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Hazai tipizalasi adatok 2000 és 2010 kozott

Terhes Gabriella, Nagy Erzsébet, Urban Edit

Klinikai Mikrobiolégiai Diagnosztikai Intézet, Szegedi Tudomanyegyetem,
Szeged

A 027-es PCR ribotipusu Clostridium difficile (C. difficile) torzs altal
okozott nagy kiterjedésili jarvanyokkal a torzsek molekularis tipizalasa is egyre
nagyobb hangsulyt kap. A tipizalasi modszerek segitségével kovethetjiik a CDI-t
(C. difficile Infection) és az altala okozott jarvanyokat, adatokat kaphatunk az
egyes torzsek regiondlis vagy globalis terjedéseérdl, kovethetd egy-egy
virulensebb torzs cirkulacioja.

Az elmult években ennek koszonhetden szdmos molekularis tipizalasi
modszer terjedt el a torzsek tipusanak meghatarozasara. Minden esetben az
alkalmazott modszert ugy érdemes megvalasztani, hogy a torzsek nagy része
tipizalhat6, az alkalmazott modszer megfeleléen diszkriminativ, reprodukalhato
¢s konnyen kivitelezheto legyen. Az alkalmazott modszerek alapvetden két nagy
csoportba sorolhatok. Az 1980-as években a fenotipizaldsi, mig késébbiekben a
genotipizaldsi modszerek terjedtek el. A fenotipizalasi moédszereket elsGsorban
alacsony reprodukalhatdsaguk, alacsony diszkriminativ tulajdonsaguk miatt
kiszoritottadk a genotipizalasi modszerek, amelyek alapvetéen két nagy csoportba
sorolhatok: a band-alapti modszerek és a szekvencia alaptt modszerek. Az 1990-
es évek elejétdl a band-alapi, mig a 2000-es évektl a szekvencia alapt
modszerek terjedtek el. A band-alapi modszerek koziil a legismertebb a
hagyomanyos vagy kapillaris PCR ribotipizalds, a REA (Restriction
Endonuclease  Analysis), PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
toxinotipizalas, MLVA (Multilocus Variable-Number Tandem Repeat
Analysis). A szekvenalds alapti moddszerek kozil az MLST (Multilocus
Sequence Typing) a legismertebb, mig a teljes genom szekvenalds, ugyan
igéretesnek mutatkozik, de a jelenlegi koltségei miatt, csak néhany kiilfoldi
laboratoriumban elérhetd. Eurdpaban foként a PCR ribotipizalas terjedt el,
elsésorban a modszer egyszeriisége, a tobbi moddszerhez képest alacsony
koltségigénye és gyors kivitelezhetdsége miatt. A modszer alapjait Gutler és
mtsai raktak le, a PCR a 16S ¢és 23S rRNS-t kodolo gének altal kdzrefogott ISR
(Intergenic Spacer Region) szakaszok amplifikdlasdn és a keletkezett PCR
fragmentumok gélelektroforézissel torténd szétvalasztdsan ¢és detektalasan
alapszik.

Az elmult években az alap modszert szamos kutatocsoport modositotta.
Voltak olyan valtozasok, amelyek a primereket, mig masok a PCR
koriilményeket vagy a detektalasi 1épéseket modositottak, ezért ma mar
lehetetlen (az amugy is detektalasi 1épésekre érzékeny modszer esetén) az egyes
orszagok adatainak 0sszehasonlitd vizsgélata. SOt korvizsgalatok eredményei azt
is kimutattdk, hogy egy orszadgon beliil, a minden tekintetben azonos moddszer

47



Ni robiolégiai Kérlevél

hasznélata ellenére is, az egyes centrumok esetén eltéréek az eredmények.
Jelenleg tobb mint 400-féle kiilonbozd ribotipus ismert, az egyes tipusokra
vonatkozo jellegzetességek pl.: band mintdzat a nagyobb centrumokban
tobbnyire korlatozott mértékben elérhetd. A legtobb eurdpai orszag egy korabbi
vizsgéalatsorozat segitségével hozzajuthatott az Eurdpdban leggyakrabban
eléforduld6 néhany ribotipust tartalmazo torzsgyljteményhez, amelyet
felhasznalhatott a sajat PCR ribotipizalasi konyvtar kiépitéséhez. Ez azonban
csak toredéke a mar emlitett tobb mint 400 torzsnek, teljes konyvtar hidnyaban
pedig nem hatarozhatok meg a ritkabban el6forduldo PCR ribotipusok. Mindezen
korlatok miatt a PCR ribotipizalas jelenleg csak helyi 6sszehasonlitasokra, helyi
jarvanyok felismerésére alkalmazhato. Egységes nevezéktan hidnyaban és a
PCR ribotipizalast érintd apr6 valtozadsok miatt mara szinte lehetetlen az egyes
orszagok adatainak Osszehasonlitdsa. PCR ribotipizalas esetén a termékek
elvalasztasa sordn felmeriilé problémak megoldasara az elmult években egyre
tobb orszdgban alkalmazzak a kapillaris gélelektroforézist, amellyel a
hagyomanyos modszerhez képest a szubjektivitas kikiiszobolhetd, a detektalds
standardizaldsa is egyszeribb, de nem oldja meg a PCR ribotipizalasi
konyvtarral €s a nevezéktannal kapcsolatos problémakat.

Szintén Eurdpahoz (elsésorban Szlovénidhoz) kothetd a toxinotipizalasi
modszer, amely esetén a Paloc (Pathogenecity Locus) régio kiilonb6zo
szakaszait, els6sorban a {6 toxinokat kodold géneket €s a regulator régiokat
PCR modszerrel amplifikaljdk, majd restrikcios enzimekkel emésztik. A
keletkezett termekeket agardz gélelektroforézissel szepardljak és a kapott
mintazat alapjan torténik az egyes tipusok meghatarozdsa. Az eredmények
ugyan jol reprodukalhatok, de a diszkriminativ jellege a modszernek alacsony,
egy toxinotipuson beliill akar tobb PCR ribotipus is elkiilonithetd ezért az
epidemiologiai vizsgalatok soran ritkan alkalmazzak.

Eszak-Amerikdban viszont a leggyakrabban alkalmazott tipizalasi
modszer a PFGE. A modszer alapja a genomidlis DNS hasitidsa restrikcids
enzimmel és a keletkezett termékek szepardlasa PFGE segitségével. A modszert
szamos ¢lelmiszer kozvetitette patogén esetén alkalmazzak sikeresen, sikertilt
standardizalni és validalni, de ezek az erOfeszitések a C. difficile esetén
kudarcba fulladtak. Munka- és idigényessége miatt ezt a modszert Europaban
szinte egyaltalan nem alkalmazzdk. Az eurdpai €s amerikai eltéré iranyvonal
miatt, szamos problémat okozott, hogy tobb kézleményben az egyes torzsekhez
tobbféle tipus meghatarozasi eredményt is kozoltek, amely a tipusok szamanak
novekedésével kovethetetlenné valt.

Az elmult években egyre gyakrabban alkalmazzdk az MLST technikat,
amely 7 hdaztartdsi gén 300 és 500 bp kozotti szakaszénak szekvencia
meghatarozasdn alapul. Az MLST eredmények interpretalasa objektiv, jol
reprodukdlhatdk ¢és lehetdség van a laboratoriumok kozotti informaciocserére,
ezaltal az eredmények is 6sszehasonlithatok, ingyenesen elérhetd egy MLST
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konyvtar, ahova az egyes szekvenciak feltolthetok. Mindezen eldnyok ellenére,
sajnos a modszer terjedésének gatat szab a magas szekvenaldsi koltség.
Ugyanezen ok miatt a teljes genom szekvendlas szintén hattérbe szorul €s csak
né¢hany laboratorium esetén van lehetéség a modszer alkalmazésara.

Magyarorszagon az elmult években ¢évrol évre kovettik a C. difficile
torzsek cirkulacigjat. 2001-ben 65, mig 2006-ban 105 térzs PCR ribotipusat
hataroztuk meg az eredeti a cardiff-1 Anaerob Referencia Laboratéoriumban
kidolgozott mddszerrel. Az els6 vizsgalati idészak alatt a 087, 012 ¢és 001 PCR
ribotipusok el6forduldsa volt szamottevd, mig a masodik vizsgalati idészak alatt
014 ¢és 002 PCR ribotipusok dominaltak. A 2006-ban publikalt eredmények
alapjan nyilvanvalova valt, hogy nemcsak vizsgalati iddszakonként, de az
orszagon bellil az egyes régidkban is eltér az egyes PCR ribotipusok
eléforduldsa. Szintén eltérd ribotipusok fordultak eld a fekvo-és jardbetegek
esetén. 2007-ben az orszag kiilonbozo teriileteirdl szarmazo C. difficile torzsek
vizsgalata soran talaltunk egy olyan binary toxin-termeld torzset, amely a torzs
tovabbi vizsgalatai soran 027-es PCR ribotipusnak bizonyult. Az eset
érdekessége volt, hogy ugyanezen 1ddszak alatt a 027-es PCR ribotipus mar
kiterjedt jarvanyt okozott Eszak-Amerikdban és szdmos eurdpai orszagban,
ugyanakkor a hazai torzsek kozott ebben az 1ddszakban csak ez az egyetlen torzs
bizonyult 027-es PCR ribotipusnak. Az epidemioldgiai vizsgalatok soran a
binary toxin-termeld torzsek el6fordulasa a hazai toxintermeld torzsek kozott
1,9-5,3%-0s volt, mig 2010-ben 101 tdérzs vizsgalata sordn a binary toxin-
termel6 torzsek el6forduldsa 42,6%-nak bizonyult. A nagymértékli emelkedés
felhivta a figyelmet, egy esetleges binary toxin-termeld torzs daltal okozott
jarvanyra, mindezek miatt egy intenziv torzsgyiijtés indult 2010. majusatol
2011. decemberéig. Ennek eredményeképpen 1.085 C. difficile torzs vizsgalatara
keriilt sor. A torzsek, mintegy 74,1%-a bizonyult A és B toxin pozitivnak, ezen
torzsek 46,2%-a volt binary toxin-termel6. A binary toxin-termeld torzsek
97,8%-a pedig a 027-es PCR ribotipusba volt sorolhatd. A laboratoriumunkba
kiildott torzsek 20,7%-a nem volt alkalmas molekularis vizsgalatra, ennek f6 oka
a torzsek nagyfokll szennyezettsége volt, valamint a nem megfeleld
identifikalas.

A hazai €s nemzetkozi vizsgéalatok eredményei alapjan elmondhat6, hogy
a C. difficile PCR ribotipusok megoszlasa vizsgalati idészakonként, foldrajzi
teriiletenként, korhazanként, jaro-fekvobetegek esetén is eltér. Hazdnkban, mint
ahogy szamos eurdpai orszagban 2010. ota jelentds problémat okoz a 027-es
PCR ribotipusu térzs gyakori eléforduldsa, valamint a torzs altal okozott helyi
jarvanyok. Az egyre gyakrabban megfigyelhetd jarvanyok miatt sziikséges egy
megfeleld, kelléen diszkriminativ tipizaldsi modszer hazai alkalmazédsa és a

crer

PCR ribotipizalas elérheté modszer, még hazai viszonyok mellett is.
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Ugyanakkor mindenképpen sziikséges a sikeres munkdhoz a hazai
laboratériumok egyiittmiikodése, a megfeleld6 mindségli tenyészetek vagy
mintak biztositasa és a megfeleld szintli adatszolgaltatas.
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