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1. BEVEZETES
1.1. A Bacteroides genus

A Bacteroides fajok a legjelentésebb humdn anaerob patogének izoldldsi
gyakorisdgukat tekintve, és egyszersmind a normél huméan bélfléra legabunddnsabb (10"
sejt/g széklet) és ott hasznos aktivitdst kifejtd fajai. Nem mozgd, spérit nem képzo,
epetlir6, Gram-negativ, pdlca alaki baktériumok. Az emberi szervezet mér nagyon korai
szakaszban taldlkozik veliik, hiivelyi sziiléskor az jsziilott az anyatdl kapja meg ezeket
a baktériumokat [Simon and Gorbach, 1984; Reid, 2004]. Kutatdsok bizonyitottdk, a
bacteroidesek szdmos hasznos tulajdonsdggal rendelkeznek a humdn szervezet szdmara:
szerepiik van a szénhidrdt fermentdcidban, a rovid szénldncd zsirsavak eldallitdsdban
(mds mikroorganizmusokkal egyiittmiikodve), igy hozzdjarulnak a gazdaszervezet napi
energia és tdpanyag sziikségletének biztositdsdhoz [Xu and Gordon, 2003]. Legtjabb
metagenomikai kutatdsok szerint csokkent jelenlétiik kiilonb6z6 hétrdnyos élettani
folyamatokat eredményezhet, mint példdul elhizds vagy akar gyulladdsos folyamatok
megjelenése [Wu et al., 2004; Ley et al., 2005; 2006] a gazdaszervezetben.

Normal élettani koriilmények kozott a humdn bélfléra tagjai, azonban opportunista
patogén mikroorganizmusok. Egészséges egyének ritkdn fert6zddnek; a fert6zés oka
altaldban egy mdr létezd alapbetegség, vagy valamilyen intraabdomindlis sebészeti
eljards sordan kikeriilhetnek a gastrointestinalis traktusbdl és opportunista patogénként
komoly mellkasi, agyi, viscerdlis szerveket érint6 fert6zéseket okozhatnak.

Habdr, mindossze a 0,5%-dt képviselik a székletben el6fordulé baktérium
populdciénak, a B. fragilis csoport torzsei a leggyakrabban izoldlt fajok anaerob
fert6zésekben. Gyakorlatilag az emberi test barmely fert6zott részébdl izoldlhatok
Bacteroides fajok [Finegold, 1995]. Okozhatnak stilyos hasiiregi fertzéseket, miitét utani
fert6zéseket, boér és lagyrész fert6zéseket (akdar mds anaerob vagy aerob
mikroorganizmusokkal egyiitt), illetve bacteraemia kérokozd6i is lehetnek.

A Bacteroides fragilis a legvirulensebb Bacteroides fajnak tekinthets. A
leggyakrabban izoldlt intestinalis kérokozd; és a Bacteroides genus tagjai dltal okozott

fert6zések mintegy 80 %-&ért felel6s. A B. fragilis szdmos anaerob infekciéban



megtaldlhatd, a haldlozdsi ardny az dltala okozott bacteraemidk esetében kozel 19%.
Megtelel6 kezelés nélkiil ez az ardny eléri a 60%-ot [Goldstein, 1996].

1898-ban Veillon és Zuber volt az elsd, aki leirta B. fragilis-t, mint Bacillus fragilis
[Veillon és Zuber, 1898]. Az azéta eltelt id6ben a Bacteroides csoport tobb taxondmiai
véltozdson esett at. Jelenleg tobb mint 20 Bacteroides és 5 Parabacteroides tajt ismeriink

[Wexler, 2007].

1.2. A bacteroidesek antibiotikum rezisztencia mechanizmusai

A Bacteroides torzsek korében el6fordulé antibiotikum rezisztencia 3 {6

csoportba sorolhato:

1)  valddi, eredend6  rezisztencia (aminoglycosidok, elsé és madsodik
generdcids quinolonok, elsé és masodik generdcids cephalosporinok)

2)  megnovekedett rezisztencia (fB-laktdm antibiotikumok, mint példdul
penicillin, ampicillin, illetve erythromycin, tetracycline, clindamycin)

3)  kis mértékii rezisztencia (terapiaban javasolt antibiotikumok) (B-laktdm/ f3-
laktamdz gatld kombindcidk, carbapenemek, metronidazol, egyes harmadik

¢s negyedik generacids quinolonok)

A kiilonboz6 antibiotikum csalddokra nézve a bacteroidesek eltér6 mértéki
rezisztencidval rendelkeznek. A bacteroidesek korébe tartozd torzseknél az
aminoglycosidokkal és a fluoroquinolokkal szemben eredend$ rezisztencia figyelhet6
meg, hasonléképpen az elsd és mdsodik generdcids quinolonokhoz (tulajdonképpen a 3.
és 4. generdciés quinolonok az anaerob infekcidkat okoz6 kérokozdk ellen lettek
kifejlesztve; a rezisztencia veliik szemben az elmilt néhdny évben kezdett megjelenni)
[Sutter and Finegold, 1976; Rasmussen ef al., 1993].

Bizonyos antibiotikumok esetében (ilyenek példdul a f-laktam antibiotikumok kdoziil
a penicillin és ampicillin, illetve az erythromycin, tetracycline és clindamycin is) a térzsek
érzékenysége folyamatosan csokken, emiatt ezek a szerek terdpidsan csak az izoldtum
el6z6leg elvégzett antibiotikum érzékenységi profilja alapjan javasolhatok [Rasmussen et

al., 1993; Nagy et al., 2011].



A carbapenemek (imipenem, meropenem), [3-laktdm/ B-laktamdz gdtlé kombindciok
(amoxicillin/klavulansav, piperacillin/tazobaktdm), az 1jabb fluoroquinolonok
(moxifloxacin, trovafloxacin, gemifloxacin) és a metronidazol azok a szerek, amelyek
manapsag is tobbségében biztonsaggal alkalmazhatok a B. fragilis csoportba tartozo
torzsek hatasos kezelésében [Wadsworth-KTL 6t edition, 2002; Lofmark et al., 2010;
Nagy et al., 2011].

Az egyes baktérium torzsek rezisztencia értékei az adott torzs foldrajzi
elhelyezkedésének fiiggvényében varidlnak [Nagy et al.,, 2011]. A jelenleg igen magas
rezisztenciaértékek kialakuldsa az antibiotikumok széleskorii, és nem minden esetben
indokolt hasznélatdra vezethetk vissza [Rasmussen et al., 1993; Edwards, 1997; Wexler,
2007]. Ezen feliil, napjainkban egyre tobb helyen jelennek meg multi-rezisztens
Bacteroides klinikai izolatumokrol sz0lo beszamolok [Rotimi et al., 1999; Wareham et

al., 2005; Hartmeyer et al., 2012].

1.3. Antibiotikum érzékenység meghatdrozasa anaerob baktériumok esetében

Az anaerob infekcidkat kezelése dltaldban empirikus médon, a kozétett felmérések
adatai alapjan torténik. Az indikdciok az antibiotikum érzékenységi vizsgilat elvégzésére
a kovetkezok: 1) néhdny, a test specifikus helyén felbukkané fert6zés, melyeknél
megfontolandé az érzékenységi vizsgdlat elvégzése (endocarditis, osteomyelitis,
kozponti idegrendszert érintd fert6zés, makacs vagy visszatér§ bacteraemia, csont
fert6zés, protézis fert6zése, illetve steril testtdjrdl izoldlt organizmus); 2) infekcidk,
melyek nem javulnak az empirikus terdpia hatdsdra vagy infekcidk, melyek hosszi
kezelési id6t vesznek igénybe; 3) antibiotikum érzékenységi mintdzatok meghatdrozasa
adott kérhdzban vagy egy bizonyos foldrajzi teriileten, vdlogatott anaerob baktériumok
egy csoportjan keresztiil végzett vizsgédlatok dltal; 4) djonnan fejlesztett antibiotikumok
hatékonysaganak kiértékelése érdekében [Wadsworth-KTL, 2002].

A Kklinikai izolatumok antibiotikum rezisztencia mintazatai fontos befolyassal
birhatnak a klinikai kimenetel szempontjabol.

Napjainkban a European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) célul tiizte ki, hogy kialakitson egy rendszert, mely alkalmassa teszi a korong

diffuzids mddszert az anaerob baktériumok antimikrobidlis érzékenységi vizsgalatainak
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hasznalatara ¢s a rezisztens anaerob torzsek elkiilonitésére [http://www.eucast.org/].

A metronidazollal ¢és vancomycinnel szemben folyamatosan csokkend
érzékenységll fontos patogén, a Clostrdium difficile miatt is egyre siirgetobbé valik egy
gyors és egyszerl érzékenységi vizsgalat kidolgozasa. Az EUCAST moddszerei alapjan, a
korong diffuziéos modszer kidolgozasat C. difficile antibiotikum érzékenységének
meghatarozasara Erikstrup és munkatarsai kezdték meg 2012-ben [Erikstrup et al., 2012].
Kivalo korrelaciot talaltak a gatlasi zona atmérdk (korong diffuzids modszer) és a MIC
értékek (E-teszt) kozott. Korong diffuzidos modszer segitségével lehetdségiik nyilt a vad
tipusu (érzékeny), a rezisztens és a csokkent érzékenységt C. difficile torzsek egymastol
torténd elkiilonitésére metronidazol és vancomycin esetében. Ezen tul azonban sziikség
van tovabbi vizsgalatok elvégzésére a modszer alkalmazasanak kiterjesztése érdekében a

relative gyorsan nové anaerobok esetében is.

2. CELKITUZESEK

. Kiértékelni az EUCAST korong difftiziés mddszert nagyszdmu
Bacteroides izolatumon végzett, kiilonbozs, anaerob infekcidk kezelésében
haszndlt antibiotikumok segitségével a korong diffiiziés médszerrel kapott
gétlasi zéna atmérdk, illetve E-teszttel vagy agar higitdssal kapott MIC

értékek Osszevetésével.

. Meghatdrozni a klinikailag igen fontos jelent6séggel bird cfiA és nim gének
gyakorisdgdt egy 640 izoldtumbdl 4ll6, 11 kiilonbozd eurdpai orszagbdl
szdrmaz6 torzsgylijtemény tagjai kozott, a legnagyobb lehetséges
mértékben. Ezen feliil az enterontoxin termelésért felels bft gén kimutatdsa
a vizsgalt mintdkban, valamint a detektdlt bft gének tipizdldsa. Emellett a

bft és cfiA gének egyiittes el6forduldsdnak kimutatdsa.

. A kordbban vizsgdlt 640 izolitum egy 161 torzset magdba foglalé
részhalmazdban vizsgdlni tovdbbi klinikailag fontos antibiotikum

rezisztencia gének el6forduldsat.

. Tanulmdnyozni a kimutatott rezisztencia gének, és az dltaluk kivaltott



antibiotikum rezisztencia k6zotti kapcsolatot, mind a B. fragilis mind pedig

a non-fragilis Bacteroides (NFB) torzsek kozott.

. Vizsgdlni egy Romdnidbdl szdrmazé (mely orszdg nem vett részt a
legutébbi nagy eurdpai antibiotikum érzékenységi felmérésben), B. fragilis
csoport tagjait magdban foglalé torzsgylijtemény tagjai korében az

antibiotikum rezisztencia szinteket és a rezisztencia gének el6forduldsit.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Baktérium torzsek és tenyésztésiik

A disszertdcidban leirt 640, Bacteroides és Parabacteroides nemzetségbe tartozo
izoldtum, egy nagy, 13 orszdgot magdba foglald, antibiotikum rezisztencia felméréshez
haszndlt torzsgy(ijtemény tagjai koziil keriilt kivdlasztasra [Nagy et al., 2011]. A torzsek
a felhaszndldsukig -80 °C-on, a Klinikai Mikrobiol6giai Diagnosztikai Intézetben,
Szegeden voltak tdrolva. Emellett vizsgaltunk 53 B. fragilis csoportba tartozé klinikai
izolatumot (36 B. fragilis, 7 B. thetaiotaomicron, 7 B. ovatus és 3 B. vulgatus), melyeket
a 2010 és 2013 kozotti idészakban izoldlt a romdniai Targu-Mures Megyei Kérhdz
Siirg6sségi Osztdlya. Romdnia nem vett részt a fent emlitett eurdpai antibiotikum
érzékenységi felmérésben.

Az 0Osszes izoldtum 15% glicerinnel kiegészitett BHI (Brain Heart Infusion)
tapfolyadékban 80°C-on keriilt tdroldsra. A vizsgélatainkra valé tenyésztésiik haeminnel
(0.005 g/1) ¢és Kl-vitaminnal (0.01 g/l) kiegészitett Brucella véres agaron (Becton
Dickinson, Heidelberg, Germany) tortént anaerob koriilmények kozott, tenyésztd

kamréaban (Concept 400; Ruskinn Technology Ltd., Bridgend, UK), 37 °C-on.

3.2. A korong diffiiziés médszer kiértékelése antibiotikum rezisztencia meghatdrozdsdra

Bacteroides torzseknél

A korong diffiziés vizsgdlatban felhaszndlt torzsek 24 6rds tenyészetébodl 1
McFarland siiriségli oldatot készitettiink fizioldgids sdéoldatban. Kilenc antibiotikum

esetében vizsgaltuk a MIC értékek és a korong difftiziés vizsgdlatokkal kapott gatldsi



z6na atmérdk osszehasonlithatésdgat. A korong diffizids teszteket haeminnel (0.005 g/1)
és Kl-vitaminnal (0.01 g/l) kiegészitett Brucella véres agaron (Becton Dickinson,
Heidelberg, Germany) végeztik el, anaerob koriilmények kozott, 37 °C-on. Az
antibiotikum korongok a kovetkezOk voltak: az amoxicillin/klavuldnsav (20/10
g/korong), piperacillin/tazobaktdm (30/6 g/ korong), cefoxitin (30 g/korong)
imipenem/cilasztatin (10 g/korong), meropenem (10 g/korong), clindamycin (10
g/korong), tigecyclin (15 g/korong), metronidazol (5 g/korong), moxifloxacin (5
g/korong). A korongok a BioRad (Marnesla-Coquette, Franciaorszdg) cégt6l szarmaztak,
kivéve a metronidazolt és a clindamycint, amelyeket az Oxoid (Basingstoke, Egyesiilt

Kirdlysag) cégtdl vasaroltuk.

3.3. Antibiotikum rezisztencidért és enterotoxin termelésért felelds gének kimutatdsa

Real-Time PCR (RT-PCR) mdédszerrel

Az agar lemezen 24 6rdig anaerob koriilmények kozott inkubalt torzsekbdl 1 telepnyi
bakteridlis sejtet szuszpenddltunk 100 ul desztilldlt vizbe, 1,5 ml-es Eppendorf-csovekbe,
majd inkubéltuk 100 ° C-on 10 percig. A centrifugdlt (2 perc, 14000 rpm) szuszpenzid
feliilisz6jat haszndltuk templdt DNS-ként. Amennyiben nem azonnal tortént meg a
felhaszndlds, a csoveket -20 °C-on tdroltuk. A felhasznalt primerek szekvencidit a Primer3
programmal (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) terveztiik, vagy irodalmilag leirtak voltak.
Mindegyik reakcidelegy tartalmazott 5 ul 2x PCR "Mastermix"-et (iQ, Bio-Rad vagy
Brilliant II, Stratagene), 0,7 uM-t (35 pmol) az egyes primerekbdl, 1 pl templat DNS-t,
0,5 ul EvaGreen (Biotium) DNS-kot6 fluoreszcens festéket (az iQ "Mastermix"-hez)
steril vizben 10 ul végs6 térfogatra kiegészitve miianyag PCR-lemezen. A RT-PCR
vizsgdlatokat a MxPro3000 (Stratagene, USA) vagy StepOne (Life-Technologies) Real-
Time PCR eszkozokkel végeztiik. Az amplifikdcids és az olvaddsi gorbéket (,,melting
curve”) a SYBRGreen és EVAGreen fluoreszcens festékeknek megfeleld, 415 nm-es
hullimhosszon vizsgéltuk. Az amplifikdcids ciklusok 10 (iQ) ill. 5 (Brilliant II) perc
kezdeti denaturdcidt tartalmaztak a ,,mastermix’-ekt6l fiiggben. A pozitiv reakciok
azonositdsa az amplifikdcios ciklus kezdete alapjdn, illetve az olvaddsi gorbe helyes
olvaddsi hdmérséklete alapjan tortént. Néhdny esetben az eredményeket 1.2%-os agaréz

gélelektroforézissel is megerdsitettiik. Nukleotid szekvendldst a tetX1 (B. fragilis BM13)
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és linA (B. fragilis TR23) gének esetében végeztiink a kordbban lefrtak szerint [Brisson-
Noel és Courvalin, 1986; Whittle er al., 2001], majd Osszehasonlitottuk a referencia
szekvencidkkal (linAn2 AF251288 és tetX! AJ311171) BLAST analizissel
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.4. Bft allélok meghatdrozdsa PCR-RFLP mddszerrel

A bft gének alléljainak tipizdlasit PCR-RFLP mddszerrel végeztik. A BTT1
(CATGTTCTAATGAAGCTGATTC) és BTT2 (ATCGCCATCTGCTGTTTCCC)
primerek segitségével a teljes bft géneket amplifikdltuk normal PCR segitségével (95 °C
10 perc 1x; 95 °C 30 mdsodperc, 62 °C 1 perc, 72 °C 1 percig, 35x). A PCR-termékeket,
agardz-gélelektroforézis utdn, HighPure PCR Cleanup Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Németorszdg) segitségével tisztitottuk, majd a tiszta termékeket Mbol
restrikcids enzimmel emésztettiik. Ezutdn agaréz gélelektroforézist, 1,5 %-os
gélkoncentracidkat alkalmazva TBE pufferben és 0,5 yg/ml ethidium bromid és 5 V/cm
fesziiltség gradiens mellett, végeztik, majd UV fénnyel tettiik lathatovd a kapott

eredményt.

3.5.1S elemek vizsgalata

A PCR templétok és a reakcié koriilményei, valamint az IS elemekkel kapcsol6d6
rezisztencia gének kimutatdsdnak mddszere megegyezett a mdr kordbban Soéki és
munkatdrsai altal 2004-ben és 2006-ban leirtakkal [Soki et al., 2004; 2006]. A PCR-
termékeket, és a teljes DNS-mintdkat elektroforetizdltuk 0,7-1,5%-os agaréz gélen TAE
(40 mM Tris-acetdt és 1 mM EDTA) vagy TBE (45 mM Tris-bordt és 1| mM EDTA)
puffer haszndlatdval, 0,5 pg/ml etidium-bromiddal. A DNS-t lathatéva tételéhez UV fényt

hasznéltunk, majd a kapott eredményeket elektronikusan taroltuk.

3.6. Plazmidok vizsgdlata

Az anaerob koriilmények kozott tenyésztett bakteridlis sejt massza feldolgozdsa a
Qiagen Plasmid Mini Preparation Kit (Qiagen, Hilden, Németorszdg) segitségével
tortént. A plazmid mintdkat (200-300 ng) elektroforetizaltuk 0,7%-os agaréz gélen, 0,5

9



pg/ml etidium-bromiddal, TAE vagy TBE pufferben 5 V/cm fesziiltség gradiens mellett.

3.7. Statisztikai kiértékelés

A kiilonboz6 gének el6forduldsi gyakorisdgat a torzsek kiilonboz6 csoportjai kozott
chi-négyzet probaval, vagy Fisher egzakt tesztet alkalmazva teszteltiik a Sigmaplot 12.0
statisztikai szoftverrel (Systat Software, Inc.). A rogzitett szignifikancia kiiszob (p) 0.5

volt.

4. EREDMENYEK

4.1. Korong diffiziés moédszer alkalmazdsa Bacteroides fajok antibiotikum

érzékenységének megdllapitdsira

A korong difftiziés vizsgdlatokba 381 B. fragilis csoportba tartozé klinikai
izolatumot teszteltiink. Referencia torzsként a B. fragilis ATCC 25285 és B.
thetaiotaomicron ATCC 29741 haszndltuk, a CLSI ajinldsdnak megfeleléen. Az
antibiotikum érzékenységek meghatdrozdsa agar higitdsos mddszerrel tortént.

Az imipenem esetében 4 rezisztens torzset taldltunk (MIC >8 pg/ml) és 2 izoldtum
mutatott csokkent érzékenységet imipenemmel szemben (MIC 4-8 ug/ml). Minden MIC
értékhez tartozd gétldsi zona dtmérgje 0 és 13 mm kozé esett, 90% pedig 8 mm-en beliil
volt. A rezisztens izoldtumokat élesen el tudtok kiiloniteni az érzékenyekt6l: a rezisztens
torzsek gatldsi zondjanak dtmérdje < 20 mm-nek adddott, mig az érzékeny izoldtumoknal
=29 mm volt.

Metronidazol esetében minddssze 2 rezisztens torzset taldltunk (az EUCAST
rezisztencia ,,breakpoint”-jait alkalmazva), 8 ug/ml-es MIC értékekkel. Egy kivételével
az Osszes érzékeny torzs gatldsi z6ndja nagyobb vagy egyenld volt mint 24 mm. Az egyes
MIC értékekhez tartozé gatldsi zondk atmérdi 0 és 14 mm kozott vdltakoztak; és 90%-uk
esetében az értékek 6 mm-en beliil maradtak.

Amoxicillin/klavulansavval sezmebn rezisztens izolatum, a MIC adatok szerint,
nem volt a vizsgdlt torzsek kozott. Azonos MIC értékekkel rendelkezé torzsek gatldsi
z6ndi kozott nagy szordst tapasztaltunk (8-14 mm), ugyanakkor a csokkent érzékenységti

torzsek (MIC 88 ug/ml) gétldsi zondi 22 vagy ennél kevesebb mm-nek adddtak, mely egy
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kis 4tfedést mutatott az amoxicillin/klavuldnsavra érzékeny izoldtumokkal.

Harom piperacillin/tazobactamra rezisztens torzs volt a vizsgélt csoportban, melyek
gdtldsi z6ndi (<16 mm) élesen elkiiloniiltek a csokkent érzékenységli és érzékeny
torzsekt6l. Ugyanakkor a csokkent érzékenységd, illetve az érzékeny populécié gatldsi
zéndinak mérete kozott taldltunk atfedést. Emiatt, a két csoport pontos elkiilonitése
érdekében, javasolt a 24 mm vagy ennél kisebb, illetve a 16 mm-nél nagyobb gatldsi
zéndval rendelkezd torzsek érzékenységének vizsgdlatdt E-teszttel megerdsiteni. Az
egyes MIC értékekhez tartozd gatldsi zondk atmér6i 0 és 17 mm kozott véltakoztak.

A torzsek clindamycin érzékenységének vizsgdlatdra 2 ug antibiotikum tartalmui
korongok helyett 10 pg-os korongokat haszndltunk, mivel el6zetes vizsgdlatok alapjan
azt tapasztaltuk, hogy igy teljesen el tudjuk kiiloniteni a rezisztens populdcidt (gatldsi
z6ndk atmér6i <13 mm). Az érzékeny torzsek gatldsi zondinak atmérdi igen széls6
értékek kozott mozogtak (14 és 42 mm), ugyanakkor dltaldnossdgban elmondhatd, hogy
a kiilonosen érzékeny torzsek (MIC =<0.125 pg/ml) jéval nagyobb zdénadtmérSkkel
rendelkeztek mint a kevésbé érzékeny izoldtumok. Az egyes MIC értékekhez tartozd
gdtlasi zondk atmérdi 0 és 23 mm kozott valtakoztak.

Cefoxitin esetében csak CLSI dltal meghatdrozott érzékenységi szintek allnak
rendelkezésre. Ennek alapjan az érzékeny torzsek gatldsi zondinak 4tmérdi 18 és 36 mm
kozé estek, a csokkent érzékenységii torzsek (MIC 32 pg/ml) esetében pedig 18 €s 27 mm
kozé, azonban ennek a csoportnak a zdéna atmér6i dtfedést mutattak az érzékeny
torzsekkel (MIC <16 ug/ml). Ugyanakkor a rezisztens populdcié (MIC >32 ug/ml) jol
elkiiloniilt az érzékeny izoldtumoktdl (gatlasi zéna atmér6k <15 mm). Az egyes MIC
értékekhez tartozd gatldsi zondk 4tmérdi 0 és 15 mm kozott valtakoztak.

A cefoxitinhez hasonléan, moxifloxacin esetében is csak CLSI dltal meghatdrozott
érzékenységi szintek dllnak rendelkezésre. Az Osszes dltalunk vizsgdlt moxifloxacinra
érzékeny torzs gatldsi zondjanak dtmérdje megegyezett vagy nagyobb volt mint 19 mm.
A kevés csokkent érzékenységli torzs gatldsi zondja 11 és 18 mm kozé esett. Minden
rezisztens izoldtum (MIC >4 pg/ml) gétldsi zondjanak dtmérgjét 11 mm-nél kisebbnek
taldltuk. Az egyes MIC értékekhez tartozé gatldsi zondk atmér6i O és 11 mm kozott
valtakoztak, 95%-uk 6 mm beliil volt.

Sem a CLSI, sem pedig az EUCAST nem édllapitott meg ez iddig rezisztencia
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,breakpoint”-okat tigecyclinre vonatkozéan, emiatt ebben az esetben a rendelkezésiinkre
allé MIC értékeket hasonlitottuk Ossze a mért gatldsi zéna atmérékkel. Az altalunk
vizsgdlt torzsek koziil mindossze 3 esetében feltételezhettiik, hogy teljesen rezisztens
lehet tigecyclinre: MIC =32 ug/ml és nem rendelkeztek mérhet6 gétlasi zondval. A <4
pg/ml-es MIC-val rendelkezd populdcié tagjai jol elkiiloniiltek a tobbi izoldtumtdl a
legaldbb 20 mm-es gétldsi zondjukkal. Az egyes MIC értékekhez tartozé gatldsi zondk
atmérGi 0 és 11 mm kozott valtakoztak, 90%-uk 6 mm beliil volt.

Meropenem esetében nem rendelkeztiink MIC értékekkel az el6z6ekben elvégzett
eurdpai antibiotikum érzékenységi felmérés éltal. A torzsek tobbségénél a gétldsi zéna
atmérgjét legaldbb 28 mm-nek taldltuk, ezdltal néhdny izoldtumot el tudunk kiiloniteni,
melyek csokkent érzékenységlinek, illetve rezisztensnek tekintheték carbapenemekkel
szemben. Ha Osszehasonlitjuk a gdtldsi zéndk 4atmérgjét imipenem és meropenem
esetében lathatd, hogy tobb izoldtum nem tartozik a vad tipust csoportba (tehdt nem teljes
mértékben érzékeny), mely detektdlhaté meropenem korongok segitségével.

Ezen eredmények alapjan javaslunk, az dltalunk vizsgdlt antibiotikumok esetében
(a cefoxitin kivételével) , kisérleti jelleggel, gatldsi z6na 4tmérdkon alapuld lehetséges
,breakpoint”-okat az antibiotikumra érzékeny B. fragilis csoportba tartozé izoldtumok

elkiilonitésére.

4.2. A cfiA és nim gének el6forduldsi gyakorisdgdnak maghatdrozdsa nagyszamu eurdpai

klinikai mintdbdl szarmazo6 Bacteroides izolatumban

A vizsgalt 640 B. fragilis csoportba tartozé izoldtum koziil 43 (6.7%) hordozta a
cfiA gént és hdrom izoldtumban (0.5%) mutattuk ki a nim gént. Mivel mind a 43 cfiA-
pozitiv torzs B. fragilis volt, igy a vizsgalt 486 B. fragilis torzs 8.8%-ar6l mondhatd el,
hogy hordozza ezt a carbapenemek elleni rezisztencidt okozé gént. Ugyanakkor a 43 cfiA-
pozitiv torzs koziil 33 imipenemre érzékenynek mutatkozott (MIC <4 pg/ml), ami
megmutatja, hogy a B. fragilis klinikai izoldtumok jéval nagyobb részében van jelen a
rezisztencia gén, mint ahdny torzsben ténylegesen megjelenik a carbapenem rezisztencia.

A vizsgalt 640 Bacteroides torzs koziil 22 izoldtum rendelkezett imipenemre
csokkent érzékenységgel (MICs =4 pg/ml) és ezek koziil 7 torzs tekinthetS rezisztensnek
(MIC =16 pg/ml). A 22 torzs koziil 10 hordozta a cfiA gént. 10 izoldtum koziil, melyeknek

12



az imipenem MIC értéke emelkedett volt (4—8 pg/ml), 4 (40.0%) volt cfiA-pozitiv, mig a
7 imipenem rezisztens torzs koziil 6 (85.7%) B. fragilis hordozta a cfiA gént. A NFB
torzsek mindegyike érzékeny volt imipenemre. A cfiA-pozitiv és imipenem-rezisztens
MIC >16 pg/ml) torzsek koziil 4 izoldtumban taldltuk meg az aktivdlé IS elemet
beépiilve a rezisztencia gén upstream régidjaba. A mdsik két izoldtum, amely hasonld
tulajdonsdgokkal rendelkezett, nem hordozta az aktivalé IS elemet, emiatt az imipenem
E-teszttel végzett vizsgdlatok sordn heterogén rezisztencia fenotipust mutatott.

A vizsgdlt 640 B. fragilis csoportba tartoz6 izoldtum koziil 21 rendelkezett csokkent
érzékenységgel metronidazolra (MIC = 4 pg/ml) és csupéan 3 (B. fragilis IT724 and IT797
and B. thetaiotaomicron HU66) hordozott nim gént a kovetkezé metronidazol MIC
értékekkel: 0.125 ug/ml (B. fragilis 1T797), 1 pg/ml (B. fragilis 1T724) and 256 pg/ml
(B. thetaiotaomicron HU66). A nim gének tipizdldsdra irdnyuld vizsgdlataink sordn azt
taldltuk, hogy a B. fragilis IT797 és 1T724 kromoszémalis nimA és nimC géneket
hordozott. Tovdbbd, a B. fragilis IT797-ben kimutattunk egy IS1168 és egy IS1170
elemet, azonban a PCR mapping vizsgédlatok azt mutattdk, hogy ezek az inszercids
szekvencidk nem a nimA gén el6tt helyezkednek el. A metronidazol-rezisztens és
egyidejlileg nim-negativ izoldtumok esetében mds rezisztencia mechanizmusok sejthet6k

a hattérben.

43 A bft gén el6forduldsi gyakorisdgdnak megdllapitdsa, valamint a bft allélok

meghatdrozdsa nagyszdmu eurdpai klinikai mintdbdl szdrmazd Bacteroides izoldtumban

A vizsgdlt 640 Bacteroides torzs koziil 68 (10.6%) hordozta a bft gént. Az Osszes
bft-pozitiv torzs B. fragilis volt. A PCR RFLP mddszerrel vizsgalt bft allélok megoszldsa
a kovetkezd volt: 51 (75.0%) izoldtum hordozta a bftl allélt, 15 (22.1%) izolitumban
taldltuk meg a bfi2 allélt és 2 (2.9%) torzs hordozta a bft3 allélt. A vérmintdkbdl szarmazd
izolatumok bft (9.2%) illetve bfti-3 allélok (7.3%) tekintetében nem mutattak
szignifikdnsan emelkedett el6forduldst, ugyanakkor a vérmintdkbdl szarmazé izoldtum

szdma igen alacsony volt (n=5), ami magyardzathatja a nem szignifikdns eredményeket.

44. Tovabbi antibiotikum rezisztencia gének el6forduldsi gyakorisdganak vizsgdlata az
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izolatumok egy sztikebb csoportjdban

Kutatdsaink sordn részletesebb molekuldris vizsgdlatokat végeztiink, hogy tovabbi
informéciét nyerjiink az el6zéekben leirt torzsek tovdbbi antibiotikum rezisztencia
génjeinek el6forduldsa, illetve eloszldsa tekintetében. A cfiA és nim gének el6forduldsara
mdr vizsgalt 640 torzs koziil vélasztottunk ki 128 B. fragilist és 33 NFB, Osszesen 161
torzset, hogy a kovetkezd rezisztencia gének eldforduldsat vizsgéljuk: cepA, cfxA, ermB,
ermF, ermG, linA, mefA, msrSA, tetM, tetQ, tetX, tetX1, tet36 és bexA. A leggyakrabban
megtaldlhat gének a kovetkez8k voltak: rerQ (80.1%), cepA (70.2%), ermF (24.2%) és
linA (21.7%). Nem taldltunk szignifikdns eltérést a vizsgalt orszdgok tekintetében. Nem
volt egy pozitiv nim, tetM vagy tet36 izolditum sem a vizsgdlt 161 torzs kozott. CfiA,
ermB, ermG, illetve msrSA géneket csak B. fragilis torzsek kozott taldltunk, emellett nem

volt szignifikdns kiilonbség a gének el6forduldsdban a B. fragilis és a NFB torzsek kozott.

44.1. A cepA, cfxA és a cfiA gének el6forduldsa és az ampicillin, cefoxitin és imipenem

rezisztencia kozotti Osszefiiggés vizsgdlata a B. fragilis és NFB torzsek kozott

Az 0Osszes altalunk vizsgdlt B. fragilis torzs (128) rezisztensnek mutatkozott
ampicillinre (MIC = 2 pg/ml) és 78.9% (101 izoldtum) hordozta a cepA gént. A 33 NFB
torzs minden tagja szintén rezisztens volt ampicillinre, azonban mindossze 36.4% (12
izolatum) volt cepA-pozitiv. A cepA gén eloszldsa igy szignifikdns eltérést mutatott a B.
fragilis és a NFB torzsek kozott (p < 0.001).

A 11 cefoxitin-rezisztens B. fragilis torzs koziil 3 izoldtumban (27.3%) mutattuk ki
a cfxA gént, ugyanez az ardny a NFB torzsek esetében mindossze 1 (11.1%) izolatum.
Erdekes médon, a magasabb cefoxitin MIC (64 pug/ml) értékekkel rendelkezd torzsek

esetében gyakran hidnyzott a ¢fxA gén.

442. Az ermB, ermF, ermG linA, mefA és msrSA gének el6forduldsa és a clindamycin

rezisztencia kozotti Osszefiiggés vizsgdlata a B. fragilis és NFB torzsek kozott

A vizsgdlt 161 Bacteroides torzs koziil 40 torzs (24.8%) volt rezisztens (MIC =8
pg/ml) clindamycinre: 31 (24.2%) B. fragilis és 9 (27.3%) NFB izoldtum. Az ermF, linA,

mefA, ermG, msrSA és ermB rezisztencia gének el6forduldsa a kovetkezd volt: 39
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(24.2%), 35 (21.7%), 20 (12.4%), 9 (5.6%), 9 (5.6%) és 1 (0.6%) izolatum. Ezeknek a
géneknek az el6forduldsa a clindamycin-rezisztens populdciéban jéval magasabbnak
adodott: 30 (75.0%), 14 (35.0%), 11 (27.5%), 9 (22.5%), 9 (22.5%) és 1 (2.5%). A
leggyakoribb el6forduldsat az ermF génnek taldltuk, kiilonos tekintettel a clindamycin-
rezisztens populdciéban: a 31 clindamycin-rezisztens B. fragilis torzs 74.2%-a (23
izoldtum) volt ermF-pozitiv, ugyanez az el6forduldsi gyakorisdg a clindamycin-
rezisztens NFB torzsek (9 izoldtum) korében 77.8% (7 izoldtum). Erdekes megfigyelés,
hogy az msrSA- és ermG-pozitiv torzsek, ezekkel a génekkel egyidejiileg, legaldbb egy

mdsik clindamycin rezisztencidért felelés gént is hordoztak.

443. A tetM, tetQ, tetX, tetX1 és tet36 gének el6forduldsa és a tigecyclin rezisztencia

kozotti osszefiiggés vizsgdlata a B. fragilis és NFB torzsek kozott

Vizsgélataink sordn a ferQ, tetX és tetX1 gének el6forduldsi gyakorisdga a kovetkezd
volt: 129 (80.1%), 16 (9.9%) és 8 (5.0%) izolatum. TetM- vagy tet36-pozitiv torzset nem
taldltunk a vizsgélt 161 Bacteroides torzs kozott. Csupan 3 B. fragilis térzs (1.9%) volt

tigecyclin-rezisztens (MIC 16 pg/ml) és mindhdrom torzs hordozta a fetQ gént.

444. A bexA gén elb6forduldsa és a moxifloxacin rezisztencia kozotti Osszefiiggés

vizsgdlata a B. fragilis és NFB torzsek kozott

A moxifloxacin rezisztencidért felelds bexA gén az dltalunk vizsgdlt 161 Bacteroides
torzs koziil 12 izoldtumban (7.5%) volt jelen: 6 B. fragilis (4.7%) és 6 (18.2%) NFB
torzsben (p=0.024). A 18 moxifloxacin-rezisztens B. fragilis izoldtum mindegyike bexA-
negativ volt, emellett a 6 moxifloxacin-reziszten NFB koziil 1 térzs (16.7%) hordozta a

bexA gént.

4.5. Romdnidban izoldlt B. fragilis csoportba tartozé izoldtumok antibiotikum

érzékenysége és a relevans rezisztencia gének kimutatdsa

A Romdnidbdl szdrmazé 53 vizsgélt Bacteroides izolatum (36 B. fragilis és 17 NFB)
nem szerepelt a 2008-2009-ben végzett eurdpai antibiotikum érzékenységi felmérésben,
mivel Romédnia nem volt a részvevo orszdgok kozott.

Az ampicillinre-rezisztens torzsek (96.3%) 54.7%-a hordozta a cepA gént. A 8 cefoxtin-
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rezisztens torzs koziil kettében mutattuk ki a ¢fxA gént. Az amoxicillin-klavuldnsavval
szembeni rezisztencia 13.0%-nak adodott. A B. fragilis torzsek 73.0%-a, a NFB
izolatumok 82.4%-a bizonyult rezisztensnek tetracyclinre. 32 tetracyclin-rezisztens torzs
(78.0%) volt tetQ-pozitiv. Nem taldltunk imipenem- vagy metronidazol-rezisztens
izolatumok a vizsgalt torzsek kozott, habdr 3 B. fragilis torzsben kimutattuk a cfiA gént.
11 izoldtum (20.4%) volt rezisztens clindamycinnel szemben. A clindamycin
rezisztencidval Osszefiiggésbe hozhaté rezisztencia gének el6forduldsa a vizsgalt 53
torzsben kovetkezd volt: 4 ermF, 3 linA, 2 msrSA és 1 ermB. Az ermF-pozitiv torzsek (4)
100%-a clindamycin-rezisztens volt. A moxifloxacinnal szembeni rezisztencidt 13.5%-
nak taldltuk a B. fragilis, és 17.6%-nak a NFB izoldtumok kozott. 9 bexA-pozitiv

izolatumot detektaltunk, ezek mindegyike érzékeny volt moxifloxacinra.

5. OSSZEFOGLALAS

5.1. Vizsgdlataink - melyeket Eurépa kiilonboz6 orszdgaibdl szdrmazé klinikai
izolatumokat felhaszndlva végeztiink - megerdsitették, hogy a korong difftiziés médszer
segitségével biztonsdggal el tudjuk kiiloniteni a vad tipusi Bacteroides torzseket az
anaerob infekcidkban 4ltaldban alkalmazott antibiotikumokra csokkent érzékenységgel
rendelkezd torzsektdl. Sikeriilt gatldsi zona hatdrértékeket megdllapitanunk az Gsszes
vizsgdlt antibiotikum esetében - a cefoxitin kivételével -, az EUCAST szabdlyainak
szigoru betartdsa, standardizdlt tdptalaj, inokulum, inkubdldsi id6 és szigordan anaerob
koriilmények biztositdsa, valamint a meghatdrozott antibiotikum tartalmd korongok
haszndlata mellett. A gatldsi z6na atmér6k és a MIC értékek jo egyezését taldltuk a
clindamycin, imipenem, metronidazol, moxifloxacin és tigecyclin vonatkozdsiban.
Meropenem tekintetében a vad tipusinak tekinthetd torzsek gatldsi zéna atméréi jol
elkiiloniiltek a tobbi izoldtumtél. Amoxicillin/klavuldnsav és piperacillin/tazobaktdm

P

esetében az érzékeny €s a mérsékelten érzékeny torzsek gatldsi zona dtmérdi atfednek - a

P

MIC adatokkal torténd Osszehasonlitds szerint -, azonban ez nem akadédlyozza meg a
rezisztens populdciotdl torténd elkiilonitésiiket.

5.2. A jelen tézisben leirt, rendkiviil nagyszamu (640), eurdpai torzsgydjtemény tagjain
végzett vizsgdlatok egy dtfogd képet adtak a cfiA, nim és bft gének el6forduldsi
gyakorisdgdt tekintve a B. fragilis csoport torzsei korében, amely adatok lehetOséget
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adtak az el6fordulé emelkedett imipenem, illetve metronidazol MIC értékek genetikai
hétterének kiértékeléséhez. Ezen feliil elemezni tudtuk a négy kiilonboz6 eurdpai
orszagbdl szdrmazd, igen ritka, cfiA-bft géneket egyiittesen hordozé B. fragilis
izolatumokat. Ezeknek a torzseknek a jelenléte e virulens klén szélesebb elterjedését
feltételezi. A 640 vizsgalt Bacteroides torzs koziil mindossze 3 izoldtumban mutattuk ki
a nim gének jelenlétét, mely igazolja mds rezisztencia mechanizmusok meglétét az
emelkedett metronidazol MIC értékkel rendelkezd, azonban nim-negativ torzsek
esetében. A 22 emelkedett imipenem MIC értékkel (=4 pg/mL) rendelkez$ izoldtum
koziil 10 torzs bizonyult cfiA-pozitivnak és ezen torzsek koziil 5 hordozott egyidejtileg
aktivalo IS elemet is a c¢fiA gén upstream régidjdban. Egyéb rezisztencia mechanizmus
feltételezhetd a tobbi, emelkedett imipenem MIC értékekkel rendelkezd torzs

vonatkozdsaban.
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