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1. BEVEZETES

A huszadik szdzad elsd felében a szintetikus €s természetes eredetli antibiotikumok
bevezetése paradigmavaltast idézett eld az orvoslasban. Sokan azt gondoltak, hogy o6rokre
megszabadulhatunk a baktériumok altal okozott egyszerii fertdzések, vagy széles kora
jarvanyok halalos fenyegetésétol. A baktériumok genomjanak variabilitdsa €s a horizontélis
génatadas lehetdsége azonban megkérddjelezte a gydgyszeres kezelés mindenhatdsagat. Mig
az 1950-es évektdl az 1980-as évek masodik feléig a nagy cégek rendszeresen eldallitottak
ujfajta antibiotikumokat, addig az utoébbi 20 évben ezek szama jelentésen csokkent. A
jelenlegi igen hosszu és bonyolult gyogyszer-honositasi eljaras mellett a cégek szdmara nem
éri meg Ujfajta antibiotikumok fejlesztése. Ugy tiinik, hogy az elkdvetkezd idékben a most
rendelkezésiinkre 4116 antibiotikum spektrumot kell hatékonyabban ¢és célszerlibben
felhasznalni. Ismert, hogy a rezisztencia kialakulasanak egyik oka, hogy egyes betegek
hosszant tartd kezelésére széles spektrumu antibiotikumokat hasznalnak, melyeket empirikus
uton valasztanak meg. Gyakori, hogy felsd 1éguti viralis infekciokban f6losleges antibiotikum
kezelésre keriil sor. Az antibiotikumok kiterjedt hasznalata az elmult 50 évben olyan
szelekcios nyomdst eredményezett, amely a bakterialis rezisztencia megjelenéséhez illetve a
rezisztencia gének szétszorodasahoz vezetett. A rezisztenciaért felelds gének eredete régota
foglalkoztatja a tudomanyt. A leglijabb kutatasok szerint a kornyezetiinkben €16 mikrobak
magas szinten antibiotikum rezisztensek, és legalabb néhany klinikailag jelentds rezisztencia
gén ezektdl szadrmaztathat6. A kiillonb6zd hatdéanyagok szinergizmusan alapuld kombinalt
terapidk mar nem hozhatnak megnyugtaté megoldast, ugyanis a multirezisztens baktériumok
mara igen elterjedtek nemcsak a kérhazakban, mint nozokémialis korokozok, hanem mar a
kozosségben szerzett fertdzések nagy részét is ezek okozzak. Szerencsére jelenleg még a
legujabb, Gram-pozitiv baktériumok ellen kifejlesztett antibiotikumok hatasosak, a kutatok
pedig biztaté eredményeket érnek el az Uj tipusu (antitest, szignal-molekula, quorum sensing
inhibitor alapll) gyogyszerek tesztelése soran. Ebben a helyzetben felértékelodott a bakterialis
diagnosztika jelentdsége. A rezisztens baktériumok gyors ¢és megbizhatd kimutatdsa
elengedhetetlen a megfeleld antibiotikum terdpia megvalasztdsdhoz, illetve a megfeleld
infekciokontroll intézkedések bevezetéséhez. A modern eljarasok koziil kiilonosen jelentdsek
a molekularis biologiai megkozelitések, amelyek a baktérium genotipusa alapjan akar egy
napon beliil egyértelmii azonositast tesznek lehetévé. Munkdmmal én is ehhez a teriilethez

kivantam hozzéjarulni azaltal, hogy 0j molekuléris biologiai alapu diagnosztikai eljarasokat



teszteltem a DEOEC Orvosi Mikrobiologiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai

Laboratoriumaban.

1.1.Vancomycin rezisztencia enterococcusokban

A glikopeptidekkel szembeni mésodlagos rezisztencianak jelenleg elsdsorban az
Enterococcus és a Staphylococcus genusba tartozd speciesek esetében van klinikai
jelentdsége. Az elsé vancomycin rezisztens enterococcus (VRE) fajok megjelenését
Eurdpaban 1988-ban kozolték. Hasonlé torzseket talaltak késbb az Egyesiilt Allamok keleti
és elterjedése az Amerikai Egyesiil Allamokban és mas Eurdpaban. Mig az USA-ban a
nagymértékii antibiotikum fogyasztas jatszik szerepet, Eurdpaban az avoparcin hozamfokozd
allati takarmanyba keverése miatt jelent meg a korokozod az éallatok, majd az ember
béltraktusaban. Az avoparcint Magyarorszdgon nem hasznaltdk olyan széleskoriien, mint
mashol, taldn ezzel is magyarazhatd, hogy a VRE szamottevo jarvanyt Magyarorszagon eddig
nem okozott. Az avoparcin hasznalatat 1998-ban betiltottdk. Az elsé hazai PCR technikéval
igazolt VRE esetet Ghidan és mtsai kozolték 2000-ben. Knausz és mtsai 2003-ban ugyancsak
PCR-rel igazolt VRE izolalasardl szamoltak be. 2005-ben Bordcz €s mtsai irtdk le az elsd

hazai vancomycin rezisztens E. faecium altal okozott epidémiat.

A vancomycin rezisztencia kétféle modon valdsulhat meg: egyrészt a célmolekulak
megvaltozasaval, masrészt az érzékeny célmolekuldk eltavolitasa révén. Az el6bbi
mechanizmus soran a peptidoglikan prekurzor C-terminalis D-alaninja helyett vagy D-laktat
(vanA, vanB, vanD, vanF és vanM rezisztencia gének esetén), vagy D-szerin (vanC, vank,
vanG, vanlL gének esetén) épiil be. Az érzékeny célmolekuldknak, a D-alaninra végzodo
prekurzoroknak az eltavolitasat 2 enzim végezheti: a VanX D,D-dipeptiddz, a D-alanin-D-
alanin dipeptidek hidrolizisét végzi, a VanY D,D-karboxipeptidaz pedig a késdéi peptidoglikan
prekurzorok C-terminalis végeirdl hasitja le a D-alanint. A D-alanin-D-szerin ligézt termeld
torzsek esetén ezt a 2 funkcidt a VanXY latja el. A rezisztencia osztalyozasa tehat a ligazok
struktaralis génjeinek szekvencidin alapul. Eddig 9 van gént irtak le. A leggyakoribb VanA
tipusu rezisztenciat, (amely elsOsorban az E. faecalis és az E. faecium fajokra jellemzo),
magas szintlli vancomycin és teicoplanin rezisztencia jellemzi. A VanB tipusu rezisztencia
esetén a torzsek vancomycinnel szemben mérsékelten, vagy magas fokban rezisztensek, mig
teicoplanin irant érzékenynek tiinnek. A szerzett, VanD tipust rezisztencia a konstitutivan

termelddé D-alanin-D-laktat peptidoglikan prekurzoroknak tulajdonithatd, a torzsek



mérsékelten rezisztensek mindkét glikopeptidre. A vanF gén klasztert enterococcousokban
eddig még nem mutattak ki. A legujabban felfedezett van gén klasztert, a vanM-et 2010-ben
jellemezték egy E. faecium torzsbol. A vanM rezisztencia gént hordozé térzsek vancomycinre
¢és teicoplaninra is magas fokban rezisztensek. A glikopeptidekkel szembeni VanC tipusu
rezisztenciaért a D-alanin-D-szerin ligaz a felelds. Elsoként a vanCl rezisztencia gént
Enterococcus gallinarum, késébb a vanC2/3 gént Enterococcus casseliflvaus/flavescens
fajokban irtdk le. Ez a tipusu rezisztencia kizarolag vancomycinnel szembeni, konstitutiv
vagy indukalhatd, alacsony szintli rezisztenciat jelent. A VanE, VanG és VanL tipusu
rezisztencia esetén az E. faecalis torzsek csak vancomycinnel szemben mutatnak alacsony
szintli rezisztenciat. Mig a vanA ¢€s vanB operonok plazmidon vagy kromoszémalisan
kodoltak, addig a tobbi van operont eddig még csak kromoszomaban irtdk le. Néhany VanA
illetve VanB tipusu enteroccoccusndl mar beszdmoltak Un. vancomycin-dependenciarol is.
Ezeknek a torzseknek sziikségiik van a glikopeptidek jelenlétére a novekedéshez, mivel

kiilonféle mutacidk kovetkeztében nincs normalisan miikodé D-alanin-D-alanin ligazuk.

1.2. Vancomycin rezisztencia staphylococcusokban

A vancomycint 1958-ban vezették be a klinikai gyakorlatba, de a kutatoknak mar ezt
megeldzden sikeriilt laboratoriumi koriilmények kozott kifejleszteni a  vancomycin
rezisztenciat staphylococcusokban. Jelentés aggodalomra adott okot, amikor 1997-ben
Japanban leirtak az els¢ vancomycinre csokkent érzékenységet mutatd S. aureust. Az elséd
1997-es kozleményben egy olyan MRSA torzset jellemeztek, amelynél a populécio egy része
magasabb MIC értékkel rendelkezett (2-9 mg/L), tehat a torzs heterogén rezisztenciat mutatott
(hetero-vancomycin-intermediate sensitive S. aureus: hVISA). A mdasodik 1997-es
kozleményben egy VISA (vancomycin-intermediate sensitive S. aureus) torzs izolalasarol
szamoltak be. Kideriilt, hogy a két torzs PFGE mintdzata azonos volt, tehat igazolddott, hogy
a heterogén rezisztenciabol képes kialakulni a homogén rezisztencia. Ezeket a publikaciokat
hamarosan ujabbak kovették a vilag kiilonbozo tdjairdl. Az elsé hazai hVISA torzset 2008-
ban irtdk le Toth és mtsai. A magas szinten vancomycin rezisztens S. aureus (VRSA) torzsek,
amelyek az enterococcusoktdl szerezték a vanA rezisztencia gént, el6szor 2002-ben jelentek
meg az Egyesiilt Allamokban. Egészen mostandig, osszesen 9 amerikai, egy indiai és egy
irani VRSA esetrdl szdmoltak be.

A rezisztencia mechanizmusa kiilonbozik a hVISA/VISA illetve VRSA torzsek esetén.
Az utébbindl a glikopeptid célmolekuldja valtozik meg az enterococcusoknal leirt modon, mig

az elobbiek alacsony szintli rezisztencidja multifaktorialis eredeti. Hatterében, a baktérium



sejtfalban bekovetkezd szerkezeti valtozasok allhatnak Ugymint; a sejtfal vastagodasa,
csokkent mennyiségli €és megvaltozott szerkezetli keresztkotések kialakulasa, fals
antibiotikum kotohelyek megjelenése, csokkent protein A termelés, €s a sejtfal prekurzorok
Ezeken kiviil a torzsek megnovekedett biofilmképzd képességet, illetve csokkent autolizist
mutathatnak. A homogén szintli mérsékelt érzékenység kialakulasa tobb 1épcsdben megy
végbe, mint a heterogén, igy ritkabban is fordul el6. Mig a VISA torzsek el6fordulasa ritka,
addig a vizsgalt MRSA torzsek 5-6%-at talaltdk hVISA fenotipustnak.

1.3. Methicillin rezisztencia staphylococcusokban

A methicillint eldszor 1959-ben vezették be, a penicillin-rezisztens S. aureus altal
okozott infekcidok kezelésére. Az els6 MRSA torzset két évvel késobb, 1961-ben izolaltak
Angliaban, és azota is egyre n6 az incidencidja. Az Eurdpai Unidban évi tobb mint 150,000-re
becsiilik az MRSA infekcidok el6fordulasat. Magyarorszagon az els6 MRSA éltal okozott
jarvany 1993-1994-ben volt. Az MRSA torzsek egy olyan mddosult penicillin-ko6td fehérjét
termelnek (PBP2a vagy mas néven PBP2’), amelynek csokkent az affinitasa a legtobb
félszintetikus penicillin, valamint a legtobb cephem antibiotikum irant. A PBP2a-t a mecA gén
kodolja, amely egy mobilis genetikai elemen, a Staphylococcal Cassette Chromosome mec-en
(SCCmec) helyezkedik el. A methicillin-rezisztens staphylococcus vonalak felbukkanasa az
SCCmec elemeknek az érzékeny torzsek kromoszomajaba torténd inzercidjanak
tulajdonithatd. Az els6 SCCmec elemet Ito és mtsai jellemezték 1999-ben. Jelenleg legalabb
XI. SCCmec tipust ismerlink, melyeknek szamos variansai léteznek. K6zos benniik, hogy
hordoznak egy mec gén komplexet (mec), egy ccr gén komplexet (cassette chromosome
recombinase: ccr), mindkét végiikon hordoznak direkt ismétlédd illetve komplementer
szekvenciakat. Ezek az orfX 3’ végén 1évé ISS-be (integration site sequence) képesek
intrgralodni. Ezeken kiviil nem esszencialis J régiok (,,junkyard”, vagy wjabban ,,joining”
régiok) is megfigyelhetdk, amelyek alapjan a kiilonb6z6 szubtipusokat osztilyozzdk. A
heterogén rezisztencidt mutatd torzsek esetén a sejtek tobbsége érzékeny a B-laktdmok
alacsony koncentracioira, és csak egy kis szazalékuk (kb 1 a 10°-bol) nd 50pg/ml, vagy annal
nagyobb methicillin koncentracional. A diagnosztika soran gondot okozhat, hogy a heterogén

torzsek gyakran homogénnek tlinhetnek bizonyos tenyésztési koriilmények kozott.



2. 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 idoszakban begytijtott beteganyagbol.

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

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

szerettiink volna utanajarni, hogy a VITEK2 automata helyettesitheti-e a glycopeptid

MIC meghatarozashoz rutinszertien alkalmazott E-teszt modszert.

Methicillin-rezisztens S. aureus toérzsek vizsgalata

Célkitiizések:

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

2005-ben izolalt MRSA torzsek jellemzése: antibiotium rezizstencia profil készitése.
tovabbterjedésének megakadalyozésa céljabol.

a kiilonleges antibiotikum rezisztencidval rendelkezd S. aureus okozta fert6zések

analizise.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok
A Debreceni Egyetem Orvos-és Egészségtudomanyi Centrum klinikairdl érkezett

vizsgalati anyagokbol az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet Bakteriologiai Diagnosztikai
Laboratoriuméaban 2004 januarja oOta sziirjiilk az enterococcus torzseket; 2009 december 31-ig
7271 enterococcus tenyészett ki. A vizsgalatainkba bevont MRSA torzseket 2005 janudr 1. és
2005 december 31. kozott gytijtottiik. A hVISA esetekbdl szarmazo torzseket 2007, 2008 és
2009 években izolaltuk.

A baktériumok tenyésztéséhez hasznalt taptalajokat az Oxoid, Bio-Rad, Beckton-
Dickinson valamint a Merck cégektdl vasaroltuk. Az antibiotikum korongokat az Oxoid-tol,
az E-teszteket az AB Biodisk-t6l vettiik. A tobbi vegyszer illetve kit nagy részét a Sigma,
Promega, Fermentas, és Invitrogen cégektdl szereztiik be. Az SP6 és T7 primereket a DNS
szekvenalashoz az MTA SZBK szekvenal6 laboratoriuma biztositotta. A tobbi oligonukleotid

primert az Integrated DNA Technologies Inc.-t6] rendeltiik.

3.2. Modszerek
3.2.1. Klinikai mintak sziirése, tenyésztése

A laborba érkezett vizsgalati anyagokat 4ltalaban dusitjuk Brain-Heart Infusion (BHI)
tapoldatban, majd kioltjuk véres, csokoladé és eozin-metilénkék agar taptalajokra. A 16-18
oras inkubalds utdn véres agaron kindtt Gram-pozitiv, katalaz negativ enterococcusokat
szelektiv bile-eszkulin-azid agarra oltottuk. A szénhidrat bontas vizsgalatat arabinoz és
szorbit taptalajokban néztiikk. A vancomycin rezisztencia vizsgalata 6 pg/ml vancomycint
tartalmazé BHI sziir6lemezen tortént. A 16-18 6rds inkubdalas utan véres agaron novekvd
Gram-pozitiv, katalaz pozitiv staphylococcusok mannit fermentalasat, s6 mannit agaron
vizsgaltuk. A sejtfelszinhez kotott koagulaz, vagy ,,clumping factor” detektalasat Staphaurex
kittel végeztik. A S. aureus gyanUs tOrzsek faji azonositasat csé koaguldz teszttel is
megerdsitettiik. A methicillin-rezisztencia kimutatdsahoz oxacillin korong diffaziot
inditottunk, majd oxacillin E-tesztet végeztiink a pontos MIC meghatarozas érdekében. Az
MRSA gyanus torzseket MRSASelect szlirélemezre oltottuk, amelyen a methicillin-rezisztens
S. aureusok rbdzsaszin telepeket képeznek. A vancomycin-rezisztencia kimutatdsahoz a
hagyomédnyos vancomycin E-teszt mddszert hasznaltuk. A csokkent vancomycin

érzékenységre gyanus torzseket ezutdn makro E-teszt moddszerrel is megvizsgaltuk. A



VISA/hVISA gyanus torzseket modositott populécid analizis vizsgélatra kiildtiik az Orszagos
Epidemiologiai Kézpontba.

3.2.2. Antibiotikum rezisztencia vizsgalatara hasznalt modszerek

A korongdiffuzio a rutin antibiotikum érzékenységi vizsgalatok leggyakoribb,
nemzetkozi szinten elfogadott és alkalmazott mddszere. A Kirby-Bauer-féle korongdiffuzios
modszer soran az elérhetd vérszintnek megfeleld antibiotikum-koncentracidval Aatitatott
szlir6papirkorongokkal vizsgaltuk meg a korokozok érzékenységét a gyarto leirdsa szerint.

Néhany esetben azonban az E-teszt a legjobb mddszer a MIC megallapitasara, mivel
korongdiffizi6 alkalmazdsakor a nagyméreti molekulak diffuzioja nem megfeleld,
mikrodilucié esetén pedig az alacsony inokulum koncentrdcid szub-optimalis lehet az
alacsony szintli rezisztencia detektalasahoz. A gyors automata rendszerek sem mindig
megbizhatdak, példaul késleltetett expresszid illetve indukdlhatd rezisztencia kimutatasa
esetén. Az E-teszt csik felszinére az antibiotikumot meghatarozott koncentracié gradiensnek
megfelelden vitték fel. Az inkubacids id6 letelte utan a csik kornyezetében ellipszis alakt
gatlasi zona alakul ki. Az ellipszis és a csik metszéspontjahoz legkdzelebb esd feltiintetett
koncentracio jelenti az antibiotikumok MIC értékét.

A VITEK?2 automata baktériumok identifikaldsara, valamint érzékenységi vizsgalatara
szolgédldo rendszer, melynek a 3.01 szoftver verzidjat hasznéltuk. Az enterococcusok
identifikalasahoz VITEK2 Gram-pozitiv identifikdlé kartyat hasznaltunk, az érzékenység
meghatdrozasdhoz pedig AST (antibiotikum érzékenységi teszt) kartyat. A végeredmény

korulbelil & ora elteltével allt rendelkezésre.

3.2.3. Molekularis biologiai vizsgalatok
Polimeraz lancreakcio (PCR) és restrikcios analizis

A PCR reakciok templatjaként, a baktériumokbdl készitett lizatumokat hasznaltuk,
melyet a baktériumtenyészet forralasos modszerével nyertiink. A Multiplex PCR reakcidoban
hasznalt, az E. faecalis és E. faecium ddl génekre, valamint a van génekre (vanA, vanB,
vanC1/2, vanD, vanE és vanG) specifikus primereket Depardieau €s mtsai alapjan terveztik (J
Clin Microbiol 2004, 42: 5857-60). Ezeken kiviil az E. faecalis, E. casseliflavus ¢és E.
gallinarum fajokat a szuperoxid dizmutdz (sodA) génre specifikus primerekkel 1is
azonositottuk Jackson és mtsai alapjan (J Clin Microbol 2004, 42:3558-65). A magas foku
gentamicin rezisztenciat szintén PCR-rel erdsitettik meg. A bifunkcionalis aminoglikozid

rezisztencia génre (aacA-aphD), tervezett primerpart néhany bazisban modositottuk (Yean és



mtsai, BMC Microbiol 2007, 7:112). Az MLST kisérletek soran hasznalt primereket a
www.mlst.net webhely szerint alkalmaztuk.

A vanC gének amplifikaciojakor keletkezett PCR termékeket kdzvetleniil emésztettiik
Hindlll valamint Sall enzimmel. A PCR reakcidok eredményét valamint az emésztett

fragmentumok méretét agar6z gélelektroforézissel ellendriztiik.

PCR termék klonozasa és szekvenalasa

A vanA PCR terméket agar6z gélbdl Qiagen gél extrakcios kittel izolaltuk, a tisztitott
DNS-t T4 DNS ligazzal pGEM-T Easy vektorba ligaltuk, majd a ligalasi elegyet kompetens
E. coli DH5a sejtekbe transzformaltuk. A transzformalt sejtekbdl a plazmidot QIAprep
készlettel izolaltuk és EcoRI restrikcids emésztéssel ellendriztiik. A klonok tesztelésére az
inzertadlt DNS mindkét szaldt megszekvenadltattuk az MTA Szegedi Biologiai
Kutatokozpontjaban. Kozvetlen szekvenalashoz a PCR termékeket kozvetleniil tisztitottuk
Microcon Ultracel YM-100 kittel, majd a szekvenaldst az amplifikdciohoz hasznalt
primerekkel végezték Godollon a BIOMI Kft-nél, illetve a DEOEC Biokémiai és Molekularis
Biologiai  Intézetében. A  hVISA3  tdrzs szekvendlasdt az Infektologiai és

Gyermekimmunolégiai Tanszéken végeztiik.

3.2.4. Epidemiolégiai vizsgalatok
Multilocus sequence typing (MLST)

Az E. faecalis torzsek MLST vizsgélata soran 7 haztartasi gén (gdh, gyvd, pstS, gki,
aroE, xpt, yqiL) bels6é génfragmentumanak szekvenalasa tortént. A S. aureus torzsek esetén a
7 vizsgalt gén a kovetkezd volt: arc, aro, glp, gmk, pta, tpi, yqil. A kapott szekvencia adatok
kiértékelése, megfeleld méretiivé “vagasa” utdn, a www.mlst.net adatbazis megfeleld
alléljaival Osszehasonlitva megkaptuk a torzsek allélikus profiljait, és az ezekhez tartozo

szekvencia tipusokat.

Pulzalé eréterii gél-elektroforézis (PFGE)

A S. aureus torzsek PFGE vizsgélatat egy irodalomban leirt modszer alapjan végeztiik,
a SOTE Orvosi Mikrobiologiai Intézetében, kisebb modositasokkal (Stephen és mtsai. J Clin
Microbiol 2003, 41:1574-85). A dendrogramokat a BioNumerics program 2.5 verzidjaval
analizaltuk (Applied Maths BVBA, Sint-Martens-Latem, Belgium) a Dice-koefficiens
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alkalmazasaval, nem sulyozott par csoport modszerrel (UPGMA), 1.0 % sav pozicio
toleranciaval.

Az enterococcus torzsek PFGE vizsgalatat a S. aureus torzsekhez hasonlé modon
végeztiik, kisebb modositasokkal. A dendrogrammok készitésénél 2% optimalizaciot és 2%

s&v pozicio toleranciat valasztottunk.

Bakteriofag tipizalas

Az MRSA torzsek tipizalasa a Csongrad megyei ANTSZ-ben tortént, Blair és
Williams munkéssaga alapjan (Bull World Health Org 1961, 24:771-784). A modszer
segitségével egy baktérium fajon beliil, biokémiai és szerologiai modszerrel tovabb nem
differencidlhaté torzsek, kiillonbozd tipusokba oszthatok. A fagtipus-meghatirozashoz
hasznalt fagok, az Un. tipusfidgok a tipizalandd baktériumtorzseket azok érzékenysége esetén

lizaljak. A tipusfagokkal kapott oldasok alapjan allapithaté meg a fagtipus/fagkép.

Maoédositott populacio analizis profil (PAP)

A csokkent vancomycin érzékenységre gyants staphylococcus torzseket modositott
populacié analizis vizsgalatra kiildtiikk az Orszagos Epidemiologiai Kézpontba (To6th és mtsai,
J Chemother 2008, 20: 655-656). Kiilonb6zé vancomycin koncentracié melletti inkubalés
utdn a baktérium telepeket a vancomycin higitas fiiggvényében féllogaritmikusan kell
abrazolni, majd meghatdrozni a gorbe alatti teriileteket (PAP-AUC= area under curve).
Ezutan a VISA/hVISA gyanus torzsek PAP-AUC értékének és a parhuzamosan vizsgalt
pozitiv kontroll térzs PAP-AUC értékének aranyat kell megvizsgalni. Ha ez >0.9, akkor
hVISA torzsrol, ha >1.3, akkor VISA torzsrol beszéliink.

Staphylococcus chromosomal cassette mec (SCCmec) tipizalas

A Debrecenben izolalt 3 hVISA térzs SCCmec kazetta tipizalasa multiplex PCR
segitségével tortént az Orszagos Epidemioldgiai Kozpontban (Oliveira és mtsai, Antimicrob
Agents Chemother 2002, 46: 2155-2161). A reakci6 8 primer part tartalmaz, a mec gén
komplex 8 lokuszara tervezve. A kapott termékek szama és mérete egy mintazatot hataroz

meg (SCCmec tipus).
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4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. A VRE eloéfordulasa a Debreceni Egyetem klinikain

A Bakterioldgiai Diagnosztikai Laboratorium 2004 6ta sziiri az enterococcus torzseket
vancomycinre. A vizsgalt idészakban, 2004. januar 1. és 2009. december 31. kdzott, 0sszesen
7271 enterococcust izolaltunk a laborba érkezd kiilonféle klinikai mintakbol. A screen
lemezen novekvd torzsek koziil a multiplex PCR reakcidk alapjan egyetlen E. faecalis
izolatum hordozta a vanA rezisztencia gént. Ezen kiviil 15 klinikai mintdbdl tudtuk kimutatni

vanC pozitiv enterococcusok jelenlétét.

4.1.1. A vanC pozitiv VRE torzsek jellemzése

A 16 vanC gént hordozo torzsbdl dsszesen 2 volt vanC2 pozitiv E. casseliflavus, a
tobbi 14 pedig vanC1 pozitiv E. gallinarum. Az altalunk hasznalt vanC specifikus primerek
mind a vanC1, mind a vanC2 gének amplifikalasara alkalmasak, ezért kezdetben ezeket DNS
szekvenalassal kiilonboztettiik meg. Késobb a két gén elkiilonitésére restrikcios analizist
dolgoztunk ki. A masok altal hasznalt Mspl enzim helyett, amely mindkét terméket hasitja, mi
a Sall és Hindlll enzimeket hasznaltuk. A Sal/l enzim specifikusan csak a vanCI PCR
terméket hasitja, mig a HindIll csak a vanC2 PCR terméket. Ezzel a modszerrel azt
tapasztaltuk, hogy az egyik mintat (6130-as) mindkét enzim hasitotta, felvetve ezaltal mindkét
gén jelenlétét. Az eredeti mintabol szarmazod lefagyasztott torzs felndvesztésével, €s az egyes
telepek szétszélesztésével harom szubkulturat kiilonitettiink el. A fajspecifikus sod4 PCR
alapjan a harom szélesztés harom fajt reprezentalt. A harom species koziil csak az E.
casseliflavus és az E. gallinarum fajok ndttek a VRE screen lemezen, az E. faecalis azonban
nem volt vancomycin rezisztens. Az ezt kovetd vanC specifikus PCR és restrikcios analizis

kimutatta, hogy az E. casseliflavus a vanC2, az E. gallinarum pedig a vanC1 gént hordozta.

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. Harom E. gallinarum izolatumot
talaltunk, melyek magas fokl rezisztencidt mutattak gentamicinnel szemben. Ezekben a

torzsekben ki tudtuk mutatni az aacA-aphD bifunkcionalis aminoglikozid rezisztencia gént
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PCR segitségével. Szerencsére a VRE torszek a tobbi vizsgalt antibiotikumra érzékenynek

bizonyultak.

A 6130-as mintabol kitenyésztett vancomycin érzékeny E. faecalis torzset MLST
modszerrel genotipizaltuk. Az acetil-CoA acetiltranszferaz (yigL) gén szekvenalasa soran az
vigL-8 allélhoz képest a 187-es pozicioban egy C—T nukleotid cserét talaltunk. Ezek alapjan
az MLST kuratora az 0j allélhoz az yiqL-64, az 0j szekvencia tipushoz pedig az ST-336
szamot rendelte.

A rezisztens torzsek genetikai rokonsidganak feltardsdhoz pulzdld erdterii
gélelektroforézist hasznaltunk. A dendrogrammok alapjan 2 E. gallinarum mintazata teljes
mértékben megegyezett. Mindkét torzs 2009-ben, de az egyik az I. Sebészetrdl, a masik a II.
Sebészetrol érkezett. Az elsd beteg szamos antibiotikum mellett vancomycin terapiaban is
részesiilt, de idds kora valamint betegségei miatt a miitét utdn 1 honappal meghalt. Nem lehet
kizarni, hogy a vancomycin rezisztens FE. gallinarum 1is kozrejatszott a szepszise
kialakulasdban, amire az alkalmazott Vancocin nem hatott. A két beteg kozott direkt
kontaktus nem torténhetett. 6 tovabbi torzset egy klaszterbe lehetett sorolni, mivel a PFGE
mintdzatuk tobb mint 90%-ban megegyezett. A torzsek kiilonbozd iddszakokbol, és

kiilonbozo klinikakrol szarmaztak.

4.1.2. Egy vanA pozitiv eset ismertetése

Az 50 éves beteg mitralis billentyl prolapszus elektiv miitéte miatt keriilt a korhazba.
A helyi protokoll szerint cefuroxim €s tobramycin profilaxist alkalmaztak. 8 nappal a miitét
utan E. faecalis, Escherichia coli és Pseudomonas aeruginosa volt izolalhato a femoralis
sebébdl, azonban a beteg nem volt ldzas és nem kapott antibiotikumot. A koérokozok
valoszinileg csak kolonizaltdk a sebet. Az izolatumokat hagyoméanyos biokémiai
modszerekkel identifikaltuk. A 6 pg/ml vancomycin tartalmu sziir6lemezen kinétt E. faecalis
telepeket tovabb vizsgaltuk. Az antibiotikum érzékenység meghatidrozdsdhoz a VITEK2
automatat hasznaltuk; a torzs rezisztensnek bizonyult streptomycinre, tetracyclinre, valamint
vancomycinre €s teicoplaninra. A Multiplex PCR reakcié soran 2 savot kaptunk, melyek az E.
faecalis ddl valamint a vanA glikopeptpid rezisztencia géneknek feleltek meg. A faji szinta
azonositast megerdsitettiik az E. faecalis ddl illetve sodA génjeire specifikus primerekkel
végzett kiilon PCR reakciokkal. A rezisztencia gén identifikdlasat szintén megerdsitettiik egy
specifikus PCR reakcioval. A PCR termék klonozéasaval kapott plazmid DNS-t T7 valamint
SP6 primerekkel szekvenaltattuk az MTA SZBK Szekvenal6é Laboratériumaban. A
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megszekvenalt szakasz 1 nukleotid kivételével teljesen megegyezett az adatbazisban 1évo
vanA gén szekvencidjaval. A mutécio6 ellendrzésére a vand PCR terméket kozvetlen tisztitas
utan is megszekvenaltattuk, és 100%-ban azonosnak talaltuk a pLWO043, pVEF1 illetve
pVEF2 plazmidokra jellemzé vanAd gén megfelelé fragmentjével. A pVEF plazmidok
gyakrabban kfordulnak el6 E. faecium fajokban, habar a mi esetiinkben t6bb fiiggetlen kisérlet

is E. faecalisnak azonositotta a baktériumot.

4.1.3. VITEK 2 automataval végzett vizsgalatok

Vizsgalataink soran 0ssze kivantuk hasonlitani a VITEK2 automata 3.01. szoftver
verzidjaval (bioMerieux), valamint az E-teszttel (AB Biodisk) kapott eredményeket a van4
pozitiv torzs, illetve a vanC pozitiv torzsek glikopeptid érzékenységére vonatkozdan. A két
modszer kozotti kiilonbségeket a CLSI hatarértékek alapjan 3 csoportra osztottuk: nagyon
sulyos, sulyos, illetve kisebb jelentségili interpretacids hibakat definialtunk. 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 jelentdségii hibanak azt vettiik, amikor a két modszer kozotti eltérés
egy interpretacios kategoria volt, pl: kdzepesen rezisztens helyett rezisztens vagy érzékeny
eredmény. Kontrollként a vand pozitiv klinikai izolatumot, illetve az érzékeny ATCC 29212
E. faecalis torzset hasznaltuk. A vanA pozitiv térzset mindkét rendszer jol azonositotta, és
nem tapasztaltunk hibat a teicoplanin érzékenységek interpretdldsa soran sem. Mindegyik
vanC pozitiv torzs érzékeny volt teicoplaninra, az E-teszt azonban diszkriminativabbnak
bizonyult, mivel a VITEK2 értékek sokkal sziikebb megoszlast mutattak. A vancomycin
vizsgalatakor 10 esetben litkoztiink minor hibaba. A 17 vizsgalt VRE torzsbdl a VITEK2
automata alapjan 5 volt vancomycin rezisztens, 6 volt érzékeny, és 6 volt kdzepesen érzékeny.
6 E-teszttel kdzepesen 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 detektdldsa soran a

VITEK?2 automata (3.01 szoftver) 17 esetbdl 10-szer (59%) adott helytelen eredményt.
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4.2. Az MRSA eléfordulasa a Debreceni Egyetem klinikain

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

A 2005 januar-december kozotti idészakban dssesen 339 MRSA torzset izolalt a
Bakteriologiai Diagnosztikai Laboratorium, melyek 102 betegtdl, 17 kiilonbozd klinikarol
szarmaztak. A kiértékelésnél csak az elsé izoldtumot vettiik figyelembe minden betegnél. Az
MRSA aranya igen magas volt a Sebészeti klinikakon, a Tiidoklinikan és a Gyermekklinikéan.
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% pedig egyéb mintabol szdrmazott).

4.2.1. MRSA torzsek antibiotikum rezisztencia mintazata

Minden izolatum béta-laktdm rezisztensnek bizonyult, 97 térzs oxacillin MIC értéke
256 mg/1 volt. A tovabbi 6t torzs oxacillin MIC értéke 256 mg/1 alatt volt, de még a rezisztens
tartomanyba esett. Mind a 102 tdrzs 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.

4.2.2. MRSA torzsek epidemiologiaja

Az Un. nem-tipizalhaté torzsek aranya az évek soran ugyan csokkent, de a kevert
fagtipust torzsek szama nétt, az V fagcsoportot pedig fokozatosan felvaltotta a I1I. 2005-ben
az izolatumok tobb mint a fele (57,85%) volt kevert, 34,31% a III fagcsoportba tartozott €s
7,85% nem volt tipizalhat6. A torzseknek csaknem fele a 617/622/623 fagtipusba tartozott,
majdnem 20% pedig a 629-es faggal volt csak tipizalhato.

A 84 megvizsgalt MRSA torzsbol 79-et lehetett besorolni a kapott harom PFGE tipus;
A, B, és C valamelyikébe. A tobbi torzs kozott nem volt kimutathatd genetikai kapcsolat. A
legtobb torzs, szam szerint 46, az A tipusba tartozott. Ezek mindegyike érzékeny volt
glikopeptidekre, de rezisztens volt erythromycinre, clindamycinre ¢és két kivétellel
ciprofloxacinra. A legtdbb torzs érzékeny volt amikacinra, trimethoprim/sulfamethoxazolra és
tetracyclinre. Tobbséglik kevert fagcsoportba tartozott, melyek koziil a dominéns fagtipus a

617/622/ 623 volt. A torzsek a legkiilonb6zébb klinikékrdl szarmaztak. A B tipusba sorolhatd
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torzsek (n=13) szintén egyedi antibiotikum rezisztencia mintdzattal rendelkeztek; a legtobb
érzékeny volt trimethoprim/sulfamethoxazolra, mig harom kivétellel rezisztensek voltak
amikacinra. 72,7% a III fagcsoportba tartozott. A dominans fagtipus a 629-es volt. A legtobb
C tipust izoldtum szintén a III fagcsoportba tartozott. Ezek kozott volt a legtobb
multirezisztens izolatum. Két izolatumrol kijelenthetjiik, hogy a vancomycin illetve
teicoplanin kivételével panrezisztensek voltak, mindeketté a III fagcsoportot és 8A
rezisztencia mintazatot képviselte. Meg kell jegyezniink, hogy a B és C PFGE tipusba tartoz6
torzsek tobb mint fele a II. Sebészetrdl, a I1I. Belgyogyaszati Klinikéardl, a Tiid6klinikardl és a
Szivsebészetrél szarmazott. Ezek 2005-ben egy épiileten beliil helyezkedtek el, mas
klinikaktol elkiiloniilten. A fagtipusok analizise soran azt tapasztaltuk, hogy a
Gyermekkliniarol szarmazé torzsek egy kivétellel a III fagcsoportba tartoztak, és a 623-as
fagtipus volt talsulyban, mig ezen izolatumok masik f6 forrdsa a fent emlitett kiilonalld
klinikai blokk volt. A torzsek tobbsége (n=20) a C PFGE tipusba tartozott, valtozatos
rezisztencia mintazatokkal. A kevert fagcsoporta torzsek kézott a leggyakoripp PFGE tipus az
A volt, erythromycin-clindamycin-ciprofloxacin-gentamicin-tobramycin (5B) rezisztencia

mintdzattal. A nem tipizalhat6 torzsek csoportja minden szempontbdl véltozékony volt.

4.2.3. hVISA torzsek jellemzése

A Debrecenbeni hVISA torzseket 2007, 2008 és 2009 években izolaltuk. Harom uj
torszet tudtunk kimutatni 3 kiilonb6z6 betegbdl, ezekkel egyiitt a hVISA izolatumok szdma

Magyarorszagon 5-re nott.

Az els6 beteg submandibularis-parapharyngealis talyog miatt keriilt a korhazba, majd
haemodializis programba kellett felvenni. A beteg haemokulturajabol MRSA tenyészett ki,
amely vancomycin érzékeny volt, ezért az amikacin terapidt vancomycinnel késébb pedig
rifampicinnel kombinaltdk. Posztmortem haemokulturdjabol azonban mar csokkent
vancomycin érzé¢kenységii MRSA tenyészett ki (hWWISA1). A masodik beteg szomatomentalis
retardacioban szenvedett. Tiidogyulladassal és akut 1égzési elégtelenséggel keriilt korhazba.
Késobb orrvaladékabol, haemokultirdbol és bronchusvaladékbol MRSA tenyészett ki. A
bronchusvaladékbol izolalt MRSA hVISA torzsnek bizonyult (WWISA2). A célzott kezelések
ellenére allapotat nem sikertilt javitani. A harmadik beteg égési sériiléseket szenvedett a teljes

testfeliiletének kb 40%-an. Tobbszords nekrotomiara és boratiltetésekre volt sziiksége.
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Borlézi6jabol hVISA torzs tenyészett ki (hVISA3), ezért tigecyclinnel kezelték. O volt az

egyetlen beteg, aki gydgyultan tdvozott a korhazbol.

A torzsek antibiotikum érzékenységét eldszor a CLSI ajanladsa alapjan
korongdiffuzioval vizsgaltuk meg. A methicillin rezisztenciat oxacillin E-teszttel néztiik, és az
E-teszt alapjan a torzsek rezisztensek voltak a kovetkezd antibiotikumokra is: erythromycin,
clindamycin, ciprofloxacin, gentamicin, amikacin. Ezeken kiviil a hVISA2 torzs rezisztens
volt rifampicinre. Az elsé beteg vérébdl izolalt methicillin rezisztens S. aureus térzs a makro
E-teszt illetve a populdcid analizis alapjan hVISA-nak bizonyult (hVISA1l). A makro E-
teszttel kapott hatarértékek a kdvetkezok voltak: vancomycin 8 mg/L, teicoplanin 12 mg/L. A
PAP-AUC arany 1,01 volt. Az MLST és az SCCmec tipizalas alapjan a torzs a Magyar
ST239-MRSA-III klont képviselte. A masodik beteg bronchusvaladékabol izolalt MRSA
torzs szintén hVISA-nak bizonyult a makro E-teszt és a populacio analizis szerint (hVISA2).
Mind a vancomycin mind a teicoplanin MIC 8 mg/L volt, a PAP-AUC arany pedig 0,97. Az
MLST ¢és SCCmec tipizalas alapjan a torzs a New York/Japan ST5-MRSA-II klonhoz
tartozott. A harmadik beteg borlézidjabol kitenyészett MRSA torzs esetén a makro E-teszt és
populdcid analizis alatdmasztotta a hVISA gyanut (hVISA3). A makro E-teszt soran kapott
vancomycin ¢€s teicoplanin hatarérték 8 mg/L volt. A PAP-AUC arany ennél a torzsnél 0,93
volt. A molekularis tipizalas beigazolta, hogy ez az izolatum is a New York/Japan ST5-

MRSA-II klénhoz tartozott.

Végsd konkluzioként elmondhatd, hogy mind a VRE mind az MRSA incidencidja
nemzetkozi 0sszehasonlitasban alacsony a Debreceni Egyetem klinikdin. Ez elsdsorban a jé
korhazhigiénés helyzetnek, illetve a gyors és megbizhaté diagnosztikai eredményeknek
koszonhetd. A helyzet tovabbi javitasa érdekében fejlesztési torekvéseink kozzé tartozik a
molekularis diagnosztikai modszerek még szélesebb korli bevezetése a napi diagnosztikai

rutin munkaba.
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5. 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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