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1. Bevezeto

A Mycobacterium genus tagjai széleskoriien fordulnak el6é a
természetes  Okoszisztémakban. Legtobb tagja  nitrogénkotd
aktivitasuk és szervesanyag bontd képesseguk folytan a talaj €s a
felszini viztakar6 hasznos és nelkilozhetetlen lakdja. Néhany
Mycobacterium faj az evolucié soran korokozova valt. Ezek kozul is a
Mycobacterium  tuberculosis ~ complexhez ~ (TBC)  tartozo
M. tuberculosis és M. bovis a legjelentésebb. A Mycobacterium
tuberculosis complex okozta fert6zés eredményeképp kialakuld
korkép a  tuberkulézis, amely leggyakoribb formaja a
tidétuberkuldzis.  Mivel a tuberkuldzisra utald tinetek nem
specifikusak, a laboratériumok kiemelked6 szerepet toltenek be a
tuberkuldzis diagnozisanak felallitdsdban, a gyogyszer-érzékenység
megallapitasaban, az  alkalmazott terapia  hatékonysaganak
monitorozasaban és a fert6zes transzmissziojanak
megakadalyozasaban. A mellkas rontgenfelvételek alapjan a
tuberkuldzis gyandja jol megalapozhatd, de szamos mas tiidobetegség
is hasonl6 képet adhat. Tovabba, a mellkas rontgenfelvételek alapjan
nem lehet elkiloniteni az aktiv tuberkul6zist a mér lezajlottol. Ezért, a
laboratoriumi eredményeknek nem csak pontosnak kell lenniik,
hanem gyorsan hozzaférhetének is. Ez indokolta a Mycobacteriumok
laboratériumi diagnosztikajaban hasznalt modszerek fejlesztését a
XX. szazad méasodik felében.

Az Egészséglgyi Vilagszervezet (WHO) a tuberkul6zist 1993-ban
vilagméreti vészhelyzetté nyilvanitotta. A WHO megallapitasa
szerint az emberiség 1/3-a M. tuberculosis-sal fertéz6tt. Evente a
M. tuberculosis 8-10 milli6 embert fertéz meg és 3 milli6 ember
haldlat okozza. Jelenleg a tuberkuldzis vezeti az egy korokozé altal
okozott halalozési statisztikat, és az elkertlheté halalozasok kb. 25%-
ért felelés vilagszerte. A WHO elérejelzése alapjan 2000 és 2020
kozott kozel 1 milliard ember valik djonnan fertézotté és ezek kozil
varhatéan 200 milli6 egyénben ez a fertézés klinikai



megbetegedéshez is vezet majd. A fent emlitett 200 millié ember
kozul 35 milli6 beteg menthetetlenil meghal, amennyiben a
tuberkuldzis elleni védekezés hatékonysaga nem javul szamottevéen a
jovében. A tuberkuldzis ismételt vilagméretii fellangolasaban
elsésorban gazdasagi és szocidlis tényezék, a HIV virus és a
tuberkuldzis kozotti szinergizmus, és a XX. szazad végén komoly
fenyegetésként megjelent rezisztens és multidrog rezisztens
tuberkuldzis (MDR, rezisztencia legalabb isoniacidra és rifampicinre)
terjedése jatszik kiemelked6 szerepet.

A tuberkulozis jarvanylgyi helyzete szempontjabdl az eurodpai
orszagok harom f6 csoportba oszthatdéak fel. A nyugat-eurdpai
orszagok tébbségében a 100.000 lakosra szamitott incidencia 20 alatt
van, és évrél-évre csokken. Ezekben az orszagokban a tuberkul6zis
jarvany az u. n. "eliminécios"” szakaszahoz kozelit. Kelet-Eurdpaban
sulyosnak mondhato a tuberkuldzis helyzet. Oroszorszagban es a volt
Szovjet Tagkoztarsasagokban az incidencia a 100/100.000 lakos
korili, sok esetben magasabb értéket mutat. Az Europai Unién (EU)
legsulyosabb a helyzet Roménidban van, ahol 2008-ban
115,1/100.000 lakos volt az incidencia. A ket terllet kozott, Kdzép-
Eurdpa intermedier helyzetben van: folyamatosan csokkené mutatok
mellett Szlovénia, a Cseh Koztarsasag €s Szlovakia incidencija
valamivel 20 alatt van, a tobbi orszagban 20 és 50/100.000 kdzotti
éves incidenciat regisztralnak.

A hazai tuberkuldzis jarvanynak az 1950-es évek Ota tartd kedvez6
tendencidja 1990-ben tért meg. Az addig folyamatosan csokkené
incidencia 1990 és 1995 kozott 19%-al emelkedett (1990: 34/100000
lakos; 1995: 42/100000 lakos). A Kkedvezétlen tendencia
visszaforditadsara és a betegség visszaszoritasara  iranyulo
eréfeszitések optimalizaldsa céljabol 1994-ben a Tudoégyogyaszati
Szakmai Kollégium Nemzeti Tuberkul6zis Programot fogadott el. A
tuberkuldzis incidencia 1996 oOta U0jra folyamatosan csokken.



Az Europai Betegsegmegeldzési és Jarvanyvédelmi Kdzpont (ECDC)
jelentése szerint 2009-ben az incidencia 14,4/100000 volt
Magyarorszagon. Az incidencia latvanyos csOkkenése ellenére a
halalos kimenetelii M. tuberculosis altal okozott fert6zések szdma az
elmalt évek sordn kozel azonos volt. Az Gjonnan diagnosztizalt
betegek szamanak csokkenése ellenére a mortalitasi rata stagnal. E
jelenségnek  mindenekeltt a  beteg—kooperacioban  és a
betegvezetésben  gybkeredz6  okai  lehetnek, valamint a
tuberkuldzisban szenved6 betegek novekvo atlag életkora. A hazai
megbetegedési viszonyoknak mar fél évszazada egyik szomoru
jellegzetessége a bakteriologiailag igazolt esetek alacsony aranya.
Tovabbi problémat jelent, hogy a Mycobacteriumok bakterioldgiai
diagnozisat kéré szakorvos valasztia meg az alkalmazandd
tenyésztési modszert. igy, az olcsd, de alacsony szenzitivitasu
szilard taptalajon val6 tenyésztést kérik tulnyomd tdbbségben, egyes
laboratériumok esetében ez az ardny elérheti akar 95%-t is.
Magyarorszagon a tuberkuldzis incidencidja jelentés terileti
eltéréseket mutat. Az (j megbetegedések tobb mint felét Eszakkelet-
Magyarorszagon és Budapesten regisztraljak.



2. Célkitizések

Az Uj, teljesen automatizalt, nem radiometrias BacTec MGIT
960 folyékony alapl tenyésztési mddszer bevezetése a
Semmelweis Egyetem AOK  Pulmonoldgiai  Klinika
Mycobacteriologiai  Laboratorium rutin  diagnosztikajaba,
valamint annak 0Osszevetése a folyékony alapi félautomata,
radiometrids BacTec 12B és a hagyomanyos szilard alapu
Lowenstein-Jensen tenyésztési modszerrel. Meghatarozni a
legkdltséghatéekonyabb  tenyesztési megoldasokat  a
Magyarorszagon mukodé alacsony, valamint magas éves
mintaszdmot feldolgozé laboratériumok szdmaéra.

Az Inno-LiPA Rif. TB Test (Innogenetics N. V., Ghent,
Belgium) PCR-alapi  DNS-reverzhibridizaciés modszer
bevezetése a Semmelweis Egyetem AOK Pulmonoldgiai
valamint annak 0sszevetése a hagyomanyos rezisztencia-
meghatdrozasra  alkalmas  mddszerekkel és  DNS-
szekvenalassal.

Az 1S6110 RFLP-fingerprint és a Spoligotyping modszerek
bevezetése a jarvanyugyi érdekbdl végzett vizsgalatok
elvégzésére Magyarorszagon. A Magyarorszagon izolalt
rifampicin-rezisztens torzsek genotipizalasa és jarvanyugyi
elemzése.



3. Anyagok és modszerek

3.1. ABacTec MGIT 960, a BacTec 12B és a Lowenstein-
Jensen tenyésztési modszerek 6sszehasonlitasa

Mintak

Osszesen 243 betegtdl szarmazd 377 klinikai mintat (288 kopet, 51
horgémoso folyadék vagy horgészivadék, 32 gyomornedv és 6
pleurapunctatum) vizsgaltunk meg, melyeket 1999.03.29-05.31.
id6szakban gyijtottiink. Minden beteg HIV negativ volt. A mintékat a
Kent és Kubica altal leirt N-acetil-L-cystein-NaOH madszerrel
kezeltik el6. A kezdé NaOH koncentracio 4% volt. Elokezelés utan a
minta Uledékébdl Ziehl-Neelsen (ZN) szerint festett kenetet
készitettlink. A fennmaradd Uledéket 1,5ml foszfat pufferben (pH 6.8)
szuszpendaltuk fel (1).

Tenyeésztés

Inokulalas eldtt a BacTec MGIT 960 és BacTec 12B tenyészto
palackokat a gyartd altal leirt mdédon eldkészitettlik. A palackokat
0,5ml és a 2db Lowenstein-Jensen (LJ) taptalajt 0,2ml elékezelt
mintaval inokulaltuk. Az inokulalt taptalajokat 37°C-on inkubaltuk.
Az inokulalt BacTec MGIT 960 palackokat a gyartd utasitasa alapjan
BacTec MGIT nem valtak, de legtovabb 6 hétig. A BacTec 12B
palackokat az elsé két hétben heti két alkalommal, majd az
elkdvetkez6 4 héten heti egy alkalommal olvastuk le. Amennyiben a
novekedési index (GI) elérte a GI>10 értéket, a palackot naponta
olvastuk le, mig el nem érte a GI>100 értéket és pozitivnak
nyilvanitottuk azt. Amennyiben 6 hét utan sem volt mérhets **CO,
képzodés, a palackot negativnak mindsitettlik. A L) tenyészeteket
heti 1 alkalommal olvastuk le 8 hétig, vagy a lathato telepek
megjeleneseéig. A pozitivnak mindsitett tenyeszetek esetében a
parhuzamos tenyészeteket naponta olvastuk le. A pozitivitas



észlelésének napjan a tenyészetekrol ZN szerint festett kenetet
készitettink a savallo péalcak jelenlétének igazolasara, valamint
szélesztettlik 5% birkavért tartalmazé Columbia agarra (bioMerieux
Microbiology Systems, Marcy I’Etoile, Franciaorszag) az esetleges
kontamindcid kizarasa céljabdl. A ZN szerint fest6d6 tenyészeteket
klasszikus biokémiai tesztekkel és az "AccuProbe culture
identification test"-tel (Gen-Probe, San Diego, Calif.) identifikaltuk a
gyartd Gtmutatasai szerint (1).

Statisztika

A tenyésztési modszerek hatékonysadga kozotti szignifikans

kiilonbségeket a x* probaval éllapitottuk meg. A tenyésztési idék
kozotti eltéresek szignifikancidjat az ANOVA (variancia analizis) és a
Newman-Keuls médszerekkel hataroztuk meg (1).

3.2. Az rpof} gén mutécio-analizise PCR-alapui DNS
reverzhibridizacidval és szekvenélassal

Torzsek

Kelet-Magyarorszagon (Borsod-Abalj-Zemplén, Hajdu-Bihar és
Szabolcs-Szatmar-Bereg Megye) 1999-ben izolalt 29 rifampicin—
rezisztens torzset vizsgaltunk meg. Pozitiv kontrollnak a H37Rv
ATCC 27294 torzset és 6 klinikai izolatumot hasznaltunk, melyek
mind a 4 els6é-vonalbéli antituberkulotikumra érzékenyek voltak.
Minden egyes izolatumot az ,,AccuProbe culture identification test”-
tel (Gen- Probe Inc., San Diego, Calif.) a gyarté Utmutatasai szerint és
a hagyomanyos biokémiai tesztekkel identifikaltuk. Mind a 36 torzs
(H37Rv, 6 kontroll izoldtum, 29 RMP- rezisztens izolatum)
isoniaziddal (INH), rifampicinnel (RMP), ethambutollal (EMB) és
streptomycinnel (SM) szembeni érzékenysegét a Canetti altal leirt
proporcids modszerrel végeztik LJ taptalajon. Az alkalmazott kritikus
koncentraciok INH 0.2, RMP 40, EMB 1.0 és SM 10 pg/ml voltak.



A vizsgalt 29 RMP rezisztens torzs kozul csak 2 (6,9%) volt RMP
monorezisztens, 1 (3,4%) RMP + SM rezisztens, 26 (89,7%) torzs volt
legaldbb RMP + INH rezisztens, azaz multidrog rezisztens. A 26
MDR torzs kozil 12 (46,2%) torzs volt INH + RMP + EMB
rezisztens, 2 (3,8%) torzs INH + RMP + SM rezisztens, valamint 7
(26,9%) torzs volt INH + RMP + EMB + SM rezisztens is.
Osszességében, a 29 torzsbdl 21 (72,4%) volt rezisztens egyszerre 3
vagy 4 antituberkulotikumra a 4 els6-vonalbéli antituberkulotikumok
kozl (2).

PCR-alapu reverzhibridizacio és szekvenalas

A GI>999-es novekedési index detektaldsanak napjan az érzékeny
kontrollok és az RMP-rezisztens izolatumok BacTec 12B
tenyészeteinek 200ul-ét 80°C-on inkubaltuk 1 orén keresztil, a
myocobacteriumok el6lése céljabol. Az rpo95 és rpo397 primerek
segitségével, melyek az rpof 81bp régidjat fogjak kozre, egy 329bp
terméket allitottunk elé a 36 izolatumbol. Az amplifikaciot Perkin-
Elmer 480 programozhat6 héblokkban végeztik (2).

Ugyanezekkel a primerekkel végeztik mindkét szal DNS
szekvencia analizisét, automata Applied Biosystems 377 DNS
szekvenalo segitsegevel (Applied Biosystems, Foster City, Calif.). Az
N-terminalis régioban talalhatd V146F mutacié kimutatdsara a
Th176-f és Tb176-r primerekkel végeztuk el az amplifikéaciot és
szekvenalast, a korabban leirtaknak megfelelden. Igy, egy 365-bp
terméket allitottunk el6 és szekvenaltunk meg ugyanezekkel a
primerekkel. Az amplifikdciét Perkin-Elmer 480 programozhato
héblokkban végeztik (2).

Az Inno-LiPA Rif.TB kittel (Innogenetics N.V., Ghent, Belgium),
a gyartd utasitasainak megfeleléen (Innogenetics N.V., Ghent,
Belgium) egy biotinnal jelélt 256 bp rpop gén fragmentumot is
eléallitottunk a hovel eldlt mintdkbdl. A biotinnal jeldlt PCR



terméket, a denaturalast kovetéen, 10 specifikus oligonukleotid
prébaval hibridizaltuk (19-23 béazis hosszt). A hibridizalt PCR
produktumok detektalasat kovetéen a LiPA vizsgalat eredményeit az
irodalomban mar korabban publikalt modon értekeltik (2).

3.3. Magyarorszagi rezisztens Mycobacterium tuberculosis
torzsek molekularis epidemiolégiaja

Torzsek

A 68 tdrzs Magyarorszag kilonbozé teruleteirsl szarmazott és az
Orszagos Koranyi TBC és Pulmonoldgiai Intézetben hatéroztak meg a
rezisztenciaspektrumukat. Mind a 68 rezisztens M. tuberculosis
torzset 2003-2004-ben izolaltdk. Ez a 68 torzs a 2003-2004 években
Magyarorszagon izolalt rezisztens torzsek 44,2%-at jelentette. A
vizsgalt betegek hagyomanyos epidemiologiai adatait a Nemzeti
Tuberkul6zis Surveillance Kézpont adatbazisabdl nyertik. Mind a 68
izoladtum INH, RMP, EMB és SM szembeni érzékenységét a
Canetti altal leirt proporciés modszerrel hataroztuk meg LJ taptalajon

@).
Spoligotipizalas

A mycobacterialis DNS Kkinyerését és a spoligotipizalast, a
kereskedelmi forgalomban kaphato teszttel (Isogen Bioscience BV,
Maarssen, The Netherlands) végeztik el, a gyartdé utmutatasa alapjan.
A spoligotipizalassal kapott eredményeinket a nemzetkdzi SpolDB4
Accses-alapu (Microsoft) informacios rendszerrel értékeltik ki (3).



Az 1S6110 restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
fingerprint

Az 1S6110 (RFLP) ujjlenyomat vizsgalatot a korabban mar
publikalt standardizalt protokoll alapjan végeztik el. Az 1IS6110 RFLP
ujjlenyomat mintéazatait a Bionumerics software version 3.0 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) programmal értékeltik ki. Az
azonos 1S6110 RFLP mintazatot addé M. tuberculosis torzseket
(azonos helyen 1évé [tolerancia 1.3%] és azonos szamu 1S6110-es
sav) G.n. cluster-ként definiadltuk. A cluster-be sorolt és a cluster-be
nem sorolhaté betegek demogréfiai, jarvanyligyi és rezisztencia adatai
koézott fennallé killonbségek igazolaséra a chi-négyzet (x9)- és a
Mann- Whitney U probat alkalmaztuk. A p<0.05 értéket tekintettiik
szignifikansnak. A torzsek rokonsagi fokanak &brazolasara a DICE
egyutthatdo és az UPGMA moddszer alkalmazasaval készitett
dendrogramot alkalmaztuk (3).

3.4. Uj Mycobacterium tuberculosis térzs azonositasa
budapesti hajléktalanokban

Torzsek

A hagyomanyos epidemioldgiai adatokat a Nemzeti Tuberkulo6zis
Surveillance Rendszerbol nyertik. Osszesen 66 M. tuberculosis
torzset vizsgaltunk meg, amelyek 2002-ben, az Orszagos Koranyi
Thc- és Pulmonoldgiai Intézetben Ujonnan diagnosztizalt 66
pulmonélis thc-ben szenvedé hajléktalantol szarmaztak. A 66 eset a
2002-ben regisztralt budapesti hajléktalan thc-s betegek 47,1%-at
reprezentalta. Minden torzset M. tuberculosis komplex szinten az
AccuProbe identifikdlo teszttel (Gen-Probe Inc., San Diego,
California) és klasszikus biokémiai reakciokkal identifikaltuk (4).



Spoligotipizélas

A mycobacteridlis DNS kinyerését és a spoligotipizalast
kereskedelmi forgalomban kaphat6 teszttel (Isogen Bioscience BV,
Maarssen, The Netherlands) végeztik a gyarté Utmutatdsa alapjan.
Spoligotipizalasi eredményeinket a nemzetkézi SpolDB4 Microsoft
Access alapu informéacids rendszerrel értékeltik ki (4).

Az 1S6110 restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
fingerprint

Az 1S6110 RFLP ujjlenyomat-vizsgalatot a korabban mar publikalt
standardizalt protokoll alapjan veégeztik el. Az 1S6110-RFLP
ujjlenyomat mintézatait a Bionumerics software version 3.0 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) programmal értékeltiik ki. Az
azonos 1S6110-RFLP-mintdzatot ad6 M. tuberculosis torzseket
(azonos helyen lévé [tolerancia 1.3%], és azonos szamu 1S6110-es
sav) ugynevezett cluster-ként definialtuk (4).

A Mycobacterial Interspred Repetitive Units (MIRU) tipizalas

A MIRU tipizalast a szakirodalomban mar korabban leirtak alapjan
vegeztik el. A MIRU egy PCR alapu tipizal6 modszer, amelynek
segitségével meghatarozhatd a M. tuberculosis 12 fliggetlen,
polimorfizmust mutaté locus-ban (MIRU-K) talalhaté tandem
ismétlodéseinek szama. A MIRU tipust ennek megfeleléen egy 12
jegyi kod adja, amely az egy-egy locus-ban jelen lévé tandem
ismétlédések szadmét mutatja (4).

A katG-gyrA polimorfizmus vizsgalat

A M. tuberculosis torzsek besoroldsat katG-gyrA polimorfizmus
alapjan a Sreevatsan és munkatarsai altal leirt csoportositas szerint
vegeztik el. A vizsgalatot az Applied Biosystem 7000 Real Time PCR
rendszerrel (Roche Applied Science, Mannheim, Germany) végeztik
el (4).



4. Eredmények

4.1. ABacTec MGIT 960, a BacTec 12B és a Lowenstein-
Jensen tenyésztési modszerek 6sszehasonlitasa

Osszesen 57 (15,1%) tenyészet volt Mycobacterium névekedés
pozitiv, melybél 14 (24,6%) volt ZN szerint megfestve
mikroszkoposan is pozitiv és 43 (75,4%) mikroszkoposan negativ. A
tenyészetekbdl 3 species-t, M. tuberculosis (n=55), M. avium complex
(n=1) és M. xenopi (n=1) azonositottunk. Az egyes taptalaj tipusok
érzékenysegere, a kovetkezé chi négyzet teszt eredményeket kaptuk:
BacTec MGIT 960 versus LJ taptalaj: p<0,05 (szignifikans),. BacTec
12B versus LJ téptalaj: p<0,05 (szignifikans) és BacTec MGIT
960 versus BacTec 12B: P>0,05 (nem szignifikdns). Az &tlagos
tenyesztesi idok kozotti kulonbsegeket a mycobacteriumokra és a
M. tuberculosis-ra vonatkoztatva a Newman-Keuls teszttel vizsgaltuk.
A kapott eredmények: BacTec MGIT 960 versus LJ taptalaj: p<0,001
(szignifikans), BacTec 12B versus LJ taptalaj: p<0,001 (szignifikans)
és BacTec MGIT 960 versus BacTec 12B: P>0,001 (nem
szignifikans) (1).

4.2. Az rpop gén mutacidé-analizise PCR-alapu DNS
reverzhibridizécioval és szekvenalassal

A Kelet-magyarorszagi izolatumokban 11 (37,95%) esetben a
kevésbé gyakori D516V mutacio volt kimutathatd. Kilenc
izolatumban (31,05%) az S531L mutéciét, mig kettében (6,95%) a
H526D mutaciot mutattuk ki. Ezeket a mutaciokat a LiPA teszttel is
észlelni tudtuk. A 29 RMP rezisztens izolatumbol csupéan két (6,95%)
olyan torzs volt, amely csak RMP-re mutatott rezisztenciat.
Huszonhat (89,7%) trzs a RMP rezisztencia mellett INH-ra is, 18
(62,1%) EMB-ra is, és 9 (31,0%) SM-re is rezisztens volt.
A vizsgalt 29 torzsbol dsszesen 20 olyan izolatum volt (70,0%),



amely legalabb harom elsévonalbeli szerre rezisztens volt. A DNS
szekvenalds soran egy eddig nem kozolt kettés mutaciot (S509T-
D516V), valamint egy delécidt (522-525 delécid) is Kimutattunk.
Ebben a ket esetben a LiPA nem mutatta ki a mutdcié pontos tipusat,
ugyanakkor jelezte a genetikai eltérés jelenlétét. A LiPA teszt két
tovabbi torzs esetében sem azonositotta a ritka mutacio-tipusok ket
fajtajat Q513K és Q513P. Raadasul a teszt al-rezisztens eredményt

“ sz

kapcsolatban (R529R) (2).

4.3. Magyarorszagi rezisztens Mycobacterium tuberculosis
torzsek molekularis epidemiolégiaja

A DICE egyitthaté és az UPGMA modszer eredmenyei szerint 35
izolatum  (45,6%) mutatott egyedi 1S6110 RFLP-fingerprint
mintézatot, tovabba 37 izolatum (54,4%) 1S6110 RFLP-fingerprint-
vagy spolygotiping mintazata azonos volt legalabb egy masik
izolatuméval és ezek 12 kilénbdzé cluster-be voltak sorolhatéak. A
legnagyobb cluster- be 11 torzs (16,2%), a 4 kisebb, egyenként 3 tagu
cluster-be 12 torzs (17,6%) és a 7, egyenként 2 tagu cluster-be 14
torzs (20,6%) volt sorolhatd. A spoligotipizalassal kapott mintazatok
vizsgalataval megallapithatd, hogy 45 torzs (66,2%) a Haarlem és
2 torzs a Kelet-Afrikai - Indiai (EAI) genotipushoz tartozott.
Tovabba, 21 toérzs (30,9%) nem volt besorolhatd egyetlen nagyobb
genotipusba sem. Nem vart, és egyben fontos eredmény, hogy a
vizsgalt torzsek egyike sem tartozott a Beijing genotipusba. A 68
rezisztens M. tuberculosis-sal fertézott HIV-negativ  beteg
demogréfiai-, szocialis- és Kklinikai adatainak, valamint a
rizikotényezok elemzese, semmilyen statisztikailag szignifikans
Osszefliggést nem mutatott a cluster-be sorolt és cluster-be nem
sorolhaté betegek kozott. Figyelemre méltd, hogy 21 MDR
M. tuberculosis torzset be lehetett sorolni valamelyik cluster-be.
A cluster-be sorolhaté és a nem besorolhatd térzsek rezisztencia-



viszonyai  statisztikailag szignifikans eltérést mutattak SM
monorezisztencia és az MDR M. tuberculosis esetében. Tovabba,
szamos cluster esetében az 1S6110 RFLP-fingerprint és a rezisztencia-
viszonyok kdzott szoros 0sszefliggés volt megfigyelheté (3).

4.4, Uj Mycobacterium tuberculosis térzs azonositasa
budapesti hajléktalanokban

Spoligotipizélas

A vizsgalt populaciét (61 ferfi: 92,4% és 5 né: 7,6%) HIV-
negativ, Magyarorszagon sziletett egyének alkottak. A betegek
atlagéletkora 47,8 év (férfiak: 48,2 év; noék: 44,4 év), mig az
életkortartomany 31 és 73 ev kozott volt. A spoligotipus-mintazatokat
a nemzetkdzi SpolDB4 adatbazisban talalhat6 mintazatokkal vetettiik
Ossze. A vizsgalt torzsek 78%-at, azaz 51 tOrzset 7 darab, azonos
spoligotipust mutaté csoportba tudtuk besorolni (ST = shared type;
ST50 [n=17] ST1773 [n=12], ST53 [n=8], ST52 [n=6], ST49 [n=4],
ST62 [n=3], ST1771 [n=3]) és 15 torzs egyedi spoligotipus-képet
mutatott, azaz nem volt csoportba sorolhatd. Egy torzs sem tartozott a
vilagszerte elterjedt Beijing- tipusba. Vizsgélataink mindemellett azt
is igazoltak, hogy a 7 azonos spoligotipusi csoport egyikébe, az
ST1773 jelzésii csoportba tartoz6 torzsek olyan jellegzetesen egyedi
spoligotipus-mintazattal rendelkeznek, ami egy geospecifikus,
helyileg kifejlodott és szelektalddott torzs jelenlétét feltételezte. A
SpolDB4 adatbéazissal ©sszevetve azt taldltuk, hogy a torzsek
mintazata csak egy spacer kulonbseget mutat az ST370 jelzési
torzscsoportba tartozd0 5 torzshoz képest, amelyeket Ausztridban,
Svédorszagban, Esztorszagban és az USA-ban izolaltak, valamint
kozeli rokonsagot mutat az ST65 jelzést torzscsoporttal, amelyet
elészOr Ausztridban irtak le, és potencialis 6se lehet a budapesti
ST1773 torzscsoportnak (4).



Az 1S6110 restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)
fingerprint

Az 1S6110-RFLP-ujjlenyomat alapjan 47 izolatum (71,2%)
Osszesen 11, egyenként azonos DNS-ujjlenyomatot mutato
torzscsoportba volt sorolhatd. Az ST1773 spoligotipus-csoportba
tartozé 12 torzs kozul 11 az RFLP-fingerprint szerint is azonos
torzscsoportba (11. térzscsoport) tartozott. A 12. térzs egyedi 1S6110
DNS-ujjlenyomatkepet mutatott, amely azonban érdekes modon csak
egy 1S6110 sav eltérést mutatott a masik 11 térzshoz képest (4).

A Mycobacterial Interspred Repetitive Units (MIRU) tipizalas

A helyi eredet tovabbi bizonyitasa érdekében a 12 tdrzson
(ST1773) elvégeztik az u.n. MIRU-genotipizalast is, amely mind a
spoligotipizaldshoz, mind az 1S6110 DNS-ujjlenyomat vizsgalathoz
képest érzékenyebb, ezért alkalmas a genom finom eltérésinek
kimutatéasara. gy, ez a modszer kiilénbséget tud tenni két torzs kozott,
amennyiben azok valoban eltéré genotipustak. A vizsgalt 12 torzs
esetében a kapott MIRU-mintazat (224325143322) azonos volt (4).

A katG-gyrA polimorfizmus vizsgélat

A katG 463-as és gyrA 95-0s codon-polimorfizmus-vizsgalattal
megallapitottuk, hogy mind a 12 tdrzs a Sreevatsan-féle, ugynevezett
2- es principalis genetikai csoportba tartozik, ami arra utal, hogy ez a
klon az M. tuberculosis filogenetikai torzsfajanak alsébb, azaz 6sibb
részén helyezkedik el (4).



5. Kovetkeztetések

5.1. ABacTec MGIT 960, a BacTec 12B és a Léwenstein-
Jensen tenyésztési modszerek 6sszehasonlitasa

Vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a fél-automata BacTec 12B
(BacTec 460 leolvasé rendszerrel) és az automata BacTec MGIT 960
folyékony alapl tenyésztési mddszerekkel (Becton-Dickinson
Diagnostic Instrument Systems, Sparks, Md., U.S.A.) a tenyesztési
id6 majdnem a felére csokkenthet6 a LJ taptalajéhoz képest, valamint
a szenzitivitasuk is lényegesen magasabb. A nemzetkozileg is
elfogadott "gold-standard" (1 db folyékony + 2 db szilard taptalaj)
alkalmazasa esetén a tenyésztés szenzitivitisa még tovabb is
novelhet6. A BacTec 12B rendszerrel ellentétben BacTec MGIT 960
modszer nem radiometrids, nincs szikség injekcids tikre a minta
leoltasdhoz, ezéltal kevéshbé balesetveszélyes is. A BacTec MGIT 960
a teljes automatizaltsdg miatt kevesebb laboratoriumi munkat igényel.
Mivel a BacTec MGIT 960 kapacitasa jelentésen nagyobb, mint a
hasonléan automatizalt ESP Il vagy MB/BacT rendszereké, ezért
hasznélata jelentésen megkonnyiti és felgyorsitia a napi
munkamenetet azon laboratériumok szamara, ahol kiiléndsen magas a
naponta tenyésztésre érkez6é mintdk szdma. Ezért, indokoltnak tartjuk
a folyékony alapu tenyésztési modszerek széles kort alkalmazasat
Magyarorszagon (1, 5).

5.2. Az rpof gén mutécio-analizise PCR-alapu DNS
reverzhibridizécioval és szekvenélassal

Ahhoz, hogy egy tuberkul6zis bakteriumtorzs gyogyszer-
érzékenységerél a hagyomanyos, G.n. "gold standard” tenyésztéses
modszerekkel informaciohoz jussunk, hosszt id6, akar tobb hdénap is
szlikséges lehet. Ez az id6 a korszerti, molekularbiologiai modszerek
alkalmazasaval néhany hétre, napra, esetleg O&rara roviditheto.



Ily médon megel6zhet6 az Gjabb rezisztens baktériumok kialakulasa
és a kulonésen veszélyes MDR/XDR M. tuberculosis tdrzsek
terjedése. A mar kialakult MDR esetek gyors azonositasaban, az
ebben a helyzetben adhaté hatdsos gyogyszer-kombinaciod
kivalasztasaban a molekularis bioldgiai mddszereknek ugyancsak
meghataroz6 szerepik van. Ennek ellenére szilkkség van az RMP
rezisztencia in vitro megéallapitidsara is, valamint a diszkrepans
eredmények esetében pedig a DNS szekvenalasra is. Ugyanis,
eredményeink alapjan megallapithatd, hogy az olyan foldrajzi
tertileteken, mint amilyen Kelet-Magyarorszag is, ahol az rpop gén
gyakorinak tartott mutacioi ritkdbban fordulnak el6, vagy
ellenkezdleg, az Uj mutécid tipusok nagyobb aranyban vannak jelen, a
LIPA teszt eredményének értékelése bonyolultabb és komoly
kordltekintést igényel. Ilyen terlleteken elengedhetetlen a mutacio
pontos tipusanak (és a kovetkezményes aminosav cserének) DNS
szekvenalassal val6 azonositasa. Vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a
kelet-magyarorszagi RMP-rezisztens M. tuberculosis  torzsek
mutacioinak gyakorisaga kilonbozik az egyéb foldrajzi teriiletekrdl
szarmazo torzsek mutacidinak gyakorisagatol (2).

A fentiek mellett a molekularis rezisztencia vizsgalat fontos
epidemioldgiai informacidkat is hordozhat. Az altalunk vizsgalt
harom megyében ugyanis olyan, egyéb foldrajzi terlleteken igen
ritkan eléforduld vagy maés betegcsoportban kordbban még nem
észlelt RMP mutéciok fordultak elé nagyobb gyakorisaggal, ami azt
jelzi, hogy a RMP illetve MDR rezisztencia kialakulasa nem a
transzmisszio, azaz rezisztens beteg okozta atfert6zés eredménye,
hanem a megbetegedések a nem megfelelé kezelés vagy nem
megfelel6é gyogyszerszedes eredményekepp jelentkez6 helyi szelekcio
eredmenye (2).



5.3. Magyarorszagi rezisztens Mycobacterium tuberculosis
torzsek molekularis epidemiolégiaja

Magyarorszagon ez az els6 olyan molekularis epidemioldgiai
vizsgalat, amely betekintést nyujt a rezisztens M. tuberculosis
torzsek genetikai  polimorfizmusdba és azok transzmisszios
dinamikajaba. Eredményeink azt mutatjak, hogy a vizsgalat térzsek
diverzitdsa forditottan aranyos az incidencidval. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a jelenleg rendelkezésre alld, hagyomanyos
epidemioldgiai modszerekkel nyert adatok alapjan, a rezisztens
M. tuberculosis torzsek altal okozott megbetegedések szaméat a
valésagosnal alacsonyabbnak becsulték meg. Ezt alatamasztjak a
magyarorszagi adatok is, miszerint a bakterioldgiailag igazolt esetek
ardnya nem éri el az 50%-ot, tovabbd a szlikséges rezisztencia-
vizsgalatokat csak az esetek 76%-ban végezték el 2009-ben (3, 5).

A cluster-be sorolhaté torzsek magas arénya, valamint az Uj
fert6zottek magas aranya (81,1%) a cluster-be soroltak kozott arra
enged kdvetkeztetni, hogy a rezisztens M. tuberkulézis esetek jelent6s
hanyada a jelenben is zajlé transzmisszio eredménye. Az a tény, hogy
a rezisztens tuberkul6zis esetek jelent6s hanyada a jelenben is zajlo
transzmisszié eredménye, arra utal, hogy Magyarorszagon nem
mikodik megfelelé hatékonysaggal a rezisztens tuberkulozis esetek
monitorozasa és kontrollja (3).

5.4. Uj Mycobacterium tuberculosis torzs azonositasa
budapesti hajléktalanokban

Budapesten a tuberkuldzis terjedésében a két legfontosabb
rizikotényez6 a hajléktalansag és az alkoholizmus. A hajléktalanok
esetében, ritka kivételtol eltekintve, az alkoholizmus is jelen van.
Vizsgalataink sordn megallapitast nyert, hogy a vizsgalt budapesti
tbc-s hajlektalonok esetében a transzmisszios gyakorisdg nagyon
magas (71,2%). Igy, a hajléktalanok kivalé kozeget jelentenek az



egyes M. tuberculosis klonok gyors elterjedéséhez. Eredményink
olyan alapot jelentenek, amely a jovében lehetévé és hatékonyabba
teszi a kulonbdzo rizikocsoportokon belll (pl. hajléktalanok) a
transzmisszio dinamikajanak monitorozéasat és a transzmisszids utak
feltarasat. Eredményeink arra is felhivjdk a figyelmet, hogy a
hajléktalanok kozott a tuberkuldzis kontrolljara nagyobb figyelmet
kell forditani, és hogy a megel6zés teriletén az eddigieknél
komolyabb Iépésekre van sziikség.
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