1 liter ioncserélt vizben feloldunk, 45°C-50°C-on

hozzdadunk 5-10% defibrinalt birkavért, Petri-csészébe Ontjiik.
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5.1.4. Oligonukleotid primerek

Az SP6 és T7 primereket a DNS szekvendldshoz az MTA SZBK szekvenald

laboratoriuma biztositotta. A tobbi oligonukleotid primert az Integrated DNA Technologies

Incorporated-t6]l rendeltiik (Bio-Science Kft). Az E. faecalis és E. faecium ddl génekre,

valamint a van génekre specifikus primereket Depardieau és mtsai (2004) alapjan terveztiik

(4. és 5. tablazat).

4. tablazat. Rezisztencia gének detektalasara hasznalt primerek

Gén Primer kod Szekvencia (5'—3") PCR termék (bp)
vanA EA1(+) GGGAAAACGACAATTGC 732
EA2(-) GTACAATGCGGCCGTTA
vanB EB3(+) ACGGAATGGGAAGCCGA 647
EB4(-) TGCACCCGATTTCGTTC
vanC1/2 EC5(+) ATGGATTGGTAYTKGTAT 815/827
EC8(-) TAGCGGGAGTGMCYMGTAA
vanD EDI1(+) TGTGGGATGCGATATTCAA 500
ED2(-) TGCAGCCAAGTATCCGGTAA
vanE EE1(+) TGTGGTATCGGAGCTGCAG 430
EE2(-) GTTACCAGCTAAACTAT
vanG EGI1(+) CGGCATCCGCTGTTTTTTGA 941
EG2(-) GAACGATAGACCAATGCCTTT
aacA-aphD acph-F GATTTGCCAGAACATGAATTACAC 168
acph-R ATCATAACCACTACCGATTATTTC
K=G/T, M=A/C, Y=C/T
5. tablazat. Fajspecifikus PCR reakci6 soran hasznalt primerek
Gén Baktérium Primer kod Szekvencia (5'—3") PCR termék (bp)
ddl E. faecalis DD1-3(+) |CACCTGAAGAAACAGGC 475
DD3-2(-) |ATGGCTACTTCAATTTCACG
E. faecium FACI-1(+) |GAGTAAATCACTGAACGA 1,091
FAC2-1(-) |CGCTGATGGTATCGATTCAT
S0dA E. faecalis FL1 ACTTATGTGACTAACTTAACC 360
FL2 TAATGGTGAATCTTGGTTTGG
E. casseliflavus CAl TCCTGAATTAGGTGAAAAAAC 288
CA2 GCTAGTTTACCGTCTTTAACG
E. gallinarum GAl TTACTTGCTGATTTTGATTCG 173
GA2 TGAATTCTTCTTTGAAATCAG

K=G/T, M=A/C, Y=C/T
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A sodA génekre specifikus primereket Jackson és mtsai (2004) alapjan hasznaltuk (5.
tablazat). A bifunkcionalis aminoglikozid rezisztencia génre (aacA-aphD), tervezett
primerpart kis mértékben modositottuk oly modon, hogy Tm pontjuk egyméshoz kodzelebb
essen és 3’-végiikkon G, vagy C nukleotidot tartalmazzanak (4. tablazat) (Yean ¢és mtsai,
2007). Az MLST kisérletek soran hasznalt primereket a www.mlst.net webhely szerint

alkalmaztuk (6. és 7. tablazat) (Aanansen ¢s Spratt, 2005; Enright és mtsai, 2000).

6. tablazat. E. faecalis MLST soran hasznalt primerek

Gén Primer kod Szekvencia (5°-3°)
gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz gdh-1 GGCGCACTAAAAGATATGGT
gdh-2 CCAAGATTGGGCAACTTCGTCCCA
gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz gyd-1 CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC
gyd-2 CATTTCGTTGTCATACCAAGC
foszfat ”ATP binding cassette” transzporter pstS-1 CGGAACAGGACTTTCGC
pstS-2 ATTTACATCACGTTCTACTTGC
gliikokinaz gki-1 GATTTTGTGGGAATTGGTATGG
gki-2 ACCATTAAAGCAAAATGATCGC
sikiminsav-5-dehidrogenaz aroE-1 TGGAAAACTTTACGGAGACAGC
aroE-2 GTCCTGTCCATTGTTCAAAAGC
xantin foszforiboziltranszferaz xpt-1 AAAATGATGGCCGTGTATTAGG
xpt-2 AACGTCACCGTTCCTTCACTTA
acetil-koenzim-A acetiltranszferaz yqiL-1 CAGCTTAAGTCAAGTAAGTGCCG
yqil-2 GAATATCCCTTCTGCTTGTGCT

7. tablazat. S. aureus MLST soran hasznalt primerek

Gén Primer kod Szekvencia (5°-3°)
karbamat kinaz arc up TTGATTCACCAGCGCGTATTGTC
arc dn AGGTATCTGCTTCAATCAGCG
sikiminsav-dehidrogenaz aro up ATCGGAAATCCTATTTCACATTC
aro dn GGTGTTGTATTAATAACGATATC
glicerol kinaz glp up CTAGGAACTGCAATCTTAATCC
glp dn TGGTAAAATCGCATGTCCAATTC
guanilat kinaz gmk up ATCGTTTTATCGGGACCATC
gmk dn TCATTAACTACAACGTAATCGTA
foszfat acetiltranszferaz pta up GTTAAAATCGTATTACCTGAAGG
pta dn GACCCTTTTGTTGAAAAGCTTAA
tridzfoszfat izomeraz tpi up TCGTTCATTCTGAACGTCGTGAA
tpi dn TTTGCACCTTCTAACAATTGTAC
acetil-koenzim-A acetiltranszferaz yqi up CAGCATACAGGACACCTATTGGC
yqi dn CGTTGAGGAATCGATACTGGAAC
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5.1.5. Baktérium torzsek

Kontroll térzsek. Munkank soran a kovetkezd kontroll torzseket hasznaltuk: MRSA
(ATCC 43300), MSSA (ATCC 25923), E. faecalis ATCC 51299 (vanA gént hordozo torzs),
E. faecalis ATCC 29212 (vad tipusu torzs). A DNS klonozéashoz az E. coli DHS a torzset
hasznaltuk. A populacid analizis soran a S. aureus Mu3 (ATCC 700698, hVISA), S. aureus
ATCC 29213 (vancomycin érzékeny torzs, VSSA) torzseket hasznaltuk.

Klinikai mintak. A Debreceni Egyetem Orvos-és Egészségtudomanyi Centrum
klinikairol érkezett vizsgalati anyagokbol az Orvosi Mikrobiologiai Intézet Bakterioldgiai
Diagnosztikai Laboratériumaban 2004 januarja ota sziirjiik az enterococcus torzseket, 2009
dec 31-ig 7271 enterococcus tenyészett ki. A vizsgalatainkba bevont MRSA torzseket 2000
januar 1. és 2005 december 31. kozott gyljtottiik. A hVISA esetekbdl szdrmazd torzseket
2007, 2008 és 2009 években izolaltuk.
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5.2. MODSZEREK

5.2.1. Klinikai mintak sziirése, tenyésztése

A laborba érkezett vizsgalati anyagokat altalaban dusitjuk, igynevezett Brain-Heart
Infusion (BHI) folyé¢kony taptalajban, majd kioltjuk véres agar, csokoladé agar és eozin-

metilénkék agar taptalajokra.

5.2.1.1. Rezisztens enterococcus torzsek azonositasa

16-18 o6rés inkubalds utan az enterococcus torzsek a véres és a csokoladé taptalajon
kinének, mig az eozin-metilénkék agaron nem. Véres agaron jellegzetes telepmorfologiat
mutatnak: sziirkésfehér, 1-2 mm atmérdji, csillogd, kdzépen tomdrebb alloméanyu telepeket
képeznek. A Gram pozitiv, katalaz negativ coccusokat szelektiv taptalajra, a bile-eszkulin-
azid (BEA) agarra oltottuk, mely epét és eszkulint tartalmaz. Az eszkulin hidrolizise révén az
enterococcusok fekete telepeket képeznek. A szénhidrat bontés vizsgalatat arabindz és szorbit
taptalajokban nézziik (Czirok, 1999). A Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratériumban
kitenyésztett enterococcus torzsek tovabbi vizsgalata 6 pg/ml vancomycint tartalmazé BHI
szlirblemezen torténik. A torzsekbdl 0,5 McFarland striiségli higitast végeztiink, 100ul
baktérium szuszpenzidt szélesztettiink a lemezekre, majd egy éjszakan at inkubaltuk 37°C-on.
A lemezen ndvekedést mutatd torzseket Cryobank gyongyokon lefagyasztva -20°C-on

taroltuk (Mast Diagnostica).

5.2.1.2. Rezisztens staphylococcus torzsek azonositasa

16-18 oras inkubdlds utdn a S. aureus véres agaron 2-3 mm atmérdjli, enyhén
domboru, sima aranysarga telepeket képez, B-hemolizist mutat. A Gram pozitiv, katalaz
pozitiv coccusok mannit fermentalasat, s6 mannit agaron vizsgaltuk (Becton Dickinson). A
sejtfelszinhez kotott koagulaz, vagy ,,clumping factor” detektaldsat Staphaurex kittel (Remel)
végeztik. A S. aureus gyanus torzsek faji azonositasat cso koagulaz teszttel is megerdsitettiik.
A methicillin-rezisztencia kimutatasahoz oxacillin korong diffuziot inditottunk; amennyiben a
gatlasi zona>13 mm, vagy ennél kisebb, de a gatldsi zondn beliil pontszerli novekesés

¢észlelhetd, a torzset tovabb kell vizsgalni oxacillin E-teszttel a pontos MIC meghatarozas
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érdekében. Az MRSA gyants torzseket MRSASelect (Bio-Rad) szlirdlemezre oltottuk, majd
18-28 ora mulva olvastuk le az eredményt: a methicillin-rezisztens S. aureusok rdézsaszin
telepeket képeznek.

A vancomycin-rezisztencia kimutatdsdhoz a hagyomanyos vancomycin E-teszt
modszert hasznaltuk. A csokkent vancomycin érzékenységre gyanus torzseket ezutan makro
E-teszt modszerrel is megvizsgaltuk. A GISA/hGISA gyanus torzseket modositott populécid
analizis vizsgalatra kiildtiik az Orszdgos Epidemiologiai Kozpontba. A torzseket -80°-on
taroltuk, 15% glicerinben.

5.2.2. Antibiotikum érzékenység vizsgalata

5.2.2.1. Korongdiffuzio

A korongdiffuzi6 a rutin antibiotikum érzékenységi vizsgalatok leggyakoribb,
nemzetkozi szinten elfogadott és alkalmazott mddszere. A Kirby-Bauer-féle korongdiffuzios
modszer sordn az elérhetd vérszintnek megfeleld antibiotikum-koncentracidval atitatott
szliirdpapirkorongokkal vizsgéaltuk meg a korokozok érzékenységét a gyartd leirdsa szerint
(Oxoid). A kapott zonaatmérét a kontroll torzsekkel végzett, standardizalt koriilmények
kozott kapott eredményekhez hasonlitva érzékeny, mérsékelten érzékeny és rezisztens
kategoridkat kaptunk. Hangstlyozni kell, hogy a mddszer nem alkalmas a staphylococcus és
enterococcus torzsek glikopeptid rezisztencidjanak meghatarozasdra. Az inkubdcios
hémérséklet a CLSI altal megadott 35°C+2 vagy a hazai gyakorlatban elterjedt 36+1°C,
kivéve a staphylococcusokat, amelyeknek methicillin rezisztenciaja jobban kifejezddik, ha az
inkubacidés homérséklet 33-35°C kozé esik. Az inkubacid idGtartama altalaban 16-18 ora,
kivételek: a staphylococcusok oxacillin, daptomycin és glikopeptid, az enterococcusok
daptomycin és glikopeptid érzékenységének vizsgélatakor az inkubacids id6 teljes 24 ora. A
baktérium populacion belill masodlagosan kialakul6d rezisztens szubpopuldcié telepeinek
megjelenése, (heterorezisztens torzs) leginkabb a staphylococcusok oxacillin, és az

enterococcusok vancomycin érzékenységeének vizsgalata soran észlelhetd.

5.2.2.2. E-teszt

Az E-teszt egy kvantitativ és konnyen kivitelezhetd modszer az antibiotikum
érzékenység meghatdrozasara. Sok esetben ez a legjobb mddszer a MIC megallapitasara,
mivel korongdiffiizié alkalmazasakor a nagyméretii molekulak (pl: glikopeptidek) diffuzidja

nem megfeleld, mikrodilucid esetén pedig az alacsony inokulum koncentracié szub-optimalis
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lehet az alacsony szintli rezisztencia detektalasdhoz. A gyors automata rendszerek sem mindig
megbizhatdak, példaul késleltetett expresszid illetve indukélhaté rezisztencia kimutatdsa
esetén. Az E-teszt csik egyik felszinére az antibiotikumot meghatarozott koncentracid
gradiensnek megfelelden vitték fel. Az antibiotikum koncentraciokat a csikon feltiintetett
skala mutatja (AB Biodisk). A kiilonb6z6 antibiotikumokat hordozé E-tesztek esetén azonban
kicsit mas eljarast kell alkalmazni, illetve meg kell kiilonboztetni a makromddszert a standard

modszert6l.

Vancomycin és teicoplanin E-teszt haszndlata:

e A vizsgaland6 baktériumbol 0,5 McFarland striségli inokulumot készitlink
szuszpenzié mediummal (bioMerieux).

o Steril tamponnal egyenletesen szétszélesztjiik Mueller Hinton agarra, majd hagyjuk
megszaradni.

« Steril csipesszel kivesziink a gyari tasakbol egy tesztcsikot, és rdhelyezziik az agar
lemez kozepére. Ezt kovetden 35+2°C-os termosztatban inkubaljuk a taptalajokat.

o Az eredményt 24 6ra mulva olvassuk le, illetve 48 6ra mulva megerdsitjiik.

A Mueller-Hinton agart és 0,5 McFarland szuszpenzidt alkalmazé protokoll neve standard
moddszer, mig ha BHI agart és 2 McFarland szuszpenziot alkalmazunk, azt makromodszernek
nevezziik. A standard moédszer alkalmazasaval leolvasott MIC értékek alapjan lehet az
izolatumokat az érzékeny, mérsékelten érzékeny illetve rezisztens kategoriakba besorolni.
Vancomycinre és teicoplaninra érzékenynek tekinthetd az enterococcus torzs, ha a MIC <4
mg/l, mérsékelten érzékeny, ha 8-16 mg/l és rezisztens, ha >32 mg/l (CLSI, 2010). A
csokkent vancomycin érzékenységre gyanus S. aureus torzseket pedig makro E-teszt
modszerrel ajanlott megvizsgélni. Ha a teicoplanin értéke >12 mg/l, vagy mind a vancomycin,
mind a teicoplanin értéke >8 mg/l, akkor a vizsgdlatot pozitivnak kell tekinteni. Fontos

megemliteni, hogy az igy kapott érték nem feleltethetd meg MIC értéknek.

Daptomycin E-teszt hasznalata:

e Enterococcusok ¢€s staphylococcusok esetén 0,5 McFarland stirtiségi inokulumot
készitiink sooldattal.

e Mueller Hinton agarra szélesztiink. Ajanlott a BBL™ markat hasznalni, adott Ca+
tartalma miatt (Becton Dickinson).

e Inkubalas 35+2°C-on 16-20 6ran keresztiil.
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e Leolvasas: Enterococcus species: érzékeny <4 mg/L, rezisztens > 4 mg/L,
Staphylococcus species: érzékeny < Img/L, rezisztens > 1mg/L,

(CLSI, 2010).

Gentamicin és streptomycin E-tesztek:

e 0,5-1 McFarland stirtiségli inokulum sziikséges, sdoldatban készitve.
e Mueller Hinton agarra szélesztiink.
e 35°C, 24h /48h inkubalas.

e Leolvasas: Enterococcus sp. gentamicin: érzékeny <500 mg/L, rezisztens >500 mg/L,

streptomycin: érzékeny <2000 mg/L, rezisztens > 2000 mg/L (CLSI, 2010).

Oxacillin E-teszt:

e 0,5-1 McFarland stirtiségli inokulum sziikséges, sdoldatban készitve.

e Mueller Hinton agar + 2% NaCl.
e 35°C, 24h inkubalas.

e Leolvasas: S. aureus: érzékeny < 2 mg/L, rezisztens > 4 mg/L (CLSI, 2010).

Azon antibiotikumoknal, melyek nincsenek kiemelve, a gyartd szerint tortént az E-
teszt kivitelezése, inkubalasa és leolvasasa. Az inkubaciés 1d6 letelte utan a csik
kornyezetében ellipszis alakt gatlasi zona alakul ki. Az ellipszis és a csik metszéspontjahoz
legkozelebb esd feltiintetett koncentracid jelenti az antibiotikumok MIC értékét mg/l-ben

megadva.

5.2.2.3. VITEK 2 automata (3.01 szoftver verzid)

A VITEK 2 baktériumok identifikalasara, valamint érzékenységi vizsgéalatara szolgald
automata, melynek a 3.01 szoftver verzidjat hasznaltuk (bioMerieux). Az enterococcusok
identifikalasahoz VITEK 2 Gram-pozitiv (GP) identifikdlé kartydt hasznaltunk, mely
biokémiai moddszereken €s szubsztratokon alapul. A kartyan 43 biokémiai teszt talalhato,
amelyek a szénforrds-hasznositast, enzimatikus aktivitdsokat és a rezisztencidt mérik. A

végeredmény koriilbeliil 8 ora elteltével all rendelkezésre.
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Az eljaras 1épései:

1. 3,0 ml steril sooldatot (0,45%-0,50% NaCl vizes oldata, pH 4,5-7,0) toltiink at egy
mianyag kémcsdbe.

2. 0,50-0,63 McFarland stirtiségli homogén szuszpenzidt készitlink a sooldattal.

3. A szuszpenzidt tartalmazd kémcsovet és a GP kartyat egy kazettdba helyezziik,

amelyet a VITEK 2 késziilékbe toltiink.

Az enterococcusok érzékenységének meghatdrozdsdhoz AST (antibiotikum
érzékenységi teszt) kartyat hasznaltunk, amely egy miniatiirizalt valtozata a mikrodilucios
modszer szerinti feles sorozathigitason alapulo MIC meghatarozasi modszernek. Minden
kartya valogatott antibiotikumokat tartalmaz kiilonb6z0 koncentracidkban, szaritott
allapotban, mikrobioldgiai taptalajjal egyiitt. Mi az AST-P536 kartyat hasznaltuk. A kartya
inokulalasanak lépései megegyeznek a GP inokuldlasanak 1épéseivel, egészen a 3. pontig.
Innen a Iépések a kovetkezok:

4. Egy 3,0 ml sooldatot tartalmazod masik kémcsdbe a 2. pont szerint bedllitott
szuszpenziobol 280 pl-t adagolunk.

5. A 4. pontban elkészitett higitast tartalmaz6é kémcsovet és az AST kartyat
behelyezziik a kazettaba, a kazettat pedig a VITEK 2 késziilékbe.

5.2.3. Molekularis biologiai vizsgalatok

5.2.3.1. Baktérium lizatum Kkészitése

A PCR reakcidk templatjaként, a baktériumokbol készitett lizatumokat hasznaltuk,
melyeket Yean és mtsai (2007) alapjan készitettiink. A baktériumokat elézetesen egy €jszakan
at tenyésztettik 37°C-on BHI tapoldatban, majd ebbdl a tenyészetbél 100ul-t
lecentrifugaltunk (10,000 x g, 3 perc). A feliiluszo eltavolitasa utan, a pelletet 100ul DNaz
mentes vizben vettiik fel, amit 10 percig forraltunk, majd Gjabb centrifugéalds kovetkezett

(10,000 x g, 3 perc). Az igy kapott feliiluszobol kb 3ul-t hasznaltunk egy-egy PCR-hez.
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5.2.3.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A PCR reakcioelegy Osszetétele a Multiplex, vanC specifikus és sodA specifikus PCR-

ek esetén a kovetkezo volt:

REDTaq™ ReadyMix™ PCR reaction mix 25 ul
templat (DNS lizatum) 3ul
primer keverék (forward ill. reverz primerek 4 pmol/ul oldata) Sul
steril H,O 17 wl
végtérfogat: 50 pl

Az inkubécios ciklus jellemzo6i:
1) Multiplex PCR esetén:
1. 94 °C 3 perc
2.94°C 1 perc
3. 54°C lperc
4.72°C 1 perc
5. 30 alkalommal vissza a 2. 1épésre

6. 72 °C 7 perc

2) VanC specifikus PCR esetén: A 3. 1épésben 54 °C helyett 50 °C-ot hasznaltunk.
3) Fajspecifikus (sodA) PCR esetén: Az 1. 1épés: 95 °C 4 perc

2. 1épés: 95 °C 30 masodperc

3. 1épés: 55°C 1 perc

Az aacA-aphD gén specifiukus PCR esetén, a PCR reakcioelegy Osszetétele a kovetkezd volt:

Taq polimeraz 0,5 ul
templat (DNS lizatum) 3ul
primer par (4 pmol/ul) Sul

10 mM 4xdNTP 0,6 ul
25 mM MgSO4 8 ul
10xPCR puffer -MgSO4 5ul
steril H,O 279 wl
végtérfogat: 50 pl
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Az inkubdcios ciklus jellemzdi:
1.95°C 2,5 perc
2. 95 °C 30 méasodperc
3. 60 °C 30 masodperc
4.72°C 1 perc
5. 30 alkalommal vissza a 2. 1épésre

6.72 °C 3 perc

Az E. faecalis MLST esetén a PCR reakcioelegy Osszetétele:

Pfu polimeraz 1,25U 0,5 ul
templat (DNS lizatum) 1 ul
primer par (10 pmol/pl) Il

10 mM 4xdNTP 0,5 ul
25 mM MgSO, 2ul
10xPCR puffer -MgSO4 2,5 ul
steril H,O 175wl
végtérfogat: 25 ul

Az inkubécios ciklus jellemzo6i:
(Mieldtt a PCR csoveket a PCR késziilékbe helyeztiik, a késziilék tetejét felhevitettiik 94 °C-
ra.)

1. 94 °C 5 perc

2. 94 °C 30 méasodperc

3. 52°C 30 méasodperc

4.72°C 1 perc

5. 30 alkalommal vissza a 2. 1épésre

6. 72 °C 7 perc

S. aureus MLST esetén a PCR reakcidelegy Osszetétele azonos volt az E. faecalis
MLST-nél leirtakkal, kivéve hogy Pfu helyett 0,25 ul Taq polimerazt hasznaltunk, illetve

17,75 ul steril vizet.
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Az inkubdcios ciklus jellemzdi:
1. 94 °C 3 perc
2. 94 °C 30 méasodperc
3. 55°C 30 méasodperc
4.72 °C 30 masodperc
5. 30 alkalommal vissza a 2. 1épésre

6.72 °C 5 perc

A PCR reakcidk eredményét agardz gélen futtatva (1 % agaréz 1x TAE pufferben

oldva) ellendriztiik.

5.2.3.3. Restrikcios analizis

Az emésztések nagy részét 23 ul-es reakciokdzegben végeztiik, amely tartalmazta a
kivant mennyiségli (1-2 pg) DNS mintat, az adott restrikcidés endonukledznak megfeleld
puffert ¢és a megfeleld restrikciés endonukleazt 1-2 U/ug DNS mennyiségben. A
reakcioelegyet steril desztillalt vizzel a kivant térfogatira egészitettiik ki. Az emésztéseket az

enzimek homérsékleti optimumanak megfeleld hdmérsékleten (37°C-on) végeztiik 2 6ran at.

8. tablazat. Egy tipikus restrikcios emésztési kozeg Osszedllitasa

DNS minta Sul
10x puffer 2 ul
0,1l M DTT 2 ul
steril viz 12 ul
enzim (2 U) 2ul
OSSZESEN 23 ul

Az emésztést agaroz gél elektroforézissel ellendriztiik.

5.2.3.4. Agaroz gélelektroforézis

A DNS fragmentumokat 1 %-os agardz gélben valasztottuk szét. Az agarozt 1x TAE
pufferben oldottuk fel, majd lehiilés utan Gel Redet (4 pul/100ml) adtunk az oldathoz (Sigma).
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A DNS mintdkhoz 6x DNS minta puffert adtunk, majd felvittilk a megszilardult gélre. 80 V
fesziiltség mellett 1x TAE pufferben kb 1 6ran at torténd futtatissal végeztiik az elvalasztast.
Az agaroz gélelektroforézis utdn a gélt UV fényben vizsgaltuk, majd Bio-Rad Multi-Analyst
késziilékkel a gélképet fif formatumban rogzitettiik.

5.2.3.5. DNS kinyerése agaroz gélbol

A megfeleld méreti savokat alkohollal sterilizalt szikével kivagtuk, és steril
Eppendorf csovekbe helyeztiik, majd lemértiik a gél darabok tomegét. A DNS-t QIAquick gel
extraction kit (Qiagen), illetve a Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega)
segitségével nyertiik ki a gyartd cégek leirasa szerint.

5.2.3.6. PCR termékek klonozasa

A PCR termékeket T4 DNS ligazzal pPGEM-T Easy vektorba ligaltuk. A ligalasi

kozeget az alabbiak szerint allitottuk 6ssze, és 4 °C —on inkubaltuk 1 éjszakan at:

9. tablazat. Egy tipikus ligalasi kozeg Osszeallitdsa

2x ligaz puffer Sul
steril H,O 2 ul
pGEM-T Easy vektor 1w
PCR termék Tul

T4 DNS ligaz (3U/ul) 1 ul

OSSZESEN 10 pl

Az E. coli DH5a kompetens sejtek transzformaldsa soran 50-50 pul kompetens sejthez
10 illetve 5 ul ligalasi elegyet adtunk, és jégen allni hagytuk 40 percig. 42 °C-on 50
masodpercig alkalmazott hdsokkolas utan a sejtekhez 200 pl SOC tapoldatot adtunk, majd 1
Oran at razattuk 37 °C-on, 150-200 rpm sebességgel. A baktérium sejteket ezutan ampicillint,
IPTG-t és X-gal-t tartalmazo LB-agar taptalajra szélesztettiik és 37 °C-on egy ¢&jszakan at
inkubaltuk.
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A plazmidot hordozé fehér E. coli telepeket 100 pg/ml ampicillint tartalmaz6 5 ml LB
folyékony taptalajba oltottuk le és 37 °C-on inkubaltuk 1 éjszakan at, 200 rpm razatas mellett.
A plazmidokat QIAprep Spin Miniprep Kit készlettel izolaltuk. A sejteket steril Eppendorf
csOben centrifugalassal 6sszegytijtottiik, majd reszuszpendald pufferrel (P)) szuszpendaltuk a
pelletet. Lizalo és semlegesitd pufferek (P,- és N3) hozzdadasa utan néhanyszor finoman
megforgattuk a csovet. A keletkezett csapadékot 10 percen at 13000 rpm-es centrifugalassal
ilepitettiik, a feliiliszot oszlopra pipettaztuk €s ujra centrifugaltuk. Ezutan koté (PB)- és moso
puffereket (PE) pipettdztunk az oszlopra. A pufferek hozzdadasat 1 percig, 13000 rpm-mel
torténd centrifugalas kovetette. Az oszlopot steril Eppendorf csébe helyeztiik, majd az eluald
puffer (EB) hozzaadasa utan, (ijabb centrifugélassal gyijtottiikk dssze az eluald puffert, ami a

plazmid DNS-t tartalmazta.

5.2.3.7. PCR termékek tisztitasa és szekvenalasa

A PCR termékek tisztitasat Microcon Ultracel YM-100 kittel végeztiik (Millipore). A
gén specifikus PCR termékekbdl 20-40 pl-t pipettaztunk eppendorf csdvekbe, majd steril
vizzel 200 pl-re egészitettiik ki. A Microcon rezervoart az ampulldba illesztettiik, az oldatot
rapipettaztuk. A tetejét lezartuk, majd centrifugaltuk (5000 rpm, 5 perc). Ezutan a rezervoart
megforditva egy ujabb ampullaba raktuk, és igy centrifugaltuk 3 percig, 10000 rpm-mel. Az
ampulla aljan Osszegyllt terméket ismét 200 pl-re egészitettiik ki steril vizzel, majd a
centrifugaldsokat megismételtiik.

A klénok ellendrzésére a teljes inzertalt DNS mindkét szalat megszekvenaltattuk az
Szegedi Biologiai Kutaté Kozpont Biokémiai Intézetében SP6 és T7 oligonukleotid primerek
felhasznalasaval. A tisztitott PCR termékek szekvenaldsat az amplifikdciohoz hasznalt
primerekkel végeztettik Go6dollon a BIOMI Kft-nél, illetve a DEOEC Biokémiai ¢és
Molekularis Biologiai Intézetében. A hVISA3 torzs MLST vizsgalata soran a szekvenalast az

Infektologiai és Gyermekimmunoldgiai Tanszéken végeztiik.

5.2.4. Epidemiologiai tipizalasi médszerek

5.2.4.1. Multilocus sequence typing (MLST)

Az E. faecalis torzsek MLST vizsgalata soran 7 haztartasi gén (gdh, gyd, pstS, gki,

aroE, xpt, yqiL) belsd gén fragmentuménak szekvenaldsa tortént Aanensen és Spratt (2005)
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alapjan (6. tablazat). A S. aureus torzsek MLST vizsgalata sordn a 7 vizsgalt gén a kovetkezo
volt: arc, aro, glp, gmk, pta, tpi, yqil (Enright és mtsai 2000) (7. tablazat). A
génfragmentumokat Pfu illetve Taq polimerazzal amplifikaltuk, az 5.2.3.2. fejezetben mar
leirt médon. A PCR termékeket Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega) kittel
tisztitottuk, és mindkét szdlon megszekvenaltattuk. A kapott szekvencia adatok kiértékelése,
megfeleld méretlivé “vagasa” utdn, a www.mlst.net adatbazis megfeleld alléljaival
Osszehasonlitva megkaptuk a torzsek allélikus profiljait, és az ezekhez tartozd szekvencia

tipusokat.

5.2.4.2. Pulzal6 erdterii gél-elektroforézis (PFGE)

S. aureus: A genomi DNS kinyerésé¢hez egy kacsnyi baktériumot eldszor 1 ml PBS-
sel mostunk, majd elszuszpenzaltuk 300 pl EC lizis pufferben, amelyhez elézéleg 20 pl 1
mg/l lysostaphint (Sigma) adtunk. A baktérium szuszpenziot azonos térfogati 2%-os, EC lizis
pufferben feloldott ,,chromosomal-grade low-melting” (Bio-Rad) agarézzal kevertiik 0ssze,
majd szétosztottuk a dugéformakba. Megszilardulds utdn a dugokat eldszor 37°C-on
ikubaltuk 1 6ran 4t 3 ml EC lizis pufferben, ezutan 55°C-on inkubaltuk 3 6ran keresztiil 3 ml
ESTN pufferben, amelyhez 20 pl 20 mg/1 proteinase K-t (Merck) adtunk. Az inkubalasok utan
mostuk a dugokat 3 ml 7 ul PMSF tartalmi TE pufferben 50°C-on 30 percig, majd még
haromszor mostuk TE pufferben szobahdmérsékleten. Minden egyes dugdbdl egyharmad
részt 30 U Smal (Sigma) restrikcios enzimmel emésztettiink 2 6ran at 25°C-on. Az igy kapott
fragmentumokat CHEF-DR® II (Bio-Rad) késziilékben valasztottuk szét. Az 1%-os ,,pulsed-
field certified” agaroz gélt 0,5 x TBE pufferrel készitettiik. A futdsi paraméterek a kovetkezok
voltak: 14°C, 6 V/cm, az els6é blokkban 10 o6ra 5s-15s, a masodik blokkban 11,5 6ra 15s-60s.
Kontrollként a NO340S A ladder PFG markert (New England Biolabs) hasznaltuk. A
dendrogramokat a BioNumerics program 2.5 verziojaval analizaltuk (Applied Maths BVBA,
Sint-Martens-Latem, Belgium) a Dice-koefficiens alkalmazasaval, nem stlyozott par csoport
modszerrel (UPGMA), 1.0 % séav pozicid toleranciaval. Az izoldtumok Osszefiiggését
Tenover (1995) kritériumai alapjan hataroztuk meg.

Enterococcus fajok: Az enterococcusok PFGE vizsgalata soran hasonld moddon
jartunk el, mint a staphylococcusokndl, néhdny modositassal: A baktériumokat 300 pl CS
pufferben szuszpenzaltuk el, majd 2%-os ,,low melting” agardzzal 6sszekeverve készitettiik el
a dugokat. Megszilardulasuk utan a dugdkat 37°C-on inkubaltuk 3 oran keresztiil 3 ml EC

lizis pufferben, amely a kovetkezd enzimeket tartalmazta: 25U mutanolysin (Sigma), 0,5
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mg/ml lysozyme (Sigma) és 166 pg/ml RNase A (Sigma). A masodik inkubacio 54°C-on
zajlott 19-20 oran keresztiil 3 ml ES pufferben 133.3 pg/ml proteinase K-val kiegészitve. A
dugokat ezutan négyszer 30 percig mostuk 3 ml TE pufferben szobahdn. Az emésztés 25°C-
on tortént 15U Smal enzimmel, sajat pufferében (buffer SA) 4 ordn at. A DNS
fragmentumokat a staphylococcusoknadl leirt moédunk valasztottuk szét. A dendrogrammok

készitésénél 2% optimalizaciot és 2% sav pozicio toleranciat valasztottunk.

5.2.4.3. Bakteriofag tipizalas

A 2000-2005 kozott izolalt MRSA torzsek tipizalasat dr. Horvath Judit (Csongrad
megyei ANTSZ, Fag laboratorium, Szeged) végezte Blair és Williams munkéssaga (1961)
alapjdn. A modszer segitségével egy baktérium fajon beliil, biokémiai és szerologiai
modszerrel tovabb nem differencialhatd torzsek, kiilonbozo tipusokba oszthatok. Csak azok a
baktériumok érzékenyek az adott fagokkal szemben, amelyek a fagadszorpcidohoz megfeleld
fagreceptorral rendelkeznek. A fagtipus-meghatarozashoz hasznalt fagok, az un. tipusfagok a
tipizaland6d baktériumtorzseket azok érzékenysége esetén lizaljak. A tipusfagokkal kapott

oldasok alapjan allapithaté meg a fagtipus/fagkép.

5.2.4.4. Mddositott populacio analizis profil (PAP)

A baktériumokat egy éjszakan at tenyésztettik folyékony BHI-ban. Ebbdl a
tenyészetbdl 0.3 optikai denzitdsu (578nm) szuszpenzidt, majd 1/10" és 1/10* higitasokat
készitettiink. Mindkét higitasbol 50ul-t kentiink ki 0; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 4,0; valamint 8,0 mg/1
vancomycin tartalmu BHI lemezre. 48 o6rds inkubacié utan (35-37°C, normal 1égtér)
megszamoltuk a kindtt telepeket. A CFU-kat (colony forming units) a vancomycin higitas
fliggvényében féllogaritmikusan &brazoltuk. Az értékeléskor minden egyes tOrzsre
meghataroztuk a gorbe alatti teriileteket (PAP-AUC= area under curve). A pozitiv kontroll
torzs PAP-AUC értékei a kovetkezOk: Mu3 PAP-AUC = 21.06 + 2.47. Ezutan a VISA/hVISA
gyanus torzsek PAP-AUC értékének és a parhuzamosan vizsgalt Mu3 PAP-AUC értékének
aranyat kell megvizsgalni. Ha ez >0.9, akkor hVISA torzsrdl, ha >1.3, akkor VISA torzsrol
beszéliink (Téth és mtsai, 2008). A PAP-AUC vizsgalatokat Toth Akos végezte (Orszagos
Epidemiologiai Kozpont, Bakterioldgia I. osztaly)
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5.2.4.5. Staphylococcus chromosomal cassette mec (SCCmec) tipizalas

A Debrecenben izolalt 3 hVISA toérzs SCCmec kazetta tipizalasa Oliveira és de
Lencastre (2002) alapjan, multiplex PCR segitségével tortént (Ungvari Erika, Orszagos
Epidemiologiai Kozpont, Fagtipizalasi és Molekularis Epidemioldgiai Osztaly). A reakcid 8
primer part tartalmaz, a mec gén komplex 8 lokuszara tervezve, valamint belsd pozitiv
kontrollként a mecA génre tervezett primereket. A PCR termékek mérete 162-495 bp kozott
volt, az egyes savok legalabb 40 bp-ban eltértek egymastdl. A kapott termékek szama és
mérete egy mintdzatot hataroz meg (SCCmec tipus), amelyet szem ellenérzése mellett softver

segitségeével értékeltek.

5.2.5. Az adatok elemzése és kiértékelése

A DNS szekvencidk Osszehasonlitasat Clustal W2 szoftver segitségével végeztik:

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html. (Chenna és mtsai, 2003).

e A gének azonositasa a blastn algoritmussal tortént. (Altschul és mtsai, 1990).

e A PFGE dendrogramokat a Bionumerics program 2.5 verzidjaval analizaltuk (Applied
Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium)

e Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok soran az interpretdlas a CLSI illetve az

EUCAST hatarértékek alapjan tortént (10. tablalzat).
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10. tablazat. A vizsgalt antibiotikumok MIC hatarértékei a CLSI ¢s EUCAST alapjan

(mg/L).
CLSI 2010 EUCAST 2011

Enterococci S. aureus Enterococci S. aureus
Amikacin rezisztens <16, 32, >64 IE, IE <8, >16
Amoxicillin/clavulansav | ampicillin! <4/2, -, >8/4 <4,>8 benzilpenicillin >0,125
Ampicillin <8, -,>16 <0,25, -, >0,5 <4,>8 benzilpenicillin >0,125
Ampicillin/sulbactam ampicillin! <8/4,16/8,>32/16 |<4,>8 benzilpenicillin >0,125
Ciprofloxacin <1,2,>4 <1,2,>4 - <1,>1
Clindamycin rezisztens <0,5, 1-2, >4 -, <0,25, >0,5
Daptomycin 4, -, -, <1, -, - IE, IE <1,>1
Erythromycin <0,5, 1-4,>8 <0,5, 1-4, >8 - <1,>2
Gentamicin S<500,R>500 <4,8,>16 >128 HLAR <1,>1
Imipenem ampicillin! <4,8,>16 <4,>8 cefoxitin >4
Linezolid <2,4,>8 <4, -, =8, <4,>4 <4,>4
Moxifloxacin - <0,5,1,>2 -, <0,5,>1
Oxacillin - <2,-,>4 -, benzilpenicillin >0,125
Quinupristin/Dalfopristin | <1,2,>4 <1,2,>4 <1,>4 E. faecium |<1,>2
Rifampin <1,2,>4 <1,2,>4 - <0,064, >0,5
Streptomycin S<1000,R>2000 |- >512 HLSR -
Teicoplanin <8, 16,>32 <8, 18,>32 <2,>2 <2,>2
Tetracyclin <4,8,>16 <4,8,>16 -- <1,>2
Tobramicin - <4,8,>16 IE, IE <1,>1
Trimethoprim/
sulfamethoxazol rezisztens <2/38, -,>4/76 <0,032,>1 <2,>4
Tygecyclin - - <0,25,>0,5 <0,5, >0,5
Vancomycin <4,8-16, >32 <2,4-8,>16 <4, >4 <2,>2
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6. EREDMENYEK

6.1. A VRE eléfordulisa a Debreceni Egyetem klinikain

A Bakterioldgiai Diagnosztikai Laboratérium 2004 6ta sziiri az enterococcus torzseket
vancomycinre. A vizsgalt idészakban, 2004. januar 1. és 2009. december 31. kdzo6tt Osszesen
7271 enterococcust izolaltunk a laborba érkezd kiilonféle klinikai mintdkbdl a rutin
laboratoriumi diagnosztika sordn. Minden enterococcus torzs vancomycin rezisztenciajat
eldszor 6 pg/ml vancomycint tartalmazd BHI screen lemezen vizsgaltuk, majd a screen
lemezen ndvekedést mutatd torzsek esetén tovabbi molekularis bioldgiai vizsgalatokat
végeztiink. A multiplex PCR reakcidok alapjan egyetlen E. faecalis izolatum hordozta a vanA
rezisztencia gént (Dombradi és mtsai, 2009). Ezen kiviil 15 klinikai mintab6l tudtuk kimutatni
vanC pozitiv enterococcusok jelenlétét (Dombradi és mtsai, 2011 in press). A 11. tablazat
bemutatja a vizsgalt idészakban gyiijtott VRE gyanis mintdk izolaldsanak idejét, a mintdk
eredetét a minta tipusa illetve klinikak szerint, valamint az enterococcus fajok mellett

ugyanabbdl a mintabdl kitenyészett egyéb mikroorganizmusokat.
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11. tablazat. A 2004-2009 kozott gytijtott VRE gyantis mintak jellemzése

Sirg8sseégi Osztaly

M|,nta Iz.olallas Minta tipusa Klinika Korokozok*
szama ideje
11876 | 2004.05.21 | vizelet (3 éves lany) SZEQQfekt.k'éS‘;sza y E. coll
2479 | 2004.01.31 |seb (53 éves né); |. Belgydgyaszati Klinika E. Cgh’msir'a%lﬁirseus'
6130 | 2005.03.08 | vizelet (3 éves fiti) Sgggsmgns";f‘aly P. morganii
. ,, Kardioldgiai Intézet, E.coli,
17807 | 2005.06.28 | seb (50 éves nd) Szivsebészeti Osztaly P. aeruginosa,
13053 | 2006.05.16 | abscessus (66 éves férfijt |3 ocooorer = ool C ausel,
. , Y |. Sebészet,
5588 | 2007.03.18 | katéter (65 éves no) Altalanos Fekvé Osztaly -
24525 | 2007.12.08 | katéter (70 éves férfi)V :ntse?]t;\fzéfkvo Eaység E.coli
23610 | 2007.11.27 | vizelet (59 éves n6) | Sebeszet, -
Vesetranszplantacio
24836 | 2007.12.12 | vizelet (1 hénapos fid) Sgg;”zi‘l‘(')‘t';”&igon ort i
i - Il. Sebészet, K. pneumoniae,
99 2008.01.02 | seb (74 éves feérfi)tV Intenziv Osztaly P.paeruginosa
. ,, Sziilészet-N6gyogyaszat, E. coli,
4984 | 2008.03.02 | seb (57 éves nG) Sebészeti Osztaly P. aeruginosa
. i ; |. Sebészet, E.coli, P. loescheii
10048 | 2008.05.05 | ascites (47 éves nd)f Altalanos Fekvé Osztaly Fusobacterium
13698 | 2008.06.19 | hemokultira (68 éves férfi &;ﬂg‘{&%ﬁj?&f'g';;ély .
. i n I. Sebészet, E. coli,
3834 | 2009.02.18 | ascites (82 éves nb)TV Intenziv Fekvé Egység C. lusitaniae
4445 | 2009.02.26 | decubitus (72 éves nG) kgzzgfgggagzitgs“”'ka’ Acinetobacter
8043 | 2009.04.10 | vizelet (9 honapos lany) | - Sebeszet, E. coli

*Enterococcus spp. mellett ugyanabbdl a mintabdl kitenyészett egyéb mikroorganizmusok
1 = elhunyt beteg
V = vancomycin terapiaban részesiilt beteg
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6.1.1. A vanC pozitiv torzsek jellemzése

6.1.1.1. PCR és restrikcios analizis

A Multiplex PCR reakciot Depardieu és mtsai (2004b) alapjan végeztik. A PCR
kozeg a vanAd, vanB, vanCl/2, vanD, vanE és vanG vancomycin rezisztencia génekre,
valamint az E. faecalis ¢s E. faecium D-alanin-D-alanin (ddl) ligdz génekre specifikus primer
parokat tartalmazta. Ezeken kiviil az E. faecalis, E. casseliflavus és E. gallinarum fajokat a
szuperoxid dizmutaz (sodA) génre specifikus primerekkel is azonositottuk (Jackson és mtsai,
2004). A magas foku gentamicin rezisztencidt Yean és mtasi (2007) alapjan PCR-rel
erdsitettiik meg. A bifunkciondlis aminoglikozid rezisztencia génre (aacA-aphD) tervezett
primer parokat enyhén modositottuk. A 16 vanC gént hordozo torzsbdl dsszesen 2 volt vanC2
pozitiv E. casseliflavus, a tobbi 14 pedig vanC1 pozitiv E. gallinarum (12. tablazat).

Az altalunk hasznalt vanC specifikus primerek mind a vanCI, mind a vanC2 gének
amplifikalasara alkalmasak. Kezdetben a vanC1 illetve vanC2 géneket DNS szekvenalassal
kiilonboztettiik meg. A 815 bp illetve 827 bp hosszi szakaszok teljesen azonosak voltak az
adatbazisokban kozolt E. gallinarum vanCI(EU151772) illetve E. casseliflavus vanC2/3
(EU151764) gének megfeleld szakaszaival. Késobb a két gén elkiilonitésére restrikcios
analizist dolgoztunk ki. A génszekvencidk restrikcids térképének Osszehasonlitdsaval olyan
restrikcids enzim hasitd helyeket kerestiink, amelyek csak az adott génre specifikusak és az
agardz gélen jol detektalhatd fragmentumokat hoznak 1étre a PCR termék emésztése utan. A
masok altal hasznalt Mspl enzim helyett (amely mindkét terméket hasitja), mi a Sall és
HindlIll enzimeket hasznaltuk (Leclercq és mtsai, 1988). A Sall csak a vanC1 gént hasitja, a
PCR termékbdl egy 583 bp és egy 232 bp fragmentumot hoz létre. A HindlIIl specifikusan
hasitja a vanC2 gént gy, hogy a PCR termékbdl egy 362 bp és egy 465 bp méreti
fragmentum keletkezik. Tehat amennyiben a Sall enzim hasitja a PCR terméket, akkor vanC1,
ha a HindIII hasitja, akkor vanC?2 a rezisztencia faktor (12. tablazat). Ezzel a modszerrel azt
tapasztaltuk, hogy az egyik mintat (szama: 6130) mindkét enzim hasitotta, felvetve ezaltal
mindkét gén jelenlétét. Ez a vizelet minta egy 3 éves fiutdl szarmazott 2005-bol, aki
pneumonia miatt keriilt a Gyermekklinikdra. Az eredeti vizeletmintabol szarmazo
lefagyasztott torzs felndvesztésével, és az egyes telepek szétszélesztésével harom szubkultarat
kiilonitettiink el. A fajspecifikus sod4 PCR reakci6 alapjan a harom szélesztés harom fajt

reprezentalt (4. abra).
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4. abra. A 6130-as minta vizsgalata sodA fajspecifikus PCR reakcioval

1. oszlop: 6130/ minta, E. casseliflavus sodA (288bp), 2. oszlop: 6130/11/2 minta, E. faecalis
sodA (173bp), 3. oszlop: 6130/11/2 minta, E. gallinarum sodA (360bp). St= 100bp DNS létra

(Invitrogen).

Mivel igen kiilonleges esemény, hogy egyetlen betegbdl egyidejiileg harom

enterococcus faj tenyésszen ki, ezt az esetet részletesen kivizsgaltuk. A harom species koziil

csak az E. casseliflavus (6130/1) és az E. gallinarum (6130/11/1) fajok néttek a VRE screen

lemezen, az E. faecalis (6130/11/2) azonban nem volt vancomycin rezisztens. Az ezt kdvetd

vanC specifikus PCR és restrikcios analizis kimutatta, hogy a 6130/I izolatum a vanC2, a

6130/11/1 izolatum pedig a vanC1I gént hordozta (5. abra).

500-

200-
100-

Eg— E—

6130/1 6130/11/1

5. abra. A 6130-as minta szubkulturainak restrikcios analizise

583

465
362

232

A 6130/ minta vanC PCR terméke emésztetleniil (1), HindIIl emésztés utan (2), Sall eméesztés
utan (3),a 6130/11/1 minta vanC PCR terméke emésztetleniil (4), HindIll emésztés utan(s),

Sall emésztés utan (6). St= 100bp DNS létra (Invitrogen).
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A ritmusszabalyozoval €16, Down-kéros, asztmas beteget valdsziniileg alapbetegségei,

fiatal kora valamint leromlott egészségi allapota miatt kolonizalhattdk az enterococcus fajok.

A 12. téblazat foglalja Ossze a VRE torzsek molekuldris vizsgalata sordn kapott

eredményeinket, valamint mutatja az E-teszttel és a VITEK2 automatdval meghatarozott

vancomycin ¢és teicoplanin MIC értékeket is.

12. tablazat. VRE torzsek PCR és antibiotikum rezisztencia eredményei

Minta szama Species Rezisztencia gén E-teszt** VITEK2**
11876 E. gallinarum vanCl* V:2; T:A1,5 V:232;T:<0,5
2479 E. gallinarum vanC1* V:12; T:3 V:2; T:<0,5
6130/1 E. casseliflaus vanC2* V:8; T:1,5 V:8; T:2
6130/11/1 E. gallinarum vanC1l V:8; T:1,5 V:4; T:A1
6130/11/2 E. faecalis - - -

13053 E. casseliflaus vanC2 - -

5588 E. gallinarum vanC1 V:8; T:1 V:2; T:<0,5
24525 E. gallinarum vanC1, aacA-aphD V:8; T:1 V:8; T:<0,5
23610 E. gallinarum vanC1, aacA-aphD V:8; T4 V:<1; T:<0,5
24836 E. gallinarum vanC1 V:8; T:0,25 V:4; T:<0,5
99 E. gallinarum vanC1, aacA-aphD }r/(1)67_§4 V:32; T:0,5
4984 E. gallinarum vanC1l V:8; T:A1 V:32; T:0,5
10048 E. gallinarum vanC1l V:8; T:1 V:32; T:0,5
13698 E. gallinarum vanC1l V:8; T:0,5 V:8; T:0,5
3834 E. gallinarum vanC1 V:8; T:0,5 V:8; T:0,5
4445 E. gallinarum vanC1 V:8; T:0,5 V:8; T:0,5
8043 E. gallinarum vanC1l V:8; T:1 V:8; T:0,5

* DNS szekvenalassal megerdsitve

**A MIC értékek mg/l-ben vannak megadva.V=vancomycin, T=teicoplanin
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6.1.1.2. Antibiotikum érzékenység vizsgalata

A VRE torzsek antibiotikum érzékenységét E-teszttel vizsgaltuk, a kovetkezd
antibiotikumokra: vancomycin, teicoplanin, linezolid, ampicillin, tigecyclin, daptomycin,
gentamicin €s amoxicillin/klavuldnsav. A 16 vanC pozitiv térzs kozil mind mérsékelten
rezisztens volt vancomycinre, és érzékeny teicoplaninra. A vancomycin rezisztencia mellett 3
E. gallinarum izolatumot talaltunk, melyek magas foku rezisztencidt mutattak gentamicinnel
szemben. Ezekben a torzsekben ki tudtuk mutatni az aacA-aphD bifunkcionalis
aminoglikozid rezisztencia gént PCR segitségével (12. tablazat). Szerencsére a VRE torszek

a tobbi vizsgalt antibiotikumra érzékenynek bizonyultak.

6.1.1.3. Epidemiolégiai vizsgalatok

A 6130-as mintabol kitenyésztett vancomycin érzékeny E. faecalis torzset MLST
modszerrel genotipizaltuk. Az acetil-CoA acetiltranszferaz (yigl) gén szekvenalasa sordn azt
talaltuk, hogy az yigL-8 allélhoz képest a 187-es pozicioban egy C—T nukleotid csere tortént.
Ezek alapjan az MLST kuratora az 0j allélhoz az yiqL-64, az 0j szekvencia tipushoz pedig az
ST-336 szamot rendelte (www.mlst.net).

A rezisztens torzsek genetikai rokonsidganak feltardsdhoz pulzdld erdterii
gélelektroforézist hasznaltunk (6. abra). A kapott PFGE mintdzatokat Tenover és mtsai

(1995) szerint értékeltiik ki.
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6. abra. A VRE torzsek PFGE dendrogramjai

A dendrogrammok alapjan 2 E. gallinarum (8043 és 3834) mintazata teljes mértékben
megegyezett. Mind a két torzs 2009-bol, Sebészeti intézetekbdl szarmazott, azonban a 3834-
es torzs az . Sebészet Intenziv Fekvd Egységérdl, a 8043-as pedig a II. Sebészet Siirgdsségi
Osztalyarol érkezett (11. tablazat). A 3834 E. gallinarum egy 82 éves nd ascites mintajabol
tenyészett ki, a betegen invaziv beavatkozast (hysterectomia) végeztek, majd akut peritonitis,
vastagbélatfirodas, nekrozis miatt tovabbi miitétei voltak. Ugyanebbdl az ascites mintajabol
E. coli és Candida lusitaniae is kitenyészett, késébbi mintaibol pedig Klebsiella és
Pseudomonas fajokat izoléaltak. A beteg szdmos antibiotikum mellett vancomycin terapiaban
is részeslilt, de idds kora valamint betegségei miatt a miitét utdn 1 honappal meghalt. Nem
lehet kizdrni, hogy a vancomycin rezisztens E. gallinarum is kozrejatszott a szepszis
kialakulasdban, amire az alkalmazott Vancocin nem hatott. A 8034 E. gallinarum egy 9
hoénapos lany vizeletébdl szarmazott, akit bakteriuria miatt kezeltek, és kontrollra érkezett
vissza. A szignifikans csiraszamban (10°) kitenyészett E. coli mellett az enterococcus csak 10*
csiraszamban volt jelen, igy a székletflorabol vald kontaminacié nem zéarhato ki. A két beteg
kozott direkt kontaktus nem torténhetett.

6 tovabbi torzset egy klaszterbe lehetett sorolni, mivel a PFGE mintazatuk >90%-ban

megegyezett. Ezek koziil egy 2009-bdl, ketté 2004-bdl, harom pedig 2007-bdl szarmazott. A
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2004-es esetek koziil az elsd minta (2479) az 1. Belgyogyaszati Klinikardl érkezett, a beteg
leromlott allapota miatt februarban meghalt. A masodik minta (11876) méjusban érkezett a
Gyermekklinikardl, tehat nem feltételezhetd kapcsolat a két eset kozott. Az 2007-es (5588,
23610, 24836) esetek sem hozhatok 0Osszefiiggésbe egymassal. Az els6 két minta az 1.
Sebészetrol érkezett, de kiilonb6zd osztalyokrol, és iddszakokbol, a harmadik minta pedig a

Gyermekklinikardl szarmazott.

6.1.2. Egy vanA pozitiv eset ismertetése

6.1.2.1. Esetleiras

Az 50 éves beteg mitralis billentyli prolapszus elektiv miitéte miatt keriilt a kérhazba
2005-ben. Kortorténetében eldfordult gyomorfekély, magas vérnyomads, akut miokardialis
infarktus és szivasztma. A helyi protokoll szerint cefuroxim ¢és tobramycin profilaxist
alkalmaztak az 5 oras miitét eldtt. A miitétet kovetden a beteget ujra kellett éleszteni,
intraaortikus ballonpumpaval lehetett a sziv-tiido géprdl elvélasztani. A beteget intenziv
terapids osztalyra helyezték, ahol tovabbi 29 6rds intubalasra és ventillalasra volt sziiksége. 8
nappal a miitét utan E. faecalis, Escherichia coli és Pseudomonas aeruginosa volt izolalhat6 a
femoralis sebébdl, azonban a beteg nem volt lazas és nem kapott antibiotikumot. A 6
hoénappal késébbi kontrollon mar nem volt nyoma sebfertézésnek. Ezek a korokozok

valdsziniileg csak kolonizaltak a sebet.

6.1.2.2. Mikrobiolégiai jellemzés

Az E. coli és P. aeruginosa torzseket hagyomanyos biokémiai moddszerekkel
identifikaltuk. Ezeken a torzseken kiviil a femoralis sebbdl kitenyésztettiink egy Gram-
pozitiv, spérat nem képz0 coccust, amely lancokba rendezddott. Véres agaron nem-
hemolizalo, sziirke, Imm-es atmérdjii kolonidkat képzett. Az izolatum jol nétt csokoladé
agaron ¢s BEA agaron, ezen kiviil katalaz negativ, optochin €s bacitracin rezisztens volt.
Lancefield szerinti szerocsoport meghatarozas a Streptex agglutinacios kittel tortént (Murex
Biotech). A 6 pg/ml vancomycin tartalmu sziirdlemezen kinétt telepeket tovabb vizsgaltuk.

Az antibiotikum érzékenység meghatarozasahoz a VITEK2 automatat hasznaltuk (13.

50



tablazat), valamint korongdiffuziot a CLSI leirasa alapjan. Mind a vancomycin mind a

teicoplanin MIC értékek >256 mg/1 voltak az E-tesztek alapjan.

13. tablazat. A vanA pozitiv E. faecalis antibiotikum érzékenysége VITEK?2 automataval

Antibiotikum MIC (pg/ml) Interpretacié
Ampicillin <2 S
Ampicillin/Sulbactam <2 S
Imipenem <1 S
Gentamicin (Magas foku) SYN-S S
Sztreptomycin (Magas foka) SYN-S R
Ciprofloxacin <0,5 S
Moxifloxacin <0,25 S
Erythromycin 0,5 S
Linezolid 2 S
Teicoplanin >32 R
Vancomycin >32 R
Tetracyclin >16 R

S= érzékeny, R= Rezisztens, SYN= szinergizmus varhato

6.1.2.3. Molekularis biologiai jellemzés

A Multiplex PCR reakcid soran kapott termékeket agardz gélen megfuttatva 2 savot
kaptunk, melyek az E. faecalis ddl (475bp) valamint a vanA (732bp) glikopeptpid rezisztencia
géneknek feleltek meg. A faji szintli azonositdst megerdsitettiik az E. faecalis ddl (475bp)
illetve sodA (360bp) génjeire specifikus primerekkel végzett kiilon PCR reakciokkal. A
rezisztencia gén identifikalasat szintén megerdsitettiik egy specifikus PCR reakcioval (7.

abra).
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7. abra. A vanA pozitiv E. faecalis torzs molekuléris bioldgiai jellemzése
A Multiplex PCR soradn kapott termékeket lathatjuk a 2-4. oszlopokban, 2. oszlop: E. faecalis
ATCC29212 (negativ konroll), 3. oszlop: vanA pozitiv E. faecalis (pozitiv kontroll), 4. oszlop.
17807 E. faecalis. A specifikus PCR reakciok termékeit lathatjuk az 5-7. oszlopokban; 5.
oszlop: vanA, 6. oszlop: ddl, 7. oszlop: sodA. Az 1. és 8. oszlopokban a 100-bp DNS létra
lathato (Invitrogen). A méretek bp-ban vannak feltiintetve.

Az EAI1-EA2 primerekkel amplifikalt PCR terméket agardéz gélbdl Quiagen gél
extrakcios kittel izoldltam, és a tisztitott DNS-t T4 DNS ligdzzal pGEM-T Easy vektorba
ligdltam, majd a ligalasi elegyet kompetens E. coli DH5o sejtekbe transzformaltam. A
transzformalt sejtekbol a plazmidot QIAprep készlettel izolaltam ¢és EcoRI restrikcios
emésztéssel ellendriztem. A kapott klont T7 valamint SP6 plazmid specifikus primerekkel
megszekvenaltattuk az MTA SZBK Szekvenalo Laboratoriumaban. A plazmidban
megtalalhatd volt a vand gén 732 bp hosszusagu szakasza, amely tartalmazza a PCR
primereket is. A megszekvenalt szakasz 1 nukleotid kivételével teljesen megegyezett az
adatbazisban 1évé vanA gén szekvencigjaval. A meghatarozott szekvencidban a 640-es
pozicioban egy A—G pont mutdcido volt az irodalmi adathoz képest. A pontmutacid egy
konzervativ I-M aminosav cserét okozott a fehérje szerkezetében. A mutacié ellendrzésére a
vanA PCR terméket kozvetlen tisztitdAs (Microcon Ultracell YM-100 kit) utan is
megszekvenaltattuk (Biomi Kft). A 647 nukleotidbol 4ll6 szekvenciat mindkét szalon
megvizsgaltuk, ¢és 100%-ban azonosnak taladltuk a pLWO043, pVEFI1 illetve pVEF2
plazmidokra jellemz6 vand gén megfeleld fragmentumaval. A pVEF plazmidok gyakrabban
fordulnak elé E. faecium fajokban, habdr a mi esetliinkben tobb fliggetlen kisérlet is E.

faecalisnak azonositotta a baktériumot.
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6.1.3. A VITEK 2 automataval végzett vizsgalatok

Vizsgélataink sordn Ossze kivantuk hasonlitani a VITEK 2 automata 3.01. szoftver
verzidjaval (bioMerieux), valamint az E-teszttel (AB Biodisk) kapott eredményeket a vand
pozitiv torzs, illetve a vanC pozitiv torzsek glikopeptid érzékenységére vonatkozdan.

A VITEK2 automata AST-P536 kartyajat hasznaltuk, amely a kovetkezd antibiotikum
koncentraciokat tartalmazta; vancomycin 2, 4, és 6 pg/ml; teicoplanin 1, 4, 8, és 16 pg/ml. A
két modszer kozotti kiilonbségeket a CLSI hatarértékek alapjan 3 csoportra osztottuk: nagyon
sulyos, sulyos, illetve kisebb jelentdségli interpretacids hibakat definidltunk (van den Braak és
mtsai, 2001). Nagyon sulyos hibanak tekintettiik, ha a VITEK2 automata érzékeny, az E-teszt
viszont rezisztens eredményt adott. Sulyos hibanak tekinthetd, amikor a VITEK?2 rezisztens,
az E-teszt viszont érzékeny eredményt adott. Kisebb jelentdségli hibanak azt vettiik, amikor a
két modszer kozotti eltérés egy interpretacids kategoria volt, pl: kozepesen rezisztens helyett
rezisztens vagy érzékeny eredmény. Kontrollként a vanA pozitiv klinikai izolatumot (pozitiv
kontroll), illetve az érzékeny ATCC 29212 E. faecalis torzset hasznaltuk (negativ kontroll).
Minden kisérletet haromszor végeztiink el, és ugyanazt az eredményt kaptuk. A VITEK2
automataval és az E-teszttel kapott MIC értékeket a 12. tablazat foglalja 6ssze. A vanAd
pozitiv torzset mindkét rendszer jol azonositotta, €s nem tapasztaltunk hibat a teicoplanin
érzékenységek interpretdldsa sordn sem. Mindegyik vanC pozitiv torzs érzékeny volt
teicoplaninra (MIC <8ug/ml). Az E-teszt azonban diszkriminativabbnak bizonyult, mivel a
VITEK?2 értékek sokkal sziikebb megoszlast mutattak. A vancomycin vizsgalatakor 10
esetben {itkoztiink minor hibaba. A 17 vizsgalt VRE torzsbdl a VITEK2 automata alapjan 5
volt vancomycin rezisztens (MIC >32ug/ml), 6 volt érzékeny (MIC <4ug/ml), és 6 volt
kozepesen érzékeny (MIC =8ug/ml). 6 E-teszttel kozepesen érzékenynek kapott torzset a
VITEK2 érzékenynek detektalt, mig 4 esetben a kozepesen érzékeny torzseket rezisztensként
detektalta és vanB fenotipusunak adta ki. Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a
vancomycin érzékenység detektalasa soran a VITEK?2 automata (3.01 szoftver) 17 esetbdl 10-

szer (59%) adott helytelen eredményt.
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6.2. Az MRSA eléfordulasa a Debreceni Egyetem klinikain

Az MRSA torzsek 2003-ig sporadikusan fordultak elé a Debreceni Egyetem klinikain,
a prevalenciajuk 2,3-3,2% koriil mozgott. 2004-ben az eléforulasuk csaknem 4% volt, a
nozokomialis surveillance rendszer tevékenysége ellenére 2005-ben mar meghaladta a 7%-ot

(14. tablazat).

14. tablazat. MRSA torzsek prevalencidja a Debreceni Egyetem Klinikain (2000-2005)

Ev S. aureus (n) MRSA (n) MRSA (%)
2000 1102 25 2,27
2001 1257 28 2,23
2002 1247 41 3,28
2003 1106 26 2,35
2004 1269 50 3,94
2005 1411 102 7,23

6.2.1. MRSA torzsek incidenciaja

A 2005 januar-december kozotti iddszakban Osszesen 339 MRSA torzset izolalt a
Bakteriologiai Diagnosztikai Labor, melyek 102 betegtdl, 17 kiilonb6zd klinikarol
szarmaztak. A kiértékelésnél azonban csak az elsé izolatumot vettiik figyelembe minden
betegnél. A 8. abran lathat6, hogy az MRSA aranya igen magas volt a Sebészeti klinikékon,

a Tidoklinikan és a Gyermekklinikan.
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8. abra. A 2005-ben izolalt MRSA torzsek klinikankénti megoszlasa

A 102 MRSA izolatum mintankénti eloszlasa a kovetkez6 volt: bronchus valadék
23,5%, seb 17,6%, orrvaladék 13,7%, kaniil 9,8%, garatvaladék 9,8%, és az abscessus illetve
hemokultura is 7,8% (10% egyéb) (9. abra).

10,0% -
. —— Wseb

Oorrvaladék

Okandl

O garatviladék

Dabscessus
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Oegyéb

9,8%

13,7%

9. abra. A 102 MRSA izoldtum mintankénti megoszlasa
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6.2.2. MRSA torzsek antibiotikum rezisztencia mintazata

Minden izolatum B-laktdm rezisztensnek bizonyult, 97 torzs oxacillin MIC értéke 256
mg/l volt. A tovabbi 6t torzs oxacillin MIC értéke 256 mg/l alatt volt, de még a rezisztens
tartomdnyba esett. Mind a 102 torzs érzékeny volt vancomycinre illetve teicoplaninra,
azonban a torzsek 99%-a rezisztens

volt erythromycinre ¢és clindamycinre, 97%

ciprofloxacinra, 31% trimethoprim/sulfamethoxazolra, 39% amikacinra és 49% tetracyclinre.

A torzseket 20-féle antibiotikum rezisztencia mintazatba lehetett besorolni (15. tablazat).

15. tablazat. A 79 MRSA torzs PFGE tipusa és antibiotikum rezisztencia mintazata

PFGE tipus | Rezisztencia Kéd | MRSA (n) | MRSA (%)
C Gen, Tob, 2A 1 1,3
A Ery, Clin, Gen, Tob 4A 1 1,3
A Ery, Clin, Ami, Gen, Tob 5A 1 1,3
A Ery, Clin, Cip, Gen, Tob 5B 33 41,8
B Ery, Clin, Cip, Gen, Tob 5B 1 1,3
A Ery, Clin, Cip, Tet, Gen, Tob 6A 5 6,3
B Ery, Clin, Cip, Tet, Gen, Tob 6A 2 2,5
C Ery, Clin, Cip, Tet, Gen, Tob 6A 2 2,5
B Ery, Clin, Cip, Ami, Gen, Tob 6B 7 8,9
C Ery, Clin, Cip, Ami, Gen, Tob 6B 4 5,1
A Ery, Clin, Cip, Sxt, Gen, Tob 6C 2 2,5
C Ery, Clin, Cip, Sxt, Gen, Tob 6C 1 1,3
A Ery, Clin, Tet, Sxt, Cip, Gen, Tob TA 2 2,5
C Ery, Clin, Tet, Sxt, Cip, Gen, Tob TA 2 2,5
A Ery, Clin, Tet, Cip, Ami, Gen, Tob 7B 2 2,5
B Ery, Clin, Tet, Cip, Ami, Gen, Tob 7B 2 2,5
C Ery, Clin, Tet, Cip, Ami, Gen, Tob 7B 2 2,5
B Ery, Clin, Sxt, Cip, Ami, Gen, Tob 7C 1 1,3
C Ery, Clin, Sxt, Cip, Ami, Gen, Tob 7C 6 7,6
C Ery, Clin, Sxt, Tet, Cip, Ami, Gen, Tob 8A 2 2,5

Osszesen 79 100

Ery= erythromycin, Clin= clindamycin, Gen= gentamicin, Tob= tobramycin,

Cip= ciprofloxacin, Ami= amikacin, Tet= tetracyclin, Sxt= trimethoprim/sulfamethoxazol
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6.2.3. MRSA torzsek epidemioldgiaja

Az MRSA torzsek terjedésének megfékezéséhez, az epidemiologidjuk megértéséhez
elengedhetetlen a genetikai tipizalas, annak meghatarozéasa, hogy a terjedés egy vagy tobb
klénnak tulajdonithatd. A szdmtalan molekularis epidemioldgiai vizsgélat koziil a bakteriofag
tipizalds, az SCCmec tipizalas, a PFGE illetve az MLST a leggyakrabban alkalmazott

modszerek.

6.2.3.1. Bakteriofag tipizalas

Az Un. nem-tipizalhatd torzsek ardnya az évek soran ugyan csokkent, de a kevert
fagtipusu torzsek szama noétt, az V fagesoportot pedig fokozatosan felvaltotta a I11. 2005-ben
az izolatumok tobb mint a fele (57,85%) volt kevert, 34,31% a III fagcsoportba tartozott és
7,85% nem volt tipizalhato (16. tablazat). A torzseknek csaknem fele a 617/622/623
fagtipusba tartozott, majdnem 20% pedig a 629-es faggal volt csak tipizalhato.

16. tablazat. A 102 MRSA t6rzs megoszlasa fagcsoportok és fagtipusok szerint

Fagcsoport Fagtipus Torzsek szama %

I 629 20 19,61
I 623 4 3,92
I 623,629 11 10,78
Kevert 617,622,623 49 48,04
Kevert 622,623 7 6,86
Kevert 616,618,622 2 1,96
Kevert 622,623 1 0,98
Nem tipizalhato - 8 7,85
Osszesen 102 100
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6.2.3.2. Klonalis kapcsolatok elemzése

A 84 megvizsgalt MRSA torzsbdl 79-et lehetett besorolni a kapott harom PFGE tipus;
A, B, és C valamelyikébe. A tobbi torzs kozott nem volt kimutathatd genetikai kapcsolat. A
dendrogramokat a 10., 11., és 12. abrak mutatjak, kiértékelésiik Tenover és mtsai (1995)
alapjan tortént. A legtdbb torzs, szam szerint 46, az A tipusba tartozott. Ezek mindegyike
érzékeny volt glikopeptidekre, de rezisztens volt erythromycinre, clindamycinre és két
kivétellel  ciprofloxacinra. A legtobb  torzs  érzékeny  volt  amikacinra,
trimethoprim/sulfamethoxazolra és tetracyclinre. Tobbséglik kevert fagcsoportba tartozott,
melyek koziil a dominans fagtipus a 617/622/ 623 volt. A torzsek a legkiilonb6zdbb

klinikékrdl szarmaztak.
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10. abra. A PFGE A tipusu torzsek dendrogramja
A B tipusba sorolhatdo torzsek (n=13) szintén egyedi antibiotikum rezisztencia
mintazattal rendelkeztek; a legtobb érzékeny volt trimethoprim/szulfamethoxazolra, mig
harom kivétellel rezisztensek voltak amikacinra (15. tablazat). 72,7% a III fagcsoportba

tartozott. A dominans fagtipus a 629-es volt.
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11. abra. A PFGE B tipusu torzsek dendrogramja

A legtdbb C tipust izolatum szintén a III fagcsoportba tartozott. Ezek kozott volt a
legtobb multirezisztens izoldtum (15. tablazat). Két izolatumrdl kijelenthetjiik, hogy a
vancomycin illetve teicoplanin kivételével pénrezisztensek voltak, mindekettd a III

fagcsoportot és 8A rezisztencia mintazatot képviselte.
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12. abra. A PFGE C tipusu torzsek dendrogrammja
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Meg kell jegyezniink, hogy a B és C PFGE tipusba tartozé térzsek tobb mint fele a II.
Sebészetrdl, a III. Belgyodgyaszati Klinikarol, a Tiidoklinikarél és a Szivsebészetrdl
szarmazott. Ezek 2005-ben egy épiileten beliil helyezkedtek el, mas klinikaktol elkiiloniilten.
A fagtipusok analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a Gyermekklinikar6l szarmaz6 torzsek egy
kivétellel a III fagcsoportba tartoztak, és a 623-as fagtipus volt talsalyban, mig ezen
izolatumok masik f6 forrasa a fent emlitett kiilonallo klinikai blokk volt. A térzsek tobbsége a
C PFGE tipusba tartozott, valtozatos rezisztencia mintazatokkal. A kevert fagcsoportu torzsek
kozott a leggyakoribb PFGE tipus az A volt, erythromycin-clindamycin-ciprofloxacin-
gentamicin-tobramycin (5B) rezisztencia mintazattal. A nem tipizalhato torzsek csoportja

minden szempontbol valtozékony volt.

6.2.2. hVISA torzsek jellemzése

A debreceni hVISA torzseket 2007, 2008 €s 2009 években izolaltuk. Harom uj térzset
tudtunk kimutatni 3 kiilonboz6 betegbdl, ezekkel egyiitt a hVISA izolatumok szdma
Magyarorszagon 5-re nétt (Toth és mtsai, 2008; és egy nem publikalt eset). A klinikai

eseteket részletesen megvizsgaltuk.

6.2.2.1. Klinikai esetek bemutatasa

Elso beteg (2007)

Az 56 éves férfi beteg tavolabbi anamnézisében komolyabb betegség nem szerepelt.
2007-ben submandibularis-parapharyngealis tadlyog miatt szdjsebészeti miitét tortént, majd
sepszis, jobboldali bronchopneumonia és akut veseelégtelenség miatt kezelték. Allapota
javult, de haemodializis programba kellett felvenni. 3 honappal késébb a vena jugularis
katéterszepszis gyanuja miatt eltavolitasra keriilt, az orvosok amikacin teradpiaba kezdtek. A
beteg haemokultirdjabol MRSA tenyészett ki, amely vancomycin érzékeny volt, ezért az
amikacin terapiat vancomycinnel késébb pedig rifampicinnel kombinaltak. A CT vizsgalat
soran mindkét tiidében és a lépben is abscessus igazolddott, a mellkasi rontgen kétoldali
bazalis pneumodniat mutatott. Végiil keringési elégtelenség, valamint ventriculés arithmidk a
beteg halaldhoz vezettek. Posztmortem haemokultirabol csokkent vancomycin érzékenységii

MRSA tenyészett ki (WVISATL).
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Masodik beteg (2008)

A masodik beteg Little-korban, tetraplégidban, epilepszidban, és szomatomentalis
retardacioban szenvedett. 24 évesen keriilt a koérhazba tiidogyulladassal és akut légzési
elégtelenséggel egy epilepszids roham utan. Aspiracid gyanuja miatt clindamycin illetve
ceftriaxon terapiat kezdtek. A beteg gépi lélegeztetésre szorult. Bronchusvaladékabol
Pseudomonas aeruginosa illetve Candida gomba tenyészett ki, antibiotikum valtas
(ceftazidim, amikacin, clarythromycin, fluconasol) utdn azonban laza megsziint. Ebben az
idészakban a beteg parenteralis taplalasra szorult. Késobb orrvaladékabol, haemokulturabol és
bronchusvaladékbol MRSA tenyészett ki. A bronchusvaladékbol izolalt MRSA hVISA
torzsnek bizonyult (hVISA2). 3 hoénapos kezelése alatt lazas illetve laztalan periddusok
valtakoztak, a 1azas allapotok hatterében az emlitett MRSA mellett Pseudomonas, Klebsiella,
Acinetobacter, illetve gombafertézések voltak kimutathatéak. A célzott kezelések ellenére
allapotat nem sikeriilt javitani. Klinikai kezelésének utols6 hetében sulyos septicus-toxicus

talajon kialakult csontveld szuppresszid 1épett fel, melynek kovetkeztében a beteg meghalt.

Harmadik beteg (2009)

A harmadik beteg egy 27 éves nd volt, aki égési sériiléseket szenvedett a teljes
testfeliiletének kb 40%-an. TOobbszordés nekrotomidra és boratiiltetésekre volt sziiksége.
Korhazi kezelése alatt tiidogyulladas 1épett fel. Borlézidjabol hVISA torzs tenyészett ki
(hVISA3), ezért tigecyclinnel kezelték. O volt az egyetlen beteg, aki 2 honappal a felvétele
utan gyogyultan tavozott a korhazbol.

6.2.2.2. A hVISA torzsek mikrobioldgiai jellemzése

A torzsek anitibotikum érzékenységét eldszor a CLSI ajanlasa alapjan
korongdiffuzioval vizsgaltuk meg. A methicillin rezisztenciat oxacillin E-teszttel néztiik, ezen
kiviil E-tesztet végeztiink a kovetkezd antibiotikumokra is: vancomycin, teicoplanin,
erythromycin, clindamycin, ciprofloxacin, gentamicin, amikacin, rifampicin, tigecyclin,

daptomycin, quinupristin/dalfopristin és linezolid (17. tablazat).
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17. tablazat. A hVISA torzsek minimalis gatldé koncentracioi E-teszttel vizsgalva

Oxa* | Ery Clin Cip Gen | Amik | Rif Tig | Dap | Qui/Dal | Lin
hVISAL | >256 | >256 | >256 | >32 24 16 0,006 | 0,5 1 1 1,5
hVISA2 | >256 | >256 | >256 | >32 64 64 >32 0,5 1 1 1
hVISA3 | >256 | >256 | >256 | >32 32 16 0,006 | 0,25 1 2 0,75

*A MIC

értekek mg/l-ben vannak megadva.

Oxa=oxacillin,

Ery=erythromicin,

Clin=clindamycin, Cip=ciprofloxacin, Gen=gentamicin, Amik=amikacin, Rif=rifampicin,

Tig=tigecyclin, Dap=daptomycin, Qui/Dal=quinupristin/dalfopristin, Lin=linezolid.

Az elsé beteg (2007) vérébdl izolalt methicillin rezisztens S. aureus térzs a makro E-

teszt illetve a populéci6 analizis alapjan hVISA-nak bizonyult (hVISAT1). A makro E-teszttel

kapott minimalis gatlo koncentracidk a kovetkezdk voltak: vancomycin 8 mg/L, teicoplanin
12 mg/L. A PAP-AUC arany 1,01 volt (13. abra). Az MLST ¢és az SCCmec tipizalas alapjan
a torzs a Magyar ST239-MRSA-III klont képviselte.

Log10 (CFWmI)
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25
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13. abra. Modositott populaci6 analizis profil-gorbe alatti tertiltet (PAP-AUC) modszer
alkalmazasa a harom hVISA torzsre (WWISA1, hVISA2, hVISA3). Mu3= hVISA pozitiv
kontroll. S. aureus ATCC 29213= VSSA (negativ kontroll).
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A masodik beteg (2008) bronchusvaladékabol izolalt MRSA torzs szintén hVISA-nak
bizonyult a makro E-teszt és a populaci6 analizis szerint (hVISA2). Mind a vancomycin mind
a teicoplanin MIC 8 mg/L volt, a PAP-AUC ardny pedig 0,97 (13. abra). Az MLST ¢és
SCCmec tipizalas alapjan a torzs a New York/Japan STS-MRSA-II klénhoz tartozott.

A harmadik beteg (2009) borlézidjabol kitenyészett MRSA torzs esetén a makro E-
teszt és populécio6 analizis alatamasztotta a hVISA gyanit (hVISA3). A makro E-teszt sordn
kapott vancomycin és teicoplanin MIC érték 8 mg/L volt. A PAP-AUC arany ennél a torzsnél
0,93 volt (13. abra). A molekularis tipizalds beigazolta, hogy ez az izolatum is a New

York/Japan STS-MRSA-II klonhoz tartozott.
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7. MEGBESZELES

Sulyos bakteridlis infekciok altalaban csokkent védekezé képességli betegekben
alakulnak ki. Ez az allapot felerdsiti a hatékony antibiotikum terapia fontossagat. A rezisztens
genotipusok gyors detektalasa elengedhetetlen az adekvat empirikus terapia megkezdéséhez
¢s a terjedés megakadalyozasahoz (Ratanasuwan és mtsai, 1999). A legnagyobb gondot a
rezisztens Gram-pozitiv coccusok eldretdrése jelenti, melyek kozil a legjelentdsebb
koérokozdk az enterococcusok illetve a staphylococcusok.

Nagy aggodalomra adott okot, amikor 1988-ban izolaltdk az els6 vancomycin
rezisztens enterococcust Franciaorszagban, ugyanebben az évben Anglidban, majd késobb az
Egyesiilt Allamok keleti partjainal. Jelenleg Eurépaban a VRE eléfordulasi gyakorisiga
foldrajzi teriiletenként igen eltérd, akar 50% is lehet. Az EARS-Net 2009-es adatai alapjan
Magyarorszagon a rezisztens Enterococcus faecium 1-5%pban fordult el6. A network adatai az
Orsagos Epidemiologiai Kozpont adataira épiilnek, amely szerint a rezisztens E. faecium
aranya 2009-ben 1,6% volt, mig ugyanebben az évben nem jelentettek be egyetlen rezisztens
E. faecalist sem. Sajnos az egy¢b enterococcus fajokrol nincsenek adatok.

A Kklinikai gyakorlatban a vancomycin rezisztencia gének molekuldris jellemzése
elsdsorban a vanA illetve vanB génekre korlatozddik, hiszen ezek kddolnak magasabb szintii
vancomycin rezisztenciat. A vand és a vanB operonok mobilis genetikai elemeken talalhatok,
lehetové téve a klondlis illetve lateralis terjedésiiket, emiatt sokkal nagyobb az epidemioldgiai
jelentéségiik. Ezzel szemben a vanC pozitiv torzsek alacsony szintli rezisztenciaval
rendelkeznek, és a rezisztencia gén kromoszomalisan helyezkedik el. Habar a vanC genotipust
sokszor figyelmen kiviil hagyjak, ezek a torzsek éppen olyan sulyos infekciokat okozhatnak,
mint barmely mas VRE torzs (Pappas és mtsai, 2004). A vancomycin nem megfeleld
empirikus alkalmazasa ezekben az esetekben terapias sikertelenséghez, hosszabb korhazi
kezeléshez és megndvekedett apolasi koltségekhez vezethet.

Munkénk soran a DE OEC Orvosi Mikrobioldgiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai
Laboratériumaban a 2004-2009 kozotti idészakban izoldlt VRE torzseket analizaltuk. Az
antibiotikum érzékenységi vizsgalatokhoz a legmegfelelobb moddszer jelenleg az E-teszt,
amely azonban draga, ¢és 24-48 orés tenyésztési id6t igényel. Annak ellenére, hogy a VITEK2
automata mar 8 ora mulva eredményt ad, a 3.01 szoftver verzi6 nem mindig megfelelé az
alacsony szintli glikopeptid rezisztencia kimutatasara (Dombradi és mtsai, 2010). Mindezek
alapjan a vancomycin rezisztencia gyors €s pontos detektalasdnak legjobb moddszere a van

rezisztencia gének kimutatdsa PCR-rel.
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A vizsgalt idészakban 6sszesen 7271 enterococcus tenyészett ki, melyek koziil 17 volt
vancomycin rezisztens. Ezek kozott 1 vanA4 pozitiv és 16 vanC pozitiv tdrzset azonositottunk.
Magyarorszagon az elsé PCR-rel igazolt vand pozitiv E. faecalis esetét 2000-ben irtak le
(Ghidan és mtsai, 2000). Ennél a betegnél a VRE torzset egy cukorbeteg férfi labujjan 1évo
fekélyébdl izolaltak, amit késébb amputalni is kellett. Az enterococcusok, leggyakrabban az
E. faecalis, a sebfertdzések és kolonizacidok 5-20%-aban mutathatok ki (Surucuoglu és mtsai,
2005; Zmudzinska ¢és mtsai, 2005). A mi esetiinkben a mitralis prolapszus elektiv miitétén
atesett nd femoralis sebébdl tenyésztettiik ki a vanAd-hordozd E. faecalis-t, nyolc nappal a
mitét utan. Ez meglepd eredmény volt, hiszen a beteg sohasem kapott vancomycint. A VRE
valoszinlileg csak kolonizalta a sebet mas baktériumokkal egyiitt. A beteget apolo személyzet
székletét késobb sziirtiik az esetleges VRE hordozas kimutatdsa céljabodl, illetve a beteg
korhdzi kornyezetét is megvizsgaltuk, de minden minta negativnak bizonyult, a torzs
eredetére nem deriilt fény. Szerencsére egészen mostanaig ez volt az egyetlen vand pozitiv
enterococcus a Debreceni Egyetem klinikdin, 2011-ben azonban egy ujabb VRE-et izolaltunk,
melyet vanB pozitiv Enterococcus faecium-ként azonositottunk. Ez az 01j eset mar nem keriilt
bele a disszertacioba, mégis meg kell emliteni, hogy a rezisztens genotipus korai felismerése
tette lehetéveé, hogy a megfeleld infekciokontroll intézkedéseket iddben bevezethessiik.

Korabbi eurdpai és amerikai felmérésekkel Osszhangban elmondhatjuk, hogy a
Debreceni Egyetem klinikdin a vanCI pozitiv torzsek prevalencidja magasabb volt, mint a
vanC2 torzseké: a 16 vanC gént hordozd torzsbol Osszesen 2 volt vanC2 pozitiv E.
casseliflavus, a tobbi 14 pedig vanCI pozitiv E. gallinarumnak bizonyult (Patel és mtsai,
1997, Gikas és mtsai, 2005). Osszességében tehat a vanC gént hordozd enterococcusok
incidencidja Debrecenben elég alacsony, 0,22%. A kiilonb6zd rezisztens enterococcus fajok
altal okozott tobbszords infekciok azonban kiilon figyelmet igényelnek, mivel az esetek
tobbségében nem keriilnek felismerésre a rutin laboratériumi tesztelés soran. A 6130-as
klinikai minta molekularis biologiai vizsgalata kozben deriilt ki, hogy az egyik beteget
egyszerre 3 enterococcus fertdzte meg. Mivel az altalunk hasznalt vanC specifikus primerek
mind a vanCl, mind a vanC2 gének amplifikdlasara alkalmasak voltak, a két gén
elkiilonitésére restrikcidos analizist dolgoztunk ki. A 6130-as minta vanC PCR termékének
restrikcids emésztése soran kapott eredmény hivta fel a figyelmiinket arra, hogy egyszerre
tobb rezisztencia gén, igy valosziniileg tobb faj van jelen a mintdban. A szélesztések utan
fajspedifikus PCR-rel azonositott harom species koziil csak az E. casseliflavus és az E.

gallinarum fajok néttek a VRE screen lemezen, az E. faecalis azonban nem volt vancomycin
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rezisztens. Az ezt kovetd vanC specifikus PCR és restrikcios analizis kimutatta, hogy a 6130/1
izolatum a vanC2, a 6130/11/1 izolatum pedig a vanC1I gént hordozta.

Tovabbi 3 betegbdl olyan vancomycin rezisztens E. gallinarum torzsek voltak
izolalhatéak, amelyek magas foku gentamicin rezisztenciaval is rendelkeztek (0,04%). Ezek
az izolatumok az aacA-aphD rezisztencia gént is hordoztdk a vanCl gén mellett. A PFGE
vizsgalatok eredménye alapjan a harom térzs nem mutatott genetikai rokonsagot, valdsziniileg
egymastol fiiggetleniil tettek szert a gentamicin rezisztenciara. A PFGE mintazatok
alatamasztottadk azt a feltevést, hogy a legtobb VRE torzs megjelenése sporadikus volt.
Mindossze két 2009-ben izolalt E. gallinarum mintazata egyezett meg. Ezek a mintak (3834,
8043) sebészeti intézetekbdl szarmaztak, de a betegeket kiilonb6zd osztalyokon, kiilonbozo
idépontokban kezelték, tehdt a betegek kozotti direkt kontaktus kizérhaté volt. Az
antibiotikum érzékenységi vizsgalatok alapjan szamos antibiotikum hatdsosnak bizonyult.
Osszegzésként tehat elmondhaté, hogy a VRE megjelenése a Debreceni Klinikakon
véletlenszert ¢€s jol kezelhetd, ha idOben felismerésre kertil.

Mivel az enterococcus az emberi gastrointestinalis traktus normalflorajanak tagja, a
VRE el6fordulhat a székletben, bekeriilhet a korhazi kdrnyezetbe, s ott adott prediszponald
tényezOk mellett nosocomialis infekcid kivaltoja lehet. Miutan hével, kiszaradassal és egyéb
kiils6 hatasokkal szemben igen ellenalld, a VRE-hordozo személy kornyezetében jelen lehet
¢s huzamosabb ideig életképes maradhat. A VRE klinikai anyagban val6 el6fordulasakor a
kornyezetben korhazhigiénés bakteriologiai vizsgalatok indokoltak, a forras és terjedés
utjanak felderitésére (Gacs, 2004). Erre a leggyorsabb és legmegbizhatobb moddszer a
vancomycin rezisztencia gének molekularis bioldgiai detektaldsa. Szamos mikrobiologiai
laboratérium azonban a rutin munka soran az alternativ modszerek koziil az olyan automata
rendszereket hasznalja, mint amilyen pl: a VITEK2 rendszer. A VITEK2 a kiilonféle
baktériumok gyors identifikalasara, illetve az antibiotikum rezisztencidjuk determindlasara
hasznalhato. Az identifikalas és az érzékenység kimutatdsa sordn a legtobb konvencionalis
laboratoriumi modszer 24 6ras inkubalast igényel, mig a VITEK2 rendszer mar 8 6ra mulva
eredményt ad. Az eredmények minél gyorsabb kozlése nagyban hozzarajulhat a beteg
tuléléséhez, illetve a koltséghatékonyabb kezeléshez. Szamos kdzlemény beszamolt azonban a
VITEK2 rendszer nem megfeleld mukodésérdl az enterococcusok —glikopeptid
rezisztenciajanak detektalasakor (Eisner és mtsai, 2005; Kohner és mtsai, 1997; Pendle és
mtsai, 2008; van den Braak ¢s mtsai, 2001). Mas kozlemények viszont megfelelonek talaltak
az automatat, igaz csak a VanA illetve VanB tipusu torzsek tesztelésére (Garcia-Garrote €s

mtsai, 2000; Kobayashi és mtsai, 2004; Ramotar és mtsai, 2000). Vizsgalataink célja tehat az
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volt, hogy kideritsiik, hogy a VITEK2 automata helyettesitheti-e az enterococcusok MIC
meghatdrozasa esetén a rutinszertien alkalmazott E-teszt modszert. Munkank sordn a 16 vanC
pozitiv valamint a vanA pozitiv enterococcus torzsre kapott MIC értékeket hasonlitottuk
Ossze. Az altalunk hasznalt AST-P536 kartyaval a VITEK2 3.01 szoftver a teicoplanin
rezisztenciat illetve érzékenységet helyesen detektalta minden torzsnél, viszont az alacsony
szintl vancomycin rezisztencidt a VRE torzsek 59%-anal helyteleniil allapitotta meg. A
mintak 24%-at VanB fenotipustnak interpretalta a szoftver a VanC fenotipus helyett, és 35%-
at vancomycin érzékenynek adta ki. Tudomasunk szerint eddig még csak kevés kozlemény
foglalkozott a VITEK?2 rendszer tesztelésével VanC fenotipusu torzsekkel szemben. A kapott
eredmények birtokéban kijelenthetjiik, hogy a VITEK?2 automata 3.01 szoftvere nem alkalmas
az enterococcuok alacsony szintli glikopeptid rezisztencidjanak identifikdldsara. Abele-Horn
¢s mtsai (2006) adatai alapjan azonban ugy tlnik, hogy az automata 4.01 szoftververziojat
hasznalva megbizhatobb eredményeket kaphatunk.

A Gram pozitiv coccusok masik jelentdés faja a S. aureus, a véraramfert6zések
leggyakoribb korokozoja és a leggyakrabban izolalt antibiotikum rezisztens patogén. A
methicillint eldszor 1959-ben vezették be, a penicillin-rezisztens S. aureus éltal okozott
infekciok kezelésére, és az els6 MRSA torzset mar két évvel késébb izolaltak Angliaban. Az
orszagos ¢éves rezisztencia adatok, valamint a European Antimicrobial Resistance
Surveillance System Participants adatai alapjan Magyarorszagon 2002-ben a korhazban
szerzett S. aureus torzsek koriilbeliil 20%-a volt MRSA (Tiemersma és mtsai, 2004). A
methicillin rezisztencia eléfordulasa 4,1% volt a jarobetegek, mig 16,8% a fekvObetegek
korében. Nem meglepden az Inteziv Terdpids Osztalyokon (26,5%) illetve invaziv
beavatkozasoknal (20,2%) az MRSA ardnya még ennél is nagyobb volt. A 2005-ben végzett
felmérésiink alapjan, a debreceni klinikdkon a MRSA ardnya 7,23% volt, ami kevesebb, mint
a Magyarorszag tobbi teriiletén tapasztalt értékek (Kristof és mtsai, 2005). Tovabba ez a
frekvencia sokkal alacsonyabbnak bizonyult, mint Macedonidban (31,5%), vagy Romaniaban
(49,9%) (Cekovska és mtsai, 2005; Székely és mtsai, 2008). Ez a jo eredmény elsdsorban az
egyetemen miikodé Korhazhigiénés és Infekcidokontroll Tanszék eredményes munkdjanak és a
Bakterioldgiai Diagnosztikai Laboratoriummal valé egyiittmiikodésének kdszonhetd. Az atlag
alatti értéket a mai napig sikeriilt megtartanunk, amihez laboratoriumunk gyors diagnosztikai
eredményei, és az infekcid kontroll szabalyok szigoru betartasa is hozzajarult.

Az MRSA ardnya a Sebészeti klinikdkon, a Tiid6klinikan valamint a Gyermekklinikan
volt a legmagasabb. A legtobb minta bronchus valadék, sebvaladék, illetve orrvaladék volt.

Habar a torzseket O0sszesen 8 fagtipusba lehetett besorolni, legtobbjiik (majdnem 50%) a
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617/622/623 fagtipusba tartozott, csaknem 20% pedig 629-es fagtipust volt. Erdekes modon
az MRSA torzsek nagy részének voltak receptorai a 622-es és 623-as fagtipusokhoz,
bizonyitvan a fagtipizalds korlatait a pontos epidemioldgiai csoportok meghatdrozasanal. Az
antibiotikum rezisztencia vizsgalatok soran a 79 MRSA izoldtum huszféle antibiotikum
rezisztencia mintdzattal rendelkezett. Mivel 41,8%-a a torzseknek az 5B fenotipusba tartozott,
amely erythromycin-clindamycin-ciprofloxacin-gentamicin-tobramycin reisztenciat jelentett,
ez bizonyitotta a rezisztencia vizsgalatok korlatait az epidemioldgiai rokonsagok
vizsgélatanadl. A PFGE eredményeket figyelembe véve azonban a torzsek kozotti genetikai
diverzitas sokkal kisebb volt, mint a fenotipusos diverzitds. Az epidémia soran 3 f6 PFGE
tipust talaltunk, melyek koziil az A tipus volt a leggyakoribb (55%), azonban ezek a torzsek a
legkiilonfélébb klinikdkrdl szadrmaztak. A B tipusba sorolhatd torzsek szintén egyedi
antibiotikum rezisztencia mintazattal rendelkeztek. A C tipusu izolatumok kozott volt a
legtobb mulltirezisztens torzs. Meg kell azonban jegyezni, hogy a B és C PFGE tipusba
tartozo torzsek tobb mint fele a régi Auguszta kdzpontban miikodo klinikakrdl szarmazott. A
PFGE eredmények ramutattak arra, hogy a fenotipusosan kiilonbozd izolatumok is lehetnek
igen kozeli genetikai kapcsolatban. 2005 6ta az MRSA el6fordulédsa stagnalt 9-10% kortil,
ami hazai és nemzetkOzi Osszehasonlitdsban is jO eredménynek tekinthetd. A klinikak
atkoltozése nem valtoztatta meg a statisztikai adatokat, tovdbbra is a Tiidoklinikardl és a
Sebészeti Intézetbél kapott mintak kozott a legmagasabb az MRSA aranya. Ugy tiinik tehat,
hogy az MRSA torzsek eléfordulasa elsdsorban a beteganyagtol és az apold személyzettdl
fiigg. A terjedés megakadalyozasaban a legfontosabb a higiénés szabalyok betartasa.

A stulyos MRSA infekcidk esetén a legtobbszor alkalmazott antibiotikum a vancomycin.
Mivel a korhazakban egyre nagyobb az MRSA ardnya, a vancomycin felhasznalés
novekedésével szamolni kell a vancomycin rezisztencia illetve heterorezisztencia
megjelenésére a staphylococcusok korében is. A hVISA infekcidoknal igen gyakori a rossz
prognozis, a haldlozasi rata megkozelitheti a 75%-ot (Szabo, 2009). A hVISA/VISA
fertdzések rizikod faktorai kozé soroljak a hemodializist, az idegentestek (kaniilok, katéterek)
hosszu ideig tartd hasznalatat illetve égett sebek jelenlétét (Goldblum és mtsai, 1978;
Boelaert, 1994; Szabd, 2009). Ezek a faktorok a harom debreceni betegnél is hozzajarulhattak
a hVISA megjelenéséhez. hVISA torzsek felbukkandsarol mar szamos orszagban
beszamoltak, és a legtobb térzs a New York/Japan MRSA klonhoz tartozott (Hiramatsu és
mtsai, 1997a, b; CDC, 1997; Ploy és mtsai, 1998; Garnier és mtsai, 2006; Gould, 2008).
Magyarorszagon eddig dsszesen 5 hVISA torzset detektaltak; a legelsét Toth és mtsai irtak le

2008-ban, a masodik torzs Székesfehérvarrol szarmazott, harom pedig az értekezésben
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jellemzett harom debreceni torzs volt. A hVISA fenotipus felismerése igen nehéz, talan ezzel
is magyarazhato, hogy eddig csak néhany esetet taldltunk. Az elsd beteg 2007.11.05.-én levett
hemokulturdjabol MRSA jelenlétét detektaltuk, amely vancomycin érzékeny volt. Ez alapjan
a beteg vancomycin és rifampicin terapiaban részesiilt. Feltételezhetd, hogy a hVISA torzs az
alkalmazott vancomycin kezelés hatasara szelektalodott ki tigy, hogy 2007.11.14.-én, a beteg
halala napjan vett mintdban mar ez a korokozé valt dominanssa. Sajnos a hVISA fenotipust
csak késve tudtuk igazolni. A masodik beteg bronchusvaladékabol izolalt MRSA hVISA
torzsnek bizonyult. A beteget ezt kovetden hdrom honapon at apoltak, végiil sepsis illetve
csontveld-szupresszid kovetkeztében meghalt. A harmadik beteg égési sériilt volt, a
borlézidjabol kitenyészett hVISA torzs miatt tigecyclinnel kezelték, sikeresen. Az
epidemioldgiai vizsgalatok soran kimutattuk, hogy a 2007-ben izolalt torzs a Magyar ST239-
MRSA-III klénhoz tartozott, a 2008-ban és 2009-ben izolalt térzsek pedig a Magyarorszagon
is elterjedt New York/Japan ST5-MRSA-II klont képviselték. Az antibiotikum rezisztencia
vizsgalatok sordn azonban a két utobbi torzs rezisztencidja nem egyezett meg teljes
mértékben: mindkét torzs szdmos antibiotikum ellen rezisztensnek bizonyult, de a hVISA2
torzs rezisztens volt rifampicinre.

Végsé konkluzioként elmondhatd, hogy mind a VRE mind az MRSA incidencidja
alacsony a Debreceni Egyetem klinikdin. Ez elsOsorban a jo korhdzhigiénés helyzetnek,
illetve a molekularis diagnosztikai lehetdségeknek koszonhetd. Kiemelendd, hogy a hVISA
fenotipus felismerése lehetdséget adott a harmadik hVISA beteg sikeres kezelésére, mig a
vanB genotipus kimutatasa a hatékony infekcidkontroll intézkedések elvégzését tette lehetve.
Tovabbi fejlesztési torekvéseink kozz¢ tartozik a molekularis diagnosztikai modszerek még
szélesebb korii bevezetése a napi rutinba, mely részben mar megvaldsult az MRSA QPCR

elven alapul6 kimutatasaval is.
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8. OSSZEFOGLALAS

Munkdm célja a DE-OEC Kklinik4ir6l szdrmazd beteganyagbol izolalt vancomycin
rezisztens enterococcus (VRE), valamint methicillin rezisztens Staphylococcus aureus torzek
(MRSA) epidemiologiai és molekuléris szintii jellemzése volt.

2004 ¢és 2009 kozott osszesen 7271 enterococcust izolaltunk, melyek koziil 17 bizonyult
vancomycin rezisztensnek. Ezek kozott 1 vanA pozitiv Enterococcus faecalis, 14 vanCl
pozitiv E. gallinarum, és 2 vanC2 gént hordozd E. casseliflavus fajt azonositottunk
molekularis bioldgiai médszerekkel. Munkank soran egy 10j restrikcios analizist dolgoztunk ki
vanC1 és vanC2 gének elkiilonitésére. Epidemioldgiai vizsgalataink szerint, - PFGE és MLST
adatok alapjan- a torzsek nem mutattak genetikai rokonsagot egymassal. A VRE torzsek E-
teszttel illetve VITEK2 késziilékkel mért MIC értékeit dsszehasonlitva megallapitottuk, hogy
az automata 3.01-es verzidja nem alkalmas az alacsony szintli glikopepetid rezisztencia
rutinszerli detektalasara. A klinikai izolatumok tobbsége érzékeny volt a tobbi tesztelt
antibiotikumra, kivéve harom gentamicin rezisztens E. gallinarum torzset, melyekben sikertlt
kimutatnunk a bifunkciondlis aminoglikozid rezisztencia génjét. Tehat t6bbszoros
antibiotikum rezisztencia gént hordozé enterococcusok is eléfordultak az egyetem klinikain.
Eredményeink szerint a rezisztens enterococcus torzsek sporadikusan jelentek meg, jarvanyt
nem okoztak. Ennek ellenére mind epidemioldgiai, mind terapids szempontbdl fontos uj
megkozelitést jelent a VRE genotipusok molekularis genetikai azonositasa.

Az antibiotikum rezisztens Staphylococcus aureus sokkal gyakrabban volt kimutathato. A
2005-ben végzett felmérésiink alapjan, a Debreceni Egyetem klinikdin az MRSA aranya
meghaladta a 7 %-ot. A 102 betegbdl szarmazo 339 MRSA izolatumot részletes molekularis
biologiai és epidemiologiai elemzésnek vetettiik ald. Az antibiotikum rezisztencia vizsgalatok
szerint a torzsek 41,8%-ara az 5B mintdzat volt jellemzd. A torzsek csaknem fele a
617/622/623 fagtipusba tartozott, kozel 20% pedig a 629-es fagtipust mutatta. Vizsgalataink
soran harom f6 PFGE tipust talaltunk, melyek koziil az A tipus volt a leggyakoribb (55%). Ily
modon tobb modszerrel is igazoltuk a korhazi fertézések klonalis jellegét. Az epidemioldgiai
adatok birtokédban a megfeleld infekciokontroll és korhazhigiénés intézkedések segitségével
sikerlilt az MRSA incidencia tovabbi novekedését megakadalyozni. Munkank sordn harom
kiilonleges, vancomycinre mérsékelten heterorezisztens S. aureus (hVISA) torzset is
talaltunk. MLST és SCCmec vizsgalatok alapjan ezek egyike a Magyar ST239-MRSA-III
klont, a masik kettd pedig a New York/Japan ST5-MRSA-II klont képviselte.
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9. SUMMARY

The goal of the present study was the molecular and epidemiological characterization
of vancomycin-resistant enterococci (VRE) and methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) strains isolated from the hospitals of the University of Debrecen.

Between 2004-2009 we isolated overall 7271 Enterococci, of wich 17 were resistant to
vancomycin. Among the latter we identified 1 vanA positive Enterococcus faecalis, 14 vanC1
positive E. gallinarum, and 2 vanC2 gene carrying E. casseliflavus strains by molecular
biological methods. During this work we developed a new restriction analysis based method
to differentiate the vanCl and vanC2 genes from each other. Our epidemiological
investigations (PFGE and MLST results) proved that the strains had no genetic relationships
with each other. The comparison of the MIC values for the VRE strains obtained by E-test
and by the automated VITEK2 system revealed that the version 3.01 software of VITEK2 is
not suitable to detect low level glycopeptide resistance. Most of the clinical isolates were
sensitive to other antibiotics tested, except for three gentamicin resistant E. gallinarum
strains. In the latter strains we identified the bifunctional amynoglycoside resistance gene
indicating that a few multiple drug resistance gene carrying Enterococci appeared in the
hospitals of the University. According to our findings, the resistant enterococcus strains
appeared sporadically. Still, from the epidemiologic and therapeutic point of view, it is very
important to identify VRE genotypes by molecular genetic methods.

The incidence of antibiotic resistant Staphylococcus aureus was significantly higher.
According to our survey, the rate of MRSA was 7,23% at the hospitals of the University of
Debrecen in 2005. We investigated 339 MRSA strains from 102 patients in detail by
epidemiological and molecular biological techniques. The results of the antibiotic sensitivity
testing showed that 41,8% of the strains exhibited the 5B resistance pattern. Almost half of
the strains belonged to the 617/622/623 phage type, and nearly 20% to the 629 phage type.
We revealed three main PFGE types, among wich type A was predominant (55%). Thus we
confirmed the clonal relationship between the strains with several methods. These
epidemiological data allowed us to reduce the incidence of MRSA by introducing appropriate
infection controll and hospital hygiene measures. During these studies, we also found three
interesting cases of heteogeneously vancomycin-intermediate sensitive S. aureus (hVISA).
According to MLST and SCCmec typing one of the strains belonged to the Hungarian ST239-
MRSA-III clone, and two of them represented the New Y ork/Japan ST5-MRSA-II clone.
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Prevalence of vanC Vancomycin-Resistant Enterococci
in the Teaching Hospitals of the University
of Debrecen, Hungary

Zsuzsanna Dombradi! Orsolya Dobay? Karoly Nagy? Anita Kozak! Viktor Dombradi?® and Judit Szabo'

Vancomycin-resistant enterococci (VRE) are common nosocomial pathogens; however, until now they have been
rarely encountered in Hungary. In the present study, we investigated the prevalence of VRE in the teaching
hospitals of the University of Debrecen. Of 7,271 Enterococcus-containing clinical samples collected between 2004
and 2009, we identified 16 VRE. Species-specific polymerase chain reaction was used to detect Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus casseliflavus, and Enterococcus gallinarum. Multiplex polymerase chain
reaction was performed to identify the vancomycin resistance genes: vanA, vanB, vanC1/C2, vanD, vanE, and vanG.
Restriction digestion with Sall and HindIIl was introduced to differentiate the vanC1 and vanC2 genes from each
other. Genetic relationships between the strains were investigated by pulsed-field gel electrophoresis. Overall, we
identified the vanC1 resistance gene in 14 E. gallinarum and the vanC2 resistance gene in two E. casseliflavus strains.
Except for two samples, the isolates had different pulsed-field gel electrophoresis types, suggesting sporadic
emergence of the resistant bacteria. In addition, antibiotic resistance profile was determined by E-test. Three E.
gallinarum strains proved to be resistant to gentamicin because of the presence of the aacA-aphD gene. Although
the prevalence of VRE in Debrecen is rather low, the appearance of multiple resistances is of concern.

Introduction E. faecalis,® but until now there have been no reports on vanC
gene-carrying VRE from our country. The aim of the present
OVER THE LAST DECADE, enterococci have emerged as a  study was to determine the prevalence of vanC VRE in the
significant cause of nosocomial infections in many teaching hospitals of the Medical and Health Science Centre
parts of the world. Enterococci represent the third leading at the University of Debrecen, Hungary. The Bacterial Di-
cause of bacteremia and the second leading cause of urinary  agnostic Laboratory of the Center serves 17 clinical depart-
tract infections.® The widespread use and misuse of glyco- ments and analyses approximately 30,000 samples annually.
peptides in humans and in live stock have resulted in the =~ We initiated VRE screening in 2004 and here we report the
rapid increase of vancomycin-resistant enterococci (VRE) results of a 6-year survey. The resistant strains were char-
strains.”” The first VRE cases were reported in 1988."7?° The  acterized by molecular genetic methods, and their suscepti-
occurrence of VRE in the United States is approximately bility to a panel of commonly used antibiotics was also
20%-30%, whereas in Europe the prevalence varies between determined.
1% and 50%."° Within Europe, in 2000, the incidence of vanA
VRE was the highest in the United Kingdom (2.7%), whereas ~Materials and Methods
Slovenia had the highest prevalence of vanB VRE (2%) and
the vanC-carrying VRE was the most frequent in Latvia
(14.3%).*" In Hungary, the first clinical isolate of Enterococcus Clinical samples were analyzed by routine laboratory
faecalis harboring the vanA gene was reported in 2000, one  procedures.'> Gram-positive, catalase-negative cocci were
case of a vanA-positive E. faecalis colonization was described  tested for growth on bile-esculin agar (Oxoid). Enterococci
in 2003, and the first human outbreak caused by a vanB- were further subcultured on brain heart infusion screen agar
positive Enterococcus faecium was reported in 2005.*'*'® We  plates containing 6 mg/L vancomycin (Oxoid). The mini-
have recently described an infection caused by a vanA-type mum inhibitory concentrations of vancomycin, teicoplanin,

Bacterial strains

1Department of Medical Microbiology, University of Debrecen, Debrecen, Hungary.
YInstitute of Medical Microbiology, Semmelweis University, Budapest, Hungary.
*Department of Medical Chemistry, University of Debrecen, Debrecen, Hungary.
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Identification of enterococci in clinical sample No. 6130. (A) Species identification by sodA-specific polymerase chain

reaction: strains 6130/1, 6130/1I, and 6130/1II were identified as Enterococcus casseliflavus, Enterococcus gallinarum, and En-
terococcus faecalis. (B) Differentiation between vanC1 and vanC2 genes by restriction analysis: polymerase chain reaction
products of strains 6130/1 and 6130/I were loaded without digestion (None) and after digestion with HindIII or Sall. St
labels the 100-bp DNA ladder in both panels. The sizes of the characteristic bands are indicated by arrows.

linezolid, ampicillin, tigecycline, daptomycin, gentamicin,
and amoxicillin/clavulanate were determined by E-tests (AB
Biodisk). The results were interpreted according to EUCAST
breakpoints'' except for daptomycin, which was evaluated
according to CLSI.”

Polymerase chain reaction

Cell lysates were prepared by boiling cultured bacteria
pellets in DNase-free water for 10 minutes.”’ Multiplex
polymerase chain reaction (PCR) was performed with the
primer pairs specific for the vancomycin resistance genes:
vanA, vanB, vanC1/C2, vanD, vane, and vanG as well as the E.
faecalis and E. faecium D-alanine:D-alanine ligase (ddl) genes
for species identification.” In addition, E. faecalis, Enterococcus
casseliflavus, and Enterococcus gallinarum species were iden-
tified using superoxide dismutase (sodA) gene-specific
primers.7’15 High-level gentamicin resistance was confirmed
by PCR* with the modified aacA-aphD primer pair (acph-F:
GATTTGCCAGAACATGAATTACAC and acph-R: ATCA
TAACCACTACCGATTATTTC).

Restriction fragment length polymorphism

To differentiate the vanCl and vanC2 genes from each
other, samples producing amplicons of 815 or 827 bp (vanC1
or vanC2) in the multiplex setup were further investigated by
a separate PCR performed with vanC1/C2-specific primers
followed by restriction analysis with 2U of Sall or HindIII at
37°C for 2 hours. The vanC1 PCR product was specifically
cleaved by Sall, whereas HindIIl cut only the vanC2 PCR
product (Fig. 1B). DNA sequencing confirmed the validity of
our restriction fragment length polymorphism approach
(Table 1).

DNA sequencing and multilocus sequence typing

Multilocus sequence typing of one E. faecalis species was
performed by sequencing internal gene fragments for seven
housekeeping genes (gdh, gyd, pstS, gki, aroE, xpt, yigL) ac-
cording to Aanensen and Spratt." Each gene was amplified
with Pfu DNA polymerase. PCR products were purified ei-
ther with the Microcon Ultracell YM-100 column (Amicon) or
with the Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Pro-

mega) and were sequenced on both strands. Gene identifi-
cation was done by the blastn algorithm,”> and DNA
sequences were compared with ClustalW2.*

Pulsed-field gel electrophoresis

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed
as previously described for Staphylococcus aureus,” with
the following modifications: The bacteria were re-

TABLE 1. IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
VANCOMYCIN-RESISTANT ENTEROCOCCI CLINICAL ISOLATES

Sample Year of  Specimen Resistance
number isolation type Species gene
11876 2004  Urine Enterococcus gal-  vanCI1*
linarum
2479 2004 Wound  E. gallinarum vanCI1*
secretion
6130/1 2005 Urine  Enterococcus cas- vanC2*
seliflavus
6130/11 E. gallinarum vanCl1
6130/111 Enterococcus fae- —
calis
13053 2006  Abscess  E. casseliflavus vanC2
5588 2007  Catheter E. gallinarum vanCl1
24525 2007  Catheter E. gallinarum vanCl,
aacA-
aphD
23610 2007  Urine E. gallinarum vanCl,
aacA-
aphD
24836 2007  Urine E. gallinarum vanC1
929 2008  Wound E. gallinarum vanCl1,
secretion aacA-
aphD
4984 2008 Wound  E. gallinarum vanCl1
secretion
10048 2008  Ascites E. gallinarum vanC1
13698 2008  Blood E. gallinarum vanC1
3834 2009  Ascites E. gallinarum vanCl1
4445 2009  Decubitus E. gallinarum vanC1
8043 2009  Urine E. gallinarum vanCl1

*Confirmed by DNA sequencing.
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suspended in 300pul of cell suspension buffer (1M NaCl
and 10mM Tris [pH 8.0]) and the plugs were incubated at
37°C for 3 hours in 3ml of EC lysis buffer, containing 25U
mutanolysin, 0.5mg/ml lysozyme, and 166 ng/ml of RN-
ase A. The second incubation was at 54°C for 19-20 hours
in 3 ml ES buffer (0.5M EDTA and 1% N-lauroyl sarcosine)
containing 133.3 ug/ml proteinase K. Each plug was di-
gested with 15U of Smal (Promega) for 4 hours at 25°C.
PFGE profiles were analyzed with the BioNumerics pro-
gram version 2.5 (Applied Maths BVBA) using the UP-
GMA /Dice coefficient with 2% optimization and 2% band
position tolerance.

Results

In a 6-year period from 2004 to 2009, our diagnostic
laboratory isolated overall 7,271 enterococci from clinical
samples and 16 of them grew on VRE screening plates.
According to the multiplex PCR, only one isolate harbored
the vanA gene, which was previously published.® In addi-
tion, 15 clinical samples contained the vanC resistance gene.
The distribution of enterococcal isolates by sample number,
year of isolation, specimen type, species, and the detected
resistance genes are presented in Table 1. Initially, we
confirmed the vanC genes by DNA sequencing (Table 1).
The sequences of 815 or 827 nucleotides turned out to be
identical to the corresponding segments of the published
vanC1 or vanC2/3 genes of E. gallinarum and E. casseliflavus
(GenBank accession numbers: EU151772 and EU151764,
respectively). Later on, we differentiated the two genes
with a new method based on restriction analysis. Instead of
Mspl, which cleaves both vanCl and wanC2 PCR frag-
ments,'” we introduced two specific restriction enzymes
Sall and HindIIl. With this method we found one clinical
sample (No. 6130) that was affected by both enzymes,

Identity %

g g g
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T
—
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suggesting the presence of both vanCl and wvanC2. By
spreading the original clinical sample and picking single
colonies, we separated three subcultures. According to the
sodA-specific PCR, we identified them as E. casseliflavus (No.
6130/1), E. gallinarum (No. 6130/1I), and E. faecalis (No.
6130/1II) (Fig. 1A). As it is unusual that one patient can be
affected with three Enterococcus species at the same time, we
investigated this case in detail. In a subsequent screening
with 6 mg/L vancomycin-containing agar plates, only the
E. casseliflavus and E. gallinarum strains proved to be VRE.
The restriction analysis revealed that isolate 6130/1 con-
tained the vanC2 and isolate 6130/1I harbored the vanC1
resistance gene (Fig. 1B). The accompanying vancomycin-
susceptible E. faecalis was genotyped by multilocus se-
quence typing. It represented a novel ST, because by se-
quencing the acetyl-CoA acetyltransferase (yigL) gene we
found a single-nucleotide replacement of C to T at position
187 when compared with allele yigL-8. The new allele and
sequence type were termed ygil-64 and ST-336, respec-
tively.! We found 1 more vanC2-carrying E. casseliflavus and
13 vanC1-carrying E. gallinarum strains (Table 1). To deter-
mine the genetic relatedness of the resistant strains, we
performed PFGE (Fig. 2). PEGE patterns were analyzed
according to Tenover et al.>* Two E. gallinarum isolates
(Nos. 8043 and 3834) were found to have indistinguishable
genotypes, and six formed one cluster with >90% identity.
The rest of the E. gallinarum were genetically unrelated and
the E. casseliflavus strains also had no genetic relationships
(Fig. 2). The resistance of the 16 vanC-positive isolates was
tested against the following panel of antibiotics: linezolid,
ampicillin, tigecycline, daptomycin, gentamicin, and
amoxicillin/clavulanate. Beside the vancomycin resistance,
three E. gallinarum were also highly resistant to gentamicin.
The bifunctional aminoglycoside resistance gene (aacA-
aphD) was identified by PCR in the latter samples (Table 1).

Strain
number

8043
3834
23610
5588
11876
4445
2479
24836
4984

§ 6 10048
! 99
61301
I 24525
: 13698

6130/

ISR 13053

FIG. 2. Pulsed-field gel electrophoresis analysis of vancomycin-resistant enterococci strains. VanC1-containing E. gallinarum
and vanC2-containing E. casseliflavus were tested separately. The dendrogram was constructed with the BioNumerics pro-
gram; the software normalized the positions of the lanes to get a correct comparison.
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Discussion

Serious VRE infections occur usually in patients with
compromised immune defense. This condition underlines
the importance of effective antimicrobial treatment. Rapid
detection of resistant phenotypes is essential for adequate
empirical therapy and controlling transmission.”” For sus-
ceptibility testing, the most appropriate method is the E-test,
which requires 24 hours of incubation. Although, the VITEK
2 system provides susceptibility results in approximately 8
hours, its 3.01 software version is not always suitable to
identify low-level glycopeptide resistance in Enterococcus
strains.” Therefore, the best method for the rapid detection of
vancomycin resistance is the identification of van genes by
PCR.

In the clinical practice, the molecular characterization of
resistance genes focuses on the identification of vanA and
vanB, because these strains have higher levels of resistance to
vancomycin. The vanA and vanB operons are located on
mobile genetic elements, which allow resistance to spread
clonally and laterally; therefore, they are of special epidemic
concern. In contrast, vanC-type strains encode low-level re-
sistance and the gene is located in the bacterial chromo-
some.”® Although the vanC genotype is somewhat neglected,
vanC-carrying enterococci can cause just as much serious
clinical infections as any other VRE.'® Inadequate empirical
use of vancomyecin in these cases can result in therapeutic
failure, prolonged hospitalization, and increased costs of
medical care.

In agreement with earlier European data,'* our study
demonstrates that the prevalence of vanC1 was higher than
vanC2 in Debrecen, Hungary. A similar ratio between the
two genes was found earlier in an American study.'® Mul-
tiple infections caused by different resistant Enterococcus
species are of special interest, because most of these cases
remain unrecognized in conventional routine laboratory
testing. The molecular investigation of one clinical sample
revealed that one of our patients was affected by three dif-
ferent kinds of enterococci, two of which were VRE. Three
other patients were infected by vancomycin-resistant E. gal-
linarum, which were also highly resistant to gentamicin.
These strains carried the aacA-aphD in addition to the vanC1
resistance gene. As the three strains were genetically unre-
lated by PFGE, it is likely that they acquired double antibi-
otic resistance independently. The PFGE profiles also
support the hypothesis that most of the VRE strains ap-
peared sporadically. Only two E. gallinarum strains isolated
in 2009 had identical PFGE profiles. Both samples (Nos. 3834
and 8043) were collected from the surgery departments of
the hospital, but the patients were treated in different wards
and in different time periods, and thus a direct contact be-
tween them can be excluded. Fortunately, the incidence of
vanC-harboring enterococci is rather low (0.22%) in Debre-
cen, Hungary, and multiple resistance was encountered only
in a few cases (0.04%). Susceptibility testing identified sev-
eral antibiotics that were effective, allowing the successful
treatment of the patients.
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The performance of the VITEK 2 System (bioMérieux) version 3.01 software
was compared to that of the E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden) for antibiotic suscep-
tibility testing of 17 clinical isolates of vancomycin resistant enterococcus (VRE). An-
tibiotic Susceptibility Testing (AST) by VITEK 2 produced 10 minor (59%) errors, re-
sulting in false phenotypes. Reporting of vancomycin resistance in enterococcal
strains has enormous therapeutic and epidemiological consequences. Therefore, at
laboratories using automated systems (e.g. VITEK 2) for routine microbiological sus-
ceptibility testing data must be confirmed by independent validated methods, e.g.
E-test, or microdilution.

Keywords: enterococci, antibiotic susceptibility, VRE, vand, vanC

Introduction

Vancomycin-resistant enterococci (VRE) have emerged as important
nosocomial pathogens in the United States and in Europe [3, 7]. Rapid detection of
VRE is essential for the implementation of appropriate control measures to pre-
vent the spread of VRE [12]. The rapid increase of glycopeptide resistance among
enterococci causes great concern because of limited treatment options in case of
human infections. Moreover, VRE strains are able to transfer glycopeptide resis-
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tance determinants located on mobile genetic elements to other pathogens such as
methicillin-resistant Staphylococcus aureus [4]. Several glycopeptide resistance
genes are known in enterococci, out of these the vand, vanB, and vanC genes are
the most relevant clinically [8]. The vanA genotype is the predominant type of re-
sistance reported in Europe; it confers high-level resistance to both vancomycin
and teicoplanin. The vanB positive isolates are resistant to vancomycin and sus-
ceptible to teicoplanin. The vanC genotype provides constitutive, low-level resis-
tance to vancomycin but is sensitive to teicoplanin [8]. In Hungary, the first van4
containing E. faecalis strain was isolated in 2000 [11], since then two case reports
and one outbreak have been published [2, 6, 13]. The frequency of VRE infections
in Hungary is fortunately very low.

The VITEK 2 system is a recently developed automated method for rapid
bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing. The usefulness of
the VITEK 2 system for identifying Enterococcus species has already been re-
ported [1]. However, difficulties in detecting bacterial resistance to vancomycin
with several automated susceptibility test systems have been emphasized [8, 15,
16, 18]. Better screening and confirmation methods for detection of low-level
vancomycin resistance are needed to improve surveillance and prevent transmis-
sion of VRE [12].

The accuracy of 2 different methods, the VITEK 2 automated system
(bioMérieux) and the E-test (AB Biodisk), was compared for resistance determi-
nation of 17 VRE isolates with two glycopeptide resistance types including
1 vanA gene and 16 vanC gene harboring isolates.

Materials and Methods
Isolation and identification of enterococci

Between 2004 and 2009 17 vancomycin resistant enterococcus (VRE)
strains were isolated from different units of the University of Debrecen. Accord-
ing to molecular genotyping, one strain carried the vanA resistance gene [6], and
16 strains harbored the vanC gene (unpublished data).

All enterococcal isolates had previously been identified in a routine micro-
biology laboratory on the basis of colony morphology, Gram-staining, catalase
production, pyrrolidonyl arylamidase detection, Lancefield group D antigen test-
ing, motility testing yellow pigment production, and by the Rapid ID32 Strep tests
(bioMérieux).
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Determination of resistance against vancomycin and teicoplanin

MICs for vancomycin and teicoplanin were determined by the E-test
method (AB Biodisk, Solna, Sweden) according to the manufacturer’s instruc-
tions. The E-test inoculum was prepared in brain heart infusion broth (Becton
Dickinson) and was diluted to an inoculum density of 2 McFarland. One hundred
ml of this suspension was pipetted onto brain heart infusion agar (Becton
Dickinson) and the plates were incubated at 35 °C in ambient air for 24 h. MICs
were confirmed after 48 h of incubation. Interpretation of MIC results was
done based on the criteria recommended by the Clinical Laboratory Standards In-
stitute [5].

The VITEK 2 (bioM¢érieux) is an automated system for species identifica-
tion and antimicrobial susceptibility testing. Isolates were subcultured onto sheep
blood agar and incubated for 24 h at 37 °C before testing by the VITEK 2 system
(software version 3.01). The inoculum was prepared by diluting bacteria in 0.45%
sodium chloride solution to a density of 0.5 McFarland. The AST-P524 card was
used for the antimicrobial susceptibility testing. In this study, the performance of
the VITEK 2 system was evaluated for testing susceptibility against vancomycin
and teicoplanin only. The AST-P524 card contains the following concentrations
of the antibiotics: vancomycin, 2, 4, and 8 pg/ml; teicoplanin, 0.5, 1, 2, 4, 8, and
16 pg/ml.

Calculation of interpretation errors

CLSI breakpoints were used to calculate very major, major, and minor in-
terpretation errors between the VITEK 2 system and the E-test. Very major errors
were defined when the results were obtained as susceptible by the VITEK 2 sys-
tem, but resistant by the E-test. Major errors were defined when the results were
obtained as resistant by the VITEK 2 system, but susceptible by the E-test. A mi-
nor error was defined as discrepancy between the results of the E-test and the
VITEK 2 system that differed only by one interpretation category (for example:
resistant instead of intermediate, or susceptible instead of intermediate) [18]. One
of the clinical isolates, the vand positive E. faecalis (resistant positive control
strain) and the ATCC 29212 E. faecalis (sensitive negative control strain) were
used in the control experiments. Each measurement was repeated three times. All
independent experiments gave the same results.
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Results

First, the results of the VITEK 2 system were compared to the results of the
E-tests. Table 1 shows the MIC results of vancomycin and teicoplanin obtained by
the VITEK 2 system and the E-test for 17 enterococci. The vanA strain was classi-
fied correctly by both systems. In this study, no problems were found in the evalu-
ation of teicoplanin MIC levels either. All vanC positive strains were susceptible
(MIC = 8 mg/l) to teicoplanin by both methods. However, the teicoplanin MICs
for 15 strains were in the range of 0.5-2 mg/I in the susceptibility region when de-
termined by the VITEK 2 system, but these MICs showed a broad distribution be-
tween concentrations of 0.25—4 mg/l when determined by E-test. Thus, the E-test
proved to be more discriminative. As for vancomycin, minor errors were found in
10 cases. Vancomycin MICs in the resistance region (MIC + 32 mg/l) were ob-
tained in 5 of the 17 strains, and 6 of the 17 strains were determined as susceptible
(MIC =4 mg/l) using the VITEK 2 system. The latter 6 strains that were interme-
diate sensitive by the E-test appeared to be susceptible according to the VITEK 2
system. In 4 cases the intermediate sensitive strains (MIC 8—16 mg/l) were deter-
mined by VITEK 2 as resistant with interpretation of vanB phenotype (Table II).
Taken together, the vancomycin susceptibilities were mistakenly determined in 10
(59%) of the 17 strains by the VITEK 2 system.

Conclusions

VITEK 2 systems have been acquired recently by many microbiological
laboratories for rapid identification and determination of antimicrobial resistance
of different types of bacteria, including enterococci [9]. When testing entero-
coccus infections it is necessary to confirm the speed and accuracy of the VITEK 2
system in determining MICs of glycopeptides. Rapid detection of resistant pheno-
types is essential for effective antibiotic treatment and controlling transmission
[12]. For identification and susceptibility testing, most of the conventional meth-
ods require a full 24 h of incubation, while VITEK 2 provides susceptibility results
in approximately 8 h. Rapid reporting of susceptibility results may have important
benefits in terms of patient outcome and cost-effectiveness [18].

The aim of this study was to compare the reliability of 2 different laboratory
tests (VITEK 2, and E-test) in determining glycopeptide resistance of entero-
coccus strains. Several reports have described discrepancies regarding detection
of glycopepide resistance by the VITEK 2 in enterococci [8, 15, 16, 18]. Other
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studies, however, reported a reliable accuracy of this system for detecting vanA,
and vanB strains [10, 14, 17]. In this work, the VITEK 2 AST-P524 card correctly
identified teicoplanin resistance or sensitivity in all strains tested from the PCR
proven glycopeptid resistant culture collection, but failed to detect the low-level
vancomycin resistance (minor error) in 59% of VRE strains containing the vanC
resistance gene that resulted in the misidentification of the resistance type. The
vanC phenotypes were interpreted as vanB phenotypes in 24% of the samples, and
as vancomycin sensitive in 35% by the VITEK 2 system.

To our knowledge, very few studies have evaluated the VITEK 2 system
for the detection of vanC phenotypes. These data indicate that the VITEK 2 ver-
sion 3.01 software is not able to identify low-level glycopeptide resistance of
enterococcus strains correctly. However, it is possible that the new 4.01 version of
the VITEK 2 system would perform better in the tests, since according to the data
of Abele-Horn et al., it appears to be a more reliable tool for the detection of
glycopeptide-resistant enterococci [1].
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1. Case report

A 50-year-old woman with known mitral valve prolapse
was admitted to hospital for elective surgery. The
patient’s additional significant medical history included a
gastric ulcer, hypertension, acute myocardial infarction,
and cardiac asthma. The surgery lasted for 5 hours;
cefuroxim plus tobramycin were administered as
antibiotic prophylaxis prior to surgery, according to the
local protocols. Postoperatively the patient had to be
resuscitated; an intra-aortic balloon pump was required
to wean the patient off of the heart-lung machine.
After the patient was successfully resuscitated, she
was transferred to the intensive care unit, where
she remained intubated and ventilated for 29 hours.
Eight days after the operation Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa were

* E-mail: szabjud@dote.hu

isolated from the femoral wound, but antimicrobial
treatment was not applied. The patient was afebrile. Her
white cell count was 8,4 x 10%liter, C reactive protein
level was at 78 mg/liter and the sedimentation rate was
84 mm/hr. Two days later, the patient had a leukocyte
count of 14.75 x 10°/l, a CRP of 38.42 mg/l, and a WE of
60 mm/h were measured. The patient was transported
to second hospital for closer proximity to her domicile.
At that time the femoral wound required binding. Six
months later, no wound infection was detected at the
control examination.

1.1. Microbiology

The E. coliand P. aeruginosa in the clinical sample were
identified by standard conventional biochemical methods
[1]. The femoral wound isolate also contained a Gram-
positive, non-spore-forming coccus arranged in chains.
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Table 1. Antibiotic susceptibility of the vancomycin-resistant E.
faecalis isolate.

Antibiotic MIC (ug/ml) Interpretation?
Ampicillin <=2 S
Ampicillin/Sulbactam <=2 S
Imipenem <= S
Gentamicin High Level (synergy) SYN-S S
Streptomycin High Level (synergy) SYN-R R
Ciprofloxacin <=05 S
Moxifloxacin <=0.25 S
Erythromycin 0.5 S
Linezolid 2 S
Teicoplanin >= 32 R
Vancomycin >=32 R
Tetracycline >=16 R

The isolate grew on sheep blood agar as nonhemolytic,
gray colonies 1 mm in diameter after 24 h incubation at
37 °C in ambient air. It also grew well on chocolate and
bile esculin agar. In addition, the isolate was catalase
negative and resistant to optochin and bacitracin.
Lancefield serogrouping was performed using Streptex
(Murex Biotech Ltd., Dartford, United Kingdom). The
isolate was positive for Streptococcus group D antigen
by latex agglutination. The strain growing on 6 pg/ml
vancomycin agar plate was isolated and investigated
in detail. The VITEK2 system (bioMerieux) was used
for the identification and the determination of antibiotic
susceptibility (Table 1). Antimicrobial susceptibility was
also determined by disk diffusion test according to CLSI
guidelines [2]. Minimal inhibitory concentrations (MICs)
of vancomycin and teicoplanin were both >256 mg/L as
determined by an E-test.

The above findings led us to identify the strain
as E. faecalis, more precisely; a suspected VRE that
we intended to confirm by using molecular biological
examinations.

1.2. PCR and DNA sequencing

The vancomycin resistance gene was identified by
multiplex PCR [3]. The PCR products corresponding
to the glycopeptide resistance gene vanA (730 bp)
and to the wild type D-alanine-D-alanine ligase, ddl
(470 bp) of E. feacalis were detected by agarose gel
electrophoresis (Figure 1). E. faecalis ATCC 29212
(wild type, negative control strain), and vanA containing
E. faecalis (positive control strain) were used in the
control experiments. The molecular identification of the
species and the resistance gene was confirmed using
PCR primers specific for the E. faecalis ddl (470 bp)
and sodA (360 bp) genes, as well as for the vanA gene

Figure 1. PCR analysis of the vancomycin-resistant E. faecalis
isolate. The DNA purified from the isolate (lane 4), the
negative control E. faecalis ATCC 29212 (lane 2), and
the positive control E. faecalis strain (lane 3) were tested
by multiplex PCR. Then specific PCR was carried out to
detect the vanA (lane 5), dd! (lane 6), and sodA (lane 7)
genes from the isolate. Lanes 1 and 8 contain a 100-bp
DNA ladder (Invitrogen). The size of the markers is given
in bp.

1 2 3 4 5 6 7 8

1000 — —1000
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[3,4]. In addition, the 732-bp vanA PCR product was
purified by the Microcon Ultracell YM-100 kit (Amicon)
and was sequenced by the chain termination method
(Godolls, Hungary). The sequence of 647 nucleotides,
that was determined on both strands, turned out to be
identical to the corresponding segment of the vanA
gene in the pLWO043, pVEF1, and pVEF2 plasmids
(accession numbers: NC_005054, NC_008768, and
NC_008821). pVEF plasmids are more frequently found
in E. faecium, however the species was identified by
several independent methods as E. faecalis.

2. Discussion

Over the last two decades, Enterococcus spp. have
emerged as important nosocomial pathogens that
usually cause infections in severely debilitated patients
hospitalized for long periods of time [5]. Enterococcal
infections have recently amounted to approx. 10% for
all nosocomial infections [5]. The colonizing infection
can be of endogenous origin arising from the patient’s
normal flora, or it may have arisen exogenously from
environmental contamination, including from the hands
of medical staff [6]. Vancomycin-resistant enterococci
(VRE) have been isolated since the late 1980s in Europe
[7]and in the United States [8]. In Hungary, the first vanA
containing Enterococcus faecalis strain was isolated in
2000 from a toe ulcer of a 64 year old diabetic male
patient [9]. Since then one case report and one outbreak
have been published [10,11]. Fortunately, the frequency
of VRE infections is very low in Hungary. Country-wide
statistical data are not available. The disc diffusion
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method is not suitable to determine the glycopeptid
resistance, therefore, we have been screening each
enterococcus strain on vancomycin containing screening
plate since 2004. Up to now, we tested more than 3,900
strains and only this single strain proved to be highly
glycopeptid-resistant.

Enterococci, most often E. faecalis, cause 5 to
20% of wound colonization and infection [12,13].
However, the rate of VRE of cardiac surgical wound
colonization and infection is unknown. This is the
first report of isolation of vanA carrying E. faecalis in
a teaching hospital of Debrecen, and this is the first
demonstration of vanA carrying E. faecalis in Hungary
confirmed by sequence analysis. Surprisingly, this
patient never received vancomycin. It is also possible
that the vancomycin resistance emerged in the medical
staff members and was nosocomially transmitted to the
patient. However, the environmental, staff and patient
screening were negative for VRE. Although, the patient
had never received vancomycin therapy, she may have
been more susceptible to environmental pathogen
bacteria due to multiplied severe concomitant diseases.
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Indeed the patient was also found to be colonized with
P. aeruginosa and E. coliin addition to VRE. Fortunately,
no life threatening wound infection has developed.

In Western Europe and North America, VRE is not
an uncommon contaminant or cause of sepsis, whereas
it is still uncommon in Central Europe. Although the
current frequency of VRE is less than 1% in Hungary,
extensive use of vancomycin may result in the increasing
(hetero-vancomycin-resistant Staphylococcus aureus)
strains (unpublished observations) indicating that these
organisms have the potential to become endemic in
Hungary. To avoid this situation, local and national
therapeutic protocols should be updated in terms
of prudent use of vancomycin and other preventive
measurements may also be necessary.
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Abstract The purpose of this study was to characterise
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains
isolated in 2005 at the university hospitals of Debrecen,
Hungary. Three hundred and thirty-nine MRSA strains
were isolated from 102 patients at 18 different clinics. Their
sensitivity to oxacillin and ten other antibiotics was
determined. For genotypic analysis, phage typing and
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) was performed.
The rate of MRSA strains increased to 7.2% in 2005,
especially at the clinics of surgery, pulmonology and
paediatrics. No vancomycin- or teicoplanin-resistant strains
were found. The resistance to erythromycin, clindamycin
and ciprofloxacin was nearly 100% and multi-resistance
was very frequent. Fifty-eight percent of the isolates
belonged to mixed phage types and 8% was non-typable.
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One PFGE clone contained 58.2% of all strains and two
further major clones were found at a separately located
clinical block, indicating intra-hospital spread. We can
conclude that MRSA exhibits an increasing nosocomial
problem also in Hungary.

Introduction

The emergence and spread of methicillin-resistant Staphy-
lococcus aureus (MRSA) strains in Hungarian hospitals is
of concern [1]. MRSA was initially associated with large
teaching hospitals, but has also now been found in nursing
homes and in the community. MRSA strains are often
resistant to a wide range of antimicrobial agents, tetracy-
clines, macrolides, lincosamides, aminoglycosides and
fluoroquinolones [2]. The spread of the strains, referred to
as epidemic MRSA (EMRSA), is of particular concern
because of the difficulty in eradicating them once they are
established in a hospital unit. Moreover, their presence
means a reduction in the therapeutic options and a higher
cost of treating infections [3, 4].

To control the spread of MRSA strains, it is often necessary
to type them in order to understand their epidemiology and
ascertain whether the spread is due to a single or multiple
clones [5, 6]. Several molecular epidemiological techniques
have been used to type MRSA isolates. These include
staphylococcal cassette chromosome mec (SSCmec) typing
[7], pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) [8] and multi-
locus sequence typing (MLST) [9]. Of these, PFGE is the
most frequently used.

The aim of this study was to determine the antibiotics
resistance patterns, phage type and the genetic relatedness
of the MRSA strains isolated from patients admitted to the
university hospitals of Debrecen, Hungary.
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Materials and methods
Bacterial strains

The isolates were identified by routine laboratory proce-
dures. Gram-positive, catalase-positive cocci were tested
for mannitol fermentation on salt mannitol agar plates.
Clumping factor was detected by using the Staphaurex kit
(Remel, Santa Fe, KS) and microorganisms were confirmed
to be S. aureus by the tube coagulase test [10].

Antibiotics susceptibility testing

Susceptibility to oxacillin, ciprofloxacin, amikacin, genta-
micin, tobramycin, erythromycin, clindamycin, trimetho-
prim/sulfamethoxazole, tetracycline, vancomycin and
teicoplanin was performed by the disk diffusion method
with Oxoid disks (Hampshire, UK) according to the
National Committee for Clinical Laboratory Standards/
Clinical and Laboratory Standards Institute (NCCLS/CLSI)
guidelines [11, 12]. The degree of methicillin resistance
was determined using oxacillin E-test (AB Biodisk, Solna,
Sweden). Interpretation of the minimum inhibitory concen-
tration (MIC) values was also carried out according to the
NCCLS/CLSI guidelines [11, 12]. MRSA isolates were
stored at —80°C in 15% glycerol. They were subcultured in
brain heart infusion (BHI) broth and on BHI agar (Oxoid,
Hampshire, UK), when required.

When preparing the statistics, we have taken into
account the results of the first isolate only from each
patient.

Phenotypic resistance patterns

Resistance phenotypes of the strains were defined by a
number (representing the number of antibiotics to which the
strain was resistant) with a letter subscript (indicating the
particular combination of antibiotics to which the isolate
was resistant) on the basis of resistance to oxacillin,
clindamycin, erythromycin, trimethoprim/sulfamethoxa-
zole, tetracycline, amikacin, gentamicin, tobramycin and
ciprofloxacin. Isolates showing an intermediate zone of
susceptibility were classified as resistant. Multidrug-
resistance was defined as resistance to oxacillin and at
least to two antibiotics classes other than (3-lactams.

Bacteriophage typing

Bacteriophage typing of 272 selected strains isolated in six
subsequent years was performed by the Microbiology
Laboratory of the National Public Health and Medical
Officer Service, Szeged, Hungary, with an international set
of S. aureus typing phages [13].

@ Springer

Pulsed-field gel electrophoresis

PFGE was performed on 84 MRSA strains isolated in 2005
[14]. For the release of chromosomal DNA, a loopful of
bacteria from blood agar plates were first washed in 1 ml
PBS and then resuspended in 300 pl of EC lysis buffer
(1 M NaCl, 100 mM EDTA, 6 mM TRIS, 0.5% BrijS8,
0.2% deoxycholate and 0.5% N-lauroyl sarcosine, pH=7.6)
containing 20 pl lysostaphin of the 1-mg/L stock (freshly
added). This bacterial suspension was mixed with an equal
volume of 2% chromosomal-grade low-melting agarose
(Bio-Rad, Hercules, CA) prepared in EC lysis buffer and
dispensed into plug moulds. After solidification, the plugs
were first incubated at 37°C for 1 h in 3 ml of EC lysis
buffer, and then at 55°C for 3 h in 3 ml of ESTN buffer
(0.5M EDTA, 1% N-lauroyl sarcosine, 10 mM TRIS and
20 mM NaCl, pH=8.0), freshly supplemented with 20 pl
proteinase K of the 20-mg/L stock. The plugs were then
washed first in 3 ml TE (10 mM Tris, | mM EDTA, pH=
8.0) containing 7 pl PMSF at 50°C for 30 min and then
three times in TE buffer at room temperature.

One third of each plug was digested with 30 U of Smal
restriction enzyme in buffer SA for 2 h at 25°C. The
fragments were separated in 1% pulsed-field certified
agarose gel (Bio-Rad) prepared in 0.5xTBE (45 mM Tris,
2 mM EDTA, 45 mM boric acid), in a CHEF-DR® II
apparatus (Bio-Rad, Hercules, CA) at 14°C, 6 V/cm, for
10 h with pulse times of 5 s to 15 s, and for 11.5 h with
pulse times of 15 s to 60 s. The NO340S A ladder PFG
marker (New England Biolabs Ltd., Hitchin, Hertfordshire,
UK) was used as the molecular weight control.

The PFGE profiles were analysed with the Bionumerics
program version 2.5 (Applied Maths BVBA, Sint-Martens-
Latem, Belgium). A PFGE genotype was defined as isolates
that showed at least 90% similarity in the dendrogram
created by the UPGMA/Dice coefficients, with a band
position tolerance of 1.0%. All reagents and enzymes, if
not otherwise stated, were purchased from Sigma-Aldrich
Company Ltd., Poole, Dorset, UK.

Results
Incidence of MRSA strains

Until 2003, MRSA strains occurred sporadically at the
university hospitals of Debrecen, and their prevalence
varied between 2.3-3.2%. In 2004, the incidence of MRSA
strains increased to nearly 4% and, despite the activity of
the nosocomial surveillance system, exceeded 7% in 2005
(Table 1). In the period from January to December 2005, a
total of 339 strains were isolated from 102 patients treated
at 18 different clinics. When preparing the statistics, and
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Table 1 Prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) strains between 2000-2005 in the university hospitals of
Debrecen

Year Number of S. aureus isolates MRSA?
n %

2000 1,102 25 2.27
2001 1,257 28 2.23
2002 1,247 41 3.28
2003 1,106 26 2.35
2004 1,269 50 3.94
2005 1,411 102 7.23

# Determined with a 1-pg oxacillin disc

performing the subsequent examinations, we have taken
into account only the data of the first isolate from each
patient. As seen in Table 2, the rate of MRSA strains was
very high at the clinics of surgery, pulmonology and
paediatrics. Strict implementation of the MRSA infection
control protocol was used to control MRSA spread in the
high-risk departments.

The specimen distribution of 102 MRSA strains was as
follows: bronchial exudate 23.5%, wound 17.6%, nasal
discharge 13.7%, canule 9.8%, pharyngeal exudate 9.8%
and, also, the number of blood cultures and abscesses were
as much as 7.8%, respectively.

Antibiotics resistance pattern

All isolates were resistant to [3-lactams, and 97 of them
required an oxacillin MIC of 256 mg/L. All 102 strains
were susceptible to vancomycin and teicoplanin. Resistance
to erythromycin, clindamycin, ciprofloxacin and trimetho-
prim/sulfamethoxazole was found in 99, 99, 97 and 69% of
the isolates, respectively; 61% and 51% of the isolates were
resistant to amikacin and tetracycline, respectively.

Phage types

The laboratory has had phage typing results available to it
from 2002 onwards. The proportion of non-typable strains
decreased over the years, while that of mixed strains
increased, and phage-group V was gradually overtaken by
group III. In 2005, more than half of the isolates (57.85%)
was mixed, 34.31% of them was of group III and 7.85%
was non-typable (Table 3). Almost half of the strains
belonged to phage type 617/622/623, while nearly 20% was
typable by phage 629 only.

Clonal relations

The genetic relationship among MRSA strains was deter-
mined by PFGE. Out of the 84 MRSA isolates examined,

Table 2 Distribution of the 102 MRSA strains isolated in the year
2005, according to departments

Department Number of MRSA % of MRSA
strains strains
Surgery 11 21 20.59
Surgery 1 14 13.73
Pulmonology 12 11.76
Paediatrics 11 10.78
Internal Medicine 111 9 8.82
Internal Medicine I 8 7.84
Cardiac Surgery 6 5.88
Neurology 4 3.92
Dermatology 4 3.92
Orthopaedic Surgery 3 2.94
Internal Medicine 11 2 1.96
Obstetrics and 2 1.96
Gynaecology
Urology 2 1.96
Neurosurgery 1 0.98
Otolaryngology 1 0.98
Cardiology 1 0.98
Ophthalmology 1 0.98
Total 102 100

79 belonged to three main different PFGE types (A, B and
C) and the others were unrelated. The dendograms of these
PFGE types are shown in Figs. 1, 2 and 3. Isolates
belonging to the same cluster (>90% similarity on the
dendrogram) also fulfilled the criteria of Tenover et al. [8].
The PFGE types were selected for further analysis. The
predominant PFGE type A included 46 strains. These
strains were all sensitive to glycopeptides, but all of them
were resistant to erythromycin, clindamycin and ciproflox-
acin. Most frequently, they were sensitive to amikacin,
trimethoprim/sulphamethoxazole and tetracycline. The vast
majority of these isolates characteristically belonged to the
mixed phage group. The dominant phage types were 617,
622 and 623 of the mixed group. The origin of the strains
according to the clinics was very variable.

Table 3 Distribution of 102 MRSA strains isolated in the year 2005,
according to the phage groups and types

Phage group Phage type Number of strains %

I 629 20 19.61
I 623 4 3.92
I 623,629 11 10.78
Mixed 617, 622, 623 49 48.04
Mixed 622, 623 7 6.86
Mixed 616, 618, 622 2 1.96
Mixed 622, 623 1 0.98
Non-typable - 8 7.85
Total 102 100
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Fig. 1 Dendrogram of pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) type A isolates

The PFGE type B isolates (n=13) also had unique
antibiotics resistance profiles; while most of them were
sensitive to trimethoprim/sulphamethoxazole and tetracy-
cline, all but one were also resistant to amikacin (Table 4).
Of the strains, 72.7% belonged to phage group III. The
dominant phage type was 629.

The majority of the PFGE type C isolates (n=20)
belonged to phage group III. They were variable in their
resistance pattern, but, generally, these isolates showed the
highest proportion of multiresistance, characterised by an
erythromycin-clindamycin-ciprofloxacin-amikacin-genta-
micin-tobramycin (6B) resistance pattern (Table 4). Two of
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them were panresistant, except vancomycin and teicoplanin
(both of phage group III, resistance pattern 8A).

Remarkably, more than half of the PFGE type B and C
isolates were derived from the departments of Surgery II,
Internal Medicine III, Pulmonology and Cardiac Surgery.
They are located in the same building with close connec-
tion, separated from the other clinics.

Performing the analysis based on the phage types, a
conspicuous observation was that all but one of the
paediatric strains belonged to phage group III, with the
predominance of phage type 623, while the other major
source of these isolates was the above-mentioned separated
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Fig. 2 Dendrogram of PFGE type B isolates

clinical block. The majority of these strains were of PFGE
type C, and they had variable resistance patterns. Among
the isolates of the mixed phage group, the most prevalent
was PFGE type A, with the characteristic erythromycin-
clindamycin-ciprofloxacin-gentamicin-tobramycin (5B) re-
sistance pattern (Table 4). The non-typable group was very
variable by all means.

Discussion
An international multicentre study [15] reported low rates

of MRSA in the hospitals of Northern Europe (<1%),
increasing proportions in Middle European countries, USA,
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Fig. 3 Dendrogram of PFGE type C isolates
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34329 o
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7964 | 6B
gos8 | 7C
9321 | 6B
33115 7B
30603 OA
33564 OB

New Zealand and Australia (6-22%), and very high rates in
Southern European countries and in parts of the USA, Asia
and South Africa (28-63%). Intensive care units (ICUs)
contained the highest proportions of MRSA. Strains from
the lower respiratory tract showed the highest multiple
resistance, while blood isolates the lowest. Another Euro-
pean study by the European Antimicrobial Resistance
Surveillance System Participants (EARSSP) on 50,759
strains from 496 hospitals in 26 countries showed the
MRSA incidence to vary 100-fold, from <1% in Northern
Europe to >40% in Southern and Western Europe [16]. In
the hospitals of the Semmelweis University, Budapest,
having a pavilion style building system, the frequency of
MRSA was, on average, 25.6% between 1997 and 2000

Resistance
type
18299 7C
5477 6B
32362 SA
34513 6B
16624 2A
31802 6A
18801 7B
23258 7C
31084 7C
14301 7C
14317 7C
14557 8A
16347 6B
17068 6B
16712 6C
6459 TA
31801 7B
31845 6A
34876 TA

@ Springer



134

Eur J Clin Microbiol Infect Dis (2009) 28:129-136

Table 4 Genetic distribution of 79 MRSA strains according to the antibiotics resistance patterns

PFGE type Resistance pattern” Code n %
C GEN, TOB 2A 1 1.3
A ERY, CLIN, GEN, TOB 4A 1 1.3
A ERY, CLIN, AMI, GEN, TOB SA 1 1.3
A ERY, CLIN, CIP, GEN, TOB 5B 33 41.8
B ERY, CLIN, CIP, GEN, TOB 5B 1 1.3
A ERY, CLIN, CIP, TET, GEN, TOB 6A 5 6.3
B ERY, CLIN, CIP, TET, GEN, TOB 6A 2 2.5
C ERY, CLIN, CIP, TET, GEN, TOB 6A 2 2.5
B ERY, CLIN, CIP, AMI, GEN, TOB 6B 7 8.9
C ERY, CLIN, CIP, AMI, GEN, TOB 6B 4 5.1
A ERY, CLIN, CIP, SXT, GEN, TOB 6C 2 2.5
C ERY, CLIN, CIP, SXT, GEN, TOB 6C 1 1.3
A ERY, CLIN, TET, SXT, CIP, GEN, TOB TA 2 2.5
C ERY, CLIN, TET, SXT, CIP, GEN, TOB TA 2 2.5
A ERY, CLIN, TET, CIP, AMI, GEN, TOB 7B 2 2.5
B ERY, CLIN, TET, CIP, AMI, GEN, TOB 7B 2 2.5
C ERY, CLIN, TET, CIP, AMI, GEN, TOB 7B 2 2.5
B ERY, CLIN, SXT, CIP, AMIL, GEN, TOB 7C 1 1.3
C ERY, CLIN, SXT, CIP, AMIL, GEN, TOB 7C 6 7.6
C ERY, CLIN, SXT, TET, CIP, AMI, GEN, TOB 8A 2 2.5
Total 79 100

*ERY=erythromycin; CLIN=clindamycin; GEN=gentamicin, TOB=tobramycin; CIP=ciprofloxacin; AMI=amikacin; TET=tetracycline; SXT=tri-

methoprim/sulphamethoxazole

[17]. In the university-affiliated hospitals in Chicago, IL,
the annual rate of methicillin resistance increased from 13%
in 1986 to 28% in 2000, and has not yet plateaued [18].

According to the nationwide yearly resistance data
collection, and the EARSSP data, it was estimated that
MRSA strains accounted for approximately 20% of
hospital-acquired S. aureus isolates in Hungary in 2002
[16]. The prevalence of methicillin (oxacillin) resistance
was 16.8% in inpatients generally, but only 4.1% in
outpatients. However, the MRSA ratio was higher in both
invasive infections and at the ICUs (20.2% and 26.5%,
respectively).

In our present study, the incidence of MRSA in the
Debrecen hospitals reached 7.23%, which is slightly lower
than that observed in other parts of Hungary [19] or that
reported recently by the National Center for Epidemiology
of Hungary (OEK) [1]. Moreover, this MRSA frequency
has been proved to be much lower than that in Macedonia
(31.5%) [20] or in Romania (49.9%) [21].

Although our MRSA strains were distributed to eight
phage types, the predominant phage type was 617/622/623,
involving nearly 50% of the isolates. The other epidemic
phage type was type 629, involving nearly 20%. Interest-
ingly, the majority of the MRSA strains possessed receptors
for phage types 622 and 623, proving the phage typing to
have some limitations for a precise epidemiological
discrimination in this cluster of strains.
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Our strains were distributed to 20 antibiotics resistance
patterns. However, 41.8% of them belonged to pattern 5B,
characterised phenotypically by erythromycin-clindamycin-
ciprofloxacin-gentamicin-tobramycin resistance, indicating
the well known phenomenon that MRSA strains are multi-
drug resistant on one hand, and that antibiotics resistance
patterns also have considerable limitations in the examina-
tion of epidemiological relationships on the other hand.

Considering the results of the PFGE analysis, the
genotypic diversity of the strains was much less than the
phenotypic diversity. Only three main PFGE types played a
considerable role in this MRSA epidemy and the predom-
inant genotype was PFGE type A (55%). This prevalence
differs significantly from the 12% of Czech [22], 29% of
Greek [23] and 18% of Danish [24] MRSA strains,
indicating that different genotypes may be locally dominant
in different areas of Europe. The PFGE results also show
that phenotypically seemingly unrelated strains may have a
very close clonal relation.

Thus, we can conclude that MRSA strains showing the
same phage type or antibiotics resistance pattern may
indicate close clonal relatedness; however, differences in
these properties do not exclude the same clonality.

It is clear that ICUs play a significant role in transferring
MRSA isolates to other wards [20]. It is more difficult to
control the spread of MRSA in ICUs because patients are
frequently subjected to invasive procedures and cohort
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nursing is not always possible [25]. All of our departments
having high MRSA incidence possess an ICU; moreover,
the paediatrics department has a haematology malignancy
profile.

Strict microbiological monitoring and epidemiological
investigation are essential for controlling MRSA in hospi-
tals [4]. The antibiotics resistance pattern provides useful
information for routine surveillance [6], but in outbreaks
suspected of being caused by MRSA, additional typing
should be performed. Phage typing has frequently been
used to type S. aureus strains; however, there are many
non-typable or mixed isolates and, according to our
observations, the ratio of these is gradually but definitely
increasing. PFGE analysis has proven to be valuable for
determining the epidemiology of non-phage-typable or
mixed MRSA isolates, because an apparent outbreak may,
in fact, be due to different strains. Therefore, the use of this
genotyping method becomes more and more important.

In Debrecen, similarly to the worldwide experiences, we
could observe an increasing prevalence of MRSA among
nosocomial infections. Most cases were derived from the
ICUs of the surgery, pulmonology and paediatrics depart-
ments, in accordance with the origin of specimen types
(mostly bronchial and wound exudates). Unfortunately, the
number of haemoculture and abscess specimens was also
relatively high. The MRSA isolates were resistant to all 3-
lactams, but fully sensitive to vancomycin and teicoplanin.
The resistance to macrolides and ciprofloxacin was also
almost 100%. Following the confirmation of MRSA strains
by phenotypic characteristics, all wards were visited by
members of the infection control team. Patient isolation,
strict hand disinfection, the use of barrier precautions and
nasal treatment of MRSA carriers with mupirocin ointment
and chlorhexidine baths probably could have prevented the
further spread of MRSA. However, unfortunately, the
isolation of patients is not possible in all clinics, and,
moreover, the frequency of hand washing is not always
satisfactory. Therefore, the infection control policies were
repeatedly explained and reinforced.

In this study, we observed the emergence and spread of
at least three major PFGE types of MRSA to several
departments of the University of Debrecen. The predomi-
nant genotype circulating in our hospital was genotype A.
There was a relatively strong correlation between the PFGE
types and the phage types or the antibiotics resistance
patterns of the same strains, e.g. almost all paediatric
isolates had mixed phage type and belonged to PFGE type
C. The isolates belonging to the PFGE types B and C were
definitely more resistant and were derived mostly from four
clinics that are located in the same building, separately from
the other departments, which had lower incidence. This
observation further supports the hypothesis that the spread
of MRSA strains is strongly related to the close proximity

of patients within a hospital, enabling certain clones to
spread instead of the independent emergence of several
different clones.
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